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Pérmbledhje

Réndésia e madhe gé po merr vazhdimisht studimi i sistemeve biologjike, ka ¢uar né
pérmirésimin e metodave studimore ekzistuese por edhe né kérkimin e metodave té
reja teorike. N& Ké&té punim, ne prezantojmé pérdorimin e modelit Boolean pér
studimin dinamik té evoluimit té njé sistemi biologjik rregullator. Né fokus éshté
kompleksi mTORC1, pér shkak té ndikimit t¢ madh qé ka kjo proteiné né disa
procese metabolike dhe né sémundje tumorale. Qéllimi modelimit éshté gjetja e
pikave fikse té sistemit sepse népérmijet tyre analizohen gjendjet e géndrueshme té
mundshme gé ky sistem mund té arrijé. Kétu, pérftohen 16 pika fikse por, vetém njé
pjesé e tyre i pérshtaten nevojave té sistemit toné. Qéllimi final i studimit éshté
analiza gé kryhet pér té pérzgjedhur ato pika fikse gé i pérshtaten mé miré kushteve
té njé sistemi, duke pérjashtuar pjesén tjetér.

Fjalékyce: Modelim Boolean, metoda sinkrone/asinkrone, nyje, rrjeté, evoluim
dinamik, proteiné kinase.

Abstract

The study of biological systems is constantly attracting a very big atention among
scientists and this has led to the improvement of the existing methodology of study
and also to the search for new theoretical methods. In this paper, we present the use
of the Boolean model for the dynamic study of the evolution of a biological
regulatory system. The focus is on the mTORC1 complex, due to the great influence
that this protein has on some metabolic processes and in tumor diseases. The final
goal of the modelling is to find the fixed points of the system because the possible
stable states that this system can achieve are analyzed through them. Here, we
achieve 16 fixed points, but just a part of them fits the needs of our system. Our
ultimate goal is thw analysis followed to select those fixed points that best suit the
conditions of one system, excluding the rest.

Key words: Boolean model, synchronous/asynchronous update, nodes, network,
dynamical evolution, protein kinase.

Hyrje

Sistemet biologjike té& bashkéveprimit proteiné—proteiné, apo té transmetimit
té sinjalit, kané njé natyré shumé komplekse, pasi njé studim i ploté i tyre
kérkon njohjen njéherazi té shumé faktoréve, (Cohen & Havlin, 2006) gé
ndérveprojné me njéri—tjetrin né ményré interaktive dhe té vazhdueshme. Pér
shkak se kemi té b&mé me bashkéveprime né nivel molekular dhe gelizor,
kryerja e eksperimenteve dhe marrja e té€ dhénave eksperimentale nuk éshté
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gjithnjé e lehté pér t’u realizuar. Pér kété arsye, shpesh nevojitet gé studimi
dinamik 1 kétyre sistemeve té béhet né ményré teorike dhe numerike
(Saadatpour & Albert, 2016; Kauffman, 2004).

Né fokus té kétij punimi éshté studimi teorik i dinamikés sé proteinés kinase
mTOR (mammalian target of rapamycin), gé éshté njé rregullator kryesor i
rritjes dhe ndarjes sé gelizave. Kjo proteiné i pérgjigjet njé shuméllojshméri
stimujsh si stresi, energjia, 1éndét ushqyese dhe faktorét e rritjes (Sengupta et
al. 2010). Nga ana tjetér, mMTOR ndikon né shumé sémundje, vecanérisht né
ato tumorale (Zoncu et al. 2011). Ajo formon dy komplekse té ndryshme
proteinike mTORC1 dhe mTORC2, gé kané funksione dhe elementé
pérbérés té ndryshém. Me gjithé studimet e shumta té zhvilluara deri mé sot,
rreth  kompleksit mTORC2 ka ende mungesé té informacioneve
eksperimentale, rreth efekteve gé ky kompleks mund té keté né njé rrjet té
caktuar (Efeyan & Sabatini, 2010). Nga ana tjetér, mTORC1 éshté njé
kompleks proteinik i miré njohur si nga ana strukturore ashtu dhe ajo
funksionale, dhe réndésia gé ajo ka i ka shtyré shkencétarét pér té hetuar mé
shumeé rreth tij (Yip et al. 2010; Loewith et al. 2002).

