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В лекции речь пойдет об одном из направлений, развивающихся в ИЦиГ, о моделировании пространственно распределенных процессов, а именно о моделировании распределения ауксина в ткани растения и его влияния на дифференцировку клеток.

Корневая система растений выполняет ряд очень важных функций в развитие растений: 
· поглощение воды и минеральных веществ; 

· закрепление растения в почве; 

· отложение питательных веществ; 

· взаимодействие с корнями других растений, грибами, микроорганизмами, обитающими в почве (микориза, клубеньки бобовых). 
В процессе роста растения, в зависимости от вида растения и условий внешней среды, формируются различные типы (архитектуры) корневой системы: стержневая, мочковатая и промежуточные формы. Разберемся в терминологии:

Различают главный, боковые и придаточные корни. С главным все понятно, боковые формируются на главном корне, закладываются они в меристематической зоне главного корня (об этом подробнее ниже). Придаточные корни закладываются в зоне гипокотиля (между побегом и корнем) растения. Как правило, в корневых системах либо мало придаточных корней и тогда это стержневая система, либо так много, что главного корня не отличить – тогда это мочковатая корневая система 

Не смотря на многообразие корневых систем, их анатомическая структура достаточно проста и удобна для исследователей. В ней выделяют несколько концентрических слоев, выполняющих определенные функции. Апикальная меристема корня, содержащая стволовые клетки корня, формируется на самых ранних этапах эмбриогенеза и после прорастания семени располагается в кончике первичного корня. На остальных типах корней так же располагаются меристемы.
Корень растения является очень удобным объектом для системных биологов, так как все основные значимые в развитие процессы происходят в достаточно просто организованной ткани. В промеристеме (часть апикальной меристеме корня) содержатся стволовые клетки, ее исследуют в связи с выяснением механизмов функционирования нишь стволовых клеток. В меристематической зоне корня клетки организованные в ряды делятся продольно с большой скоростью, то обеспечивает рост корня. Изучение этих тканей связано с развитием моделей клеточного цикла и регуляции профиля митотической активности клеток. Зона элонгации корня содержит клетки, которые не делятся но очень активно удлиняются. Процессы происходящие в этой зоне также изучаются системными биологами в связи с созданием биомеханических моделей растяжения клеток и роста корня.
В биологии развития растений есть основополагающая теория морфогена, которая объясняет механизмы развития ткани организмов. Она говорит о том, что существуют специальные вещества, морфогены, которые управляют формированием паттернов в развитии ткани, а именно, положением клеток разных типов относительно друг друга в ткани организма. Морфоген распределяется в ткани от места синтеза и формирует градиенты и максимумы в ткани.

Согласно теории позиционной информации (Wolpert, 1996), клетка принимает специфические характеристики в градиенте морфогена как в координатной системе и интерпретирует данные о концентрации морфогена в соответствии со своей генетической программой. 

Пример с эмбрионом