Njé réndési e tillé e proteinés mTOR, dhe mé konkretisht e kompleksit té saj
MTORCL, pérbén njé arsye mjaft té forté gé sisteme té tilla, ku kjo proteiné
bén pjesé, té studiohen jo vetém eksperimentalisht por edhe teorikisht. Ndaj,
né kété punim, ne prezantojmé pérdorimin e modelit Boolean pér studimin e
evolucionit dinamik té sistemit té transmetimit e sinjalit té proteinés mTOR.
Ky éshté njé model matematikor diskret gé jep njé pérshkrim cilésor té
sistemit biologjik, té pérfagésuar nga njé rrjet i ndértuar nga nyjet, gé
pérfagésojné cdo element té sistemit, dhe nga linget, gé pérfagésojné lidhjet
midis kétyre nyjeve (Saadatpour & Albert, 2013; Helikar et al. 2011; Abou-
Jaoude et al. 2016).

Dinamika e ndryshimit té gjendjeve béhet me metodén sinkrone dhe
asinkrone. Qéllimi kryesor éshté pércaktimi i pikave fikse té sistemit. Mé tej
vazhdohet me analizimin e gjendjeve té géndrueshme té sistemit né
pérgjithési dhe gjendjet e ¢do elementi té rrjetit né veganti. Pika fikse éshté
njé koncept matematikor por gjetja dhe analiza e saj pér njé sistem biologjik
mund té jeté me mjaft interes pér t’u ditur, pasi késhtu mund té analizohet
cdo gjendje e mundshme e géndrueshme e sistemit né shgyrtim. Nga té
gjitha gjendjet e géndrueshme gé gjeneron modelimi i sistemit biologjik
vecohen vetém ato gjendje gé pérputhen me kushtet specifike biologjike né
té cilat ndodhet sistemi. Ne mendojmé se kjo pérzgjedhje ndihmon né
njohjen e dinamikés sé sistemit. Késhtu, kérkuesit shkencor pérftojné njé té
dhéné mé shumé pér té hulumtuar mé tej rreth metodave eksperimentale gé
nevojiten pér pérmirésimin e sjelljes sé sistemeve biologjike, né varési té
kushteve specifike.

Ndryshimi i gjendjeve té nyjeve me ané té modelit Boolean

Modeli Boolean éshté njé model diskret g& na ndihmon pér té ndértuar njé
rrjet, ku cdo element i tij pérfagésohet nga njé nyje (node) ndérsa
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bashkéveprimet midis elementéve (nyjeve) pérfagésohen nga lidhjet (links),
gé lidhin nyjet me njéra-tjetrén (Saadatpour & Albert, 2013; Abou-Jaoude et
al. 2016). Nyjet e rrjetit mund té marrin vetém dy vlera t¢ mundshme té
pércaktuara: 1 (ON) gé i takon njé gjendje aktive té nyjes, ose 0 (OFF), gé i
takon njé gjendje jo-aktive té nyjes. Né njé cast té caktuar té kohés t ¢do nyje
mund té ndodhet né njé dhe vetém njé gjendje, qofté kjo aktive ose jo-aktive.
Me kalimin e kohés, gjendja e ¢do nyje ndryshon né bazé té informacionit qé
elementét pércjellin tek njéri-tjetri.

Evoluimi i gjendjeve mund té béhet me ané té metodés sinkrone, ku gjendjet
e té gjitha nyjeve ndryshojné njékohésisht dhe né pérputhje té ploté me
njéra—tjetrén, ose me ané té metodés asinkrone (jo-sinkrone), ku elementét e
rrjetit ndryshojné gjendje né ményré té ¢’rregullt. Né ¢do rast dhe metodé
gjendja pasardhése e secilés nyje, né castin e kohés t + 1, do té pércaktohet
pérmes disa funksioneve logjike gé zbatohen né gjendjen aktuale ku ndodhet
nyja né castin e kohés t. Kéto funksione logjike, té njohura si funksione
Booleane, shprehen nga operatorét logjiké si AND (DHE), OR (OSE) dhe
NOT (NUK). Pérdorimi i kétyre operatoréve varet shumé nga roli i secilit
element mbi elementét e tjeré, ashtu si edhe nga numri i elementéve gé
ndikojné mbi té njéjtin element né té njéjtin cast té kohés t.

Modelimi Boolean i bazuar né pérditésismin e gjendjeve binare té ¢do nyje,
bén gé numri i gjendjeve binare népér té cilat sistemi do té evoluojé me
kohén éshté i barabarté me 2"; ku N - paraget numrin e nyjeve té rrjetit. Né
rastin kur rrjeti éshté shumé té madh, ai mund té reduktohet né bazé té disa
supozimeve té béra né pérputhje edhe me modelin Boolean (Nikolajewa et
al. 2007; Chen et al. 2000l; Helikar et al. 2011), zbatimi i té cilave ndikon
vetém né thjeshtésimin e modelimit dhe jo né rezultatet gé pérftohen.

Analiza Booleane e sistemit rregullator té proteinés mTOR

Analiza Booleane e njé sistemi biologjik mundéson studimin dinamik té
sistemit dhe ¢on né pércaktimin e pikave fikse té tij (Radde, 2012; Taou et
al. 2018). Identifikimi i kétyre pikave fikse na mundéson té njohim gjendjet
e mundshme té géndrueshme té sistemit si edhe té kuptojmé nése elementét
jané né gjendje aktive apo jo-aktive. Rrjeti né shqyrtim éshté sistemi
biologjik i transmetimit té sinjalit té proteinés mTOR, origjinali i té cilit
paragitet né (Efeyan & Sabatini, 2010). Ky éshté njé rrjet relativisht i vogél, i
rindértuar dhe prezantuar né (Kociaj, 2021), ku ményra dhe modelimi kryhet
vetém pér njé kusht fillestar specifik.
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Figura 1: Rrjet i transmetimit té sinjalit té proteinés kinase mTOR, népérmjet dy
komplekseve té saj proteinike mTORC1 dhe mTORC?2. Figura majtas (a) paraget
rrjetin e ploté té pérbéré nga 13 nyje, ndérsa figura djathtas (b) paraget rrjetin e
reduktuar té pérbéré nga 9 nyjet pér té cilat zbatohen funksionet Booleane.

Pasi analizohet roli i ¢do elementi né rrjet, procesi i reduktimit mé tej béhet
né ményré té tillé gé transmetimi i sinjalit nuk ndérpritet (Figura 1. b). Katér
prej elementeve té rrjetit; “low energy” (energjia e ulét), “hypoxia”
(hipoxia), “amino acids” (aminoacidet) dhe “growth factors” (faktorét rrités),
konsiderohen si porta hyrése pérmes té cilave hyn informacioni gjenetik,
ndérsa tre elementét e tjeré: “autophagy” (autofagia), “protein synthesis”
(sinteza e proteinave) dhe ‘“proliferation & survival” (proliferimi dhe
elementét pér mbijetesé) konsiderohen si porta dalése, pérmes té cilave
informacioni pércillet drejt gelizave dhe elementéve té tjeré gelizoré té
jashtém.

Duke vazhduar mé tej, pér cdo element té rrjetit (Figura 1.b), funksioni
Boolean korrespondues shkruhet né bazé té bashkéveprimeve gé ekzistojné
midis elementéve, té vértetuara ekpserimentalisht. Né rast se té dhéna té tilla
mungojné, fuknsionet Booleane shkruhen né bazé té disa supozimeve logjike
e té thjeshta:

- Kur gjendja e njé elementi rregullohet njékohésisht nga veprimi i
pavarur i dy elementéve té tjeré, operatori logjik AND pérdoret.

- Kur veprimi i vetém njérés prej té gjitha nyjeve, gé ndikojné pér
rregullimin e funksionit té njé nyje specifike, éshté i mjaftueshém, atéheré
pérdoret operatori OR.
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- Operatori NOT pérdoret né rastet kur njé nyje e rrjetés rregullohet
nga njé element frenues (jo-nxités apo jo-aktivizues) (Thomas, 1973; Albert
& Othmer, 2003; Espinosa-Soto et al. 2004).

Rezultate dhe diskutime

Reduktimi i rrjetit dhe shkrimi i funksioneve Booleane éshté pjesa mé e
réndésishme e modelimit Boolean, pasi prej tyre varen rezultatet dhe analiza
e métejshme. Me géllim pércaktimin e pikave fikse té sistemit, pra gjendjeve
té géndrueshme té tij, modeli Boolean i ndértuar simulohet me ané té
BooleanNet (Albert et al. 2008; Cha & Lee, 2020), i bazuar né gjuhén
Python. Duke gené se pikat fikse jané invariante ndaj kohés, atéheré numri
dhe lloji i tyre éshté i njejté pér té& dy metodat e pérdorura (Tabela 1. b).

(@) (b)
Nyjet Rregullat Booleane Pikat Fikse
Low energy low energy* = low energy 000000010
Hypoxia hypoxia* = hypoxia 111010011
Amino Acids amino acids* = amino acids 011000011
Growth Factors | growth factors* = growth factor 100000010
AMPK AMPK* = low energy AND hypoxia § 110010010
PI3K PI3K* = growth factor AND (NOT J 010000010
MTORCI) 000101100
AKT AKT* =PI3K 011100011
TSC1/2 TSC1/2* = AMPK OR hypoxia OR 111110011
(NOT AKT)
i : 101100011
mTORC1 mTORC1* = amino acids AND
((NOT AKT) OR (NOT AMPK) OR | 001000011
TSC1/2) 001100011
100101100
101000011
010101110
110111110

Tabela 1: Tabela né t& majté (a) tregon funksionet Booleane pér ¢do nyje té rrjetit té
reduktuar, ndérsa né tabelén né té djathté (b) jepet paragitja binare e 16 pikave fikse
té pérftuara nga simulimi sinkron dhe asinkron i rrjetit Boolean. Cdo numér binar (0
dhe 1) i takon gjendjes pérfundimtare gé arrin ¢do element biologjik dhe renditja e
tyre lidhet me renditjen e elementéve sipas tabelés né té€ majté, pra low energy
(energji e ulét), hypoxia (hipoksia), amino_acids, growth_factors (faktorét e rritjes),
AMPK, PI3K, Akt, TSC1/2, mTORCL1.
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Pér té dy metodat simuluese té pérdorura, sinkrone dhe asinkrone, paragitja
grafike e tyre jepet né Figurén 2 (metoda sinkrone) dhe né Figurén 3 (metoda
asinkrone). Né kéto figura tregohen grafet e 16 térhegésave (pikave fikse) té
rrjetit té paragitur né Figurén 1.b,

Figura 2: Grafet e gjendjeve tranzitore t& modelit Boolean sinkron. Jané simuluar
gjithsej 512 gjendje gé lidhen mes tyre népérmjet 512 lidhjeve. Cdo lidhje
nénkupton njé kalim tranzitor, tipike e metodés sinkrone. Vihen re gjithashtu edhe
16 lage vetjake.

Cdo piké fikse konsiderohet si térhegési kryesor dhe éshté pjesé e njé baseni
specifik, t& pérbéré nga disa gjendje tranzitore népér té cilat kalon sistemi.
Njé basen konsiderohet njé bashkési gjendjesh tranzitore gé pérfundojné né
njé piké (gjendje) té fundme, té vetme. Vlen té theksohet se numri i
gjendjeve gé pérbéjné ¢do basen éshté i ndryshém pasi sistemit mund ti
duhet mé shumé kohé té arrijé njé gjendje sesa njé tjetér.

Dinamika e sistemit sipas metodés sinkrone na tregon se numri i gjendjeve té
gjeneruara éshté i njejté me numrin e lidhjeve midis nyjeve (Figura 2). Kjo
do té thoté se njé nyje e ndodhur né njé gjendje té caktuar né castin e kohés t
mundet té shkojé, né castin e kohés t + 1, vetém drejt njé gjendje tjetér (té
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vetme). Ndérsa né metodén asinkrone vihen re mé shumé lidhje sesa numri i
nyjeve (Figura 3), ndérkohé gé numri i gjendjeve por edhe numri i lageve té
pérftuara mbetet i njéjté.

i

Figura 3: Grafet e gjendjeve tranzitore té modelit Boolean asinkron t& evoluimit dhe
kalimit tranzitor té ¢do nyje nga njé gjendje né njé tjetér, deri né mbérritjen finale té
tyre kur arrijné gjendjen stabél té prezantuar nga pikat fikse. Jané simuluar gjithsej
512 gjendje gé lidhen mes tyre népérmjet 1375 lidhjeve. Vihen re gjithashtu edhe 16
lage vetjake.

Prania e mé shumé lingeve té gjeneruara me metodén asinkrone, mé shumé
se 2-fishi i numrit t& nyejeve, lidhet pikérisht me faktin se pérditésimi i
gjendjeve dhe evoluimi i sistemit nga njé gjendje tranzitore né njé tjetér nuk
ndodh njékohésisht. Kjo metodé mundéson kalimin e njé gjendje drejt dy
apo mé shumé gjendjeve té tjera njékohésisht. Megjithaté, pas njé kohé té
caktuar, té dyja metodat mundésojné gé sistemi té arrijé té njejtat gjendje té
géndrueshme (pikat fikse).

Pamja e njé baseni térhegésish, i pérftuar me té dy metodat dhe i paré mé nga
detaje ka njé paraqitje grafike si ajo né Figurén 4. Nyja né ngjyré té kuge
tregon gjendjen finale té sistemit, pra njé nga gjendjet e géndrueshme pér
kété sistem. Té tillé pamje kané té gjitha basenet e paragitura grafikisht né
Figurat 2 dhe 3.
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Figura 4: Paraqitja grafike e tranzicionit té gjendjeve drejt mbérritjes né pikén fikse.

Grafi né té majté (a) i takon pérditésimit t€ nyjeve me metodén sinkrone dhe baseni i
térhegésave té tij pérbéhet nga 32 gjendje dhe 32 lidhje midis tyre, ndérsa grafi né té
djathté (b) i takon metodés asinkrone, né té cilin baseni i térhegésave pérbéhet nga

32 gjendje dhe 72 lidhje midis tyre. Té dy grafet i takojné evolimit té sistemit drejt té
njejtés piké fikse, t& shénuar me ngjyré té kuge. Nyjet e tjera té ngjyrosura tregojné
gjendje gé térhegin mé shumé gjendje té tjera por gé edhe veté ato evoluojné mé pas

drejt térheqgésit kryesor, pikés fikse (110111110).

Pikat fikse tregojné gjendjet e géndrueshme dhe té fundit né té cilat sistemi
synon té konvergjojé dhe né momentin gé hyn aty nuk mund té dalé mé prej
tyre. E théné ndryshe, pasi sistemi mbérrin té futet né njé nga gjendjet e tij té
géndrueshme, ai do té mbetet aty pérgjithmoné dhe nuk do té keté mé asnjé
mundési gé té dalé prej asaj gjendje. Pér kété arsye, pér ¢do gjendje stabél
(piké fikse) shikohet gjendja finale e ¢do elementi biologjik, nése ai é&shté né
gjendje aktive apo jo-aktive.

Fokusi kryesor éshté gjendja e mekanizmave (outputet) pasi népérmijet tyre
sinjali i rrjetit do té transmetohet né pjesén tjetér té gelizave. Pér njé gjendje
tumorale mekanizma té tillé si “Proliferation & Survival” (proliferimi dhe
faktorét e mbijetesés) dhe “ Protein Synthesis” (sinteza e proteinave) jané
procese gé duhet té ndodhin, ndérsa “autophagi” (autofagia) éshté njé proces
gé nuk duhet té ndodhé. Né kéto kushte, nga té gjitha pikat fikse té gjetura
vecgohen vetém ato gé tregojné njé gjendje té fundit ku dy mekanizmat e paré
té jené ON (1) ndérsa mekanizmi i treté té jeté OFF (0) dhe mé tej shikohet
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gjendja e elementéve té tjeré pér té cilat arrihen kéto vlera binare té kétyre
mekanizmave.

Késhtu, bazuar né rregullat Booleane pér rrjetin e ploté (Figura 1.a), tre
mekanzimat e lartpérmendura ndryshojné né gjendje si mé poshté (Tabela 2).

Rezultatet Ményra rregullatore Gjendja

pérfundimtare

Autophagy autophagy* = NOT 8 gjendje ON
MTORC1 8 gjendje OFF

Protein synthesis protein synthesis* = 8 gjendje ON
MTORCL 8 gjendje OFF

Proliferation & Proliferation & Survival* 4 gjendje ON
Survival = Akt 12 gjendje OFF

Table 2: Funksionet Booleane té ndryshimit té gjendjeve té output-eve té rrjetit dhe
gjendjet pérfundimtare gé ato arrijné pasi sistemi arrin gjendjet e géndrueshme.

Si¢ shikohet dhe nga tabela, njé gjendje aktive e mTORC1 (1) do té
plotésonté né té njéjtén kohé dy kushte: “autophagi” = 0 dhe “Protein
Synthesis” = 1; ndérsa njé gjendje aktive e proteinés Akt (1) do té plotésonté
kushtin tjetér, ku “Proliferation & Survival” = 1. Kjo do té thoté, se nga té
gjitha pikat fikse vegohen vetém ato ku mTOR = 1 dhe Akt = 1. Nga ana
tjetér, kéto nuk jané kushtet e vetme gé do té na duhet té marrim né
konsideraté.

Njé analizé e ploté e pikave fikse pa dyshim gé& do té kérkonte
bashképunimin mé té ngushté me shkencén e bio-kimisé, pér arsye se jo
vetém outputet, por edhe inputet (kushtet fillestare) né té cilat ndodh sistemi
(Maheshwari et al. 2019; Maheshwari et al. 2020). | gjithé ky sistem,
pikénisjen e ka nga gjendja e faktoréve hyrés si¢ jané “hypoxia”, “amino
acids”, “low energy” dhe “growth factors”.

Gjendje té ndryshme té kétyre faktoréve, né kushte reale, do té ndikonte
shumé né evoluimin e métejshém té sistemit. Pér pasojé, né varési té
gjendjes gé ato kérkohen té jené, béhet njé pérzgjedhje tjetér e pikave fikse
duke e reduktuar numrin e gjendjeve té géndrueshme edhe mé shumé. Si
pérfundim, mund té themi se pércaktimi i pikave fikse vetém sa na informon
pér drejtimin gé mund té marré sistemi nisur nga kushte fillestare té
ndryshme.Vlerésimi i métejshém i tyre, béhet né bashképunim me specialsité
té tjeré me géllim pérjashtimin e atyre gjendjeve jo té “shéndosha” pér
sistemin né fjalé dhe vlerésimin e gjendjeve té “shéndosha”.
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Konkluzione

Shkrimi i funksioneve Booleane &shté njé rrugé e thjeshté pér tu ndjekur,
nése ka informacion té mjaftueshém nga té dhénat eksperimentale rreth
ményrés sé bashkéveprimit midis elementéve té rrjetit. Né raste té tjera, kur
kéto té dhéna mungojné, funksionet Booleane shkruhen sipas supozimeve
logjike té zgjedhura pér tu zbatuar. Studimi dhe analiza dinamike e sistemit
biologjik té transmetimit té sinjalit té proteinés komplekse mTORC1 tregon
se sistemi mund té arrijé matematikisht 16 gjendje té géndrueshme. Kéto
gjendje té géndrueshme pérfagésohen nga pikat fikse, té cilat duke gené pika
invariante né lidhje me kohén, nuk varen nga metoda e pérftimit té tyre.
Theksi vihet né faktin se jo té gjitha gjendjet e géndrueshme té pércaktuara,
kané kuptim biologjik.

Ky konkluzion arrihet né bazé té faktit se njé sistem biologjik ka sjellje dhe
nevoja specifike né varési té kushteve né té cilat ndodhet. Né rastin e njé
gjendje tumorale mekanizma té ndryshém, veprojné né ményra té ndryshme.
Pér kété arsye, pérzgjedhja e pikave fikse béhet né varési té& funksionit té
kétyre mekanizmave. Pavarésisht se modelimi mund té gjenerojé shumé pika
fikse, pérzgjedhja e disave dhe pérjashtimi i té tjerave vetém do té
pérmirésonte sistemin biologjik. Ne mendojmé se njé pérqgasje e tillé teorike
e njé sistemi biologjik do té ndikonte edhe né zhvillimin e tyre té métejshém
eksperimental. Késhtu, duke u njohur paraprakisht me gjendjet e mundshme
té géndrueshme, sistemi mund té nxitet eksperimentalisht me ané té
mekanizmave té jashtém gé té ndjeké njé rrjedhé té caktuar dhe jo njé tjetér.
Kjo do ndikonte né realizimin e njé géllimi té caktuar né varési té kushteve
dhe vecorive té sistemit.
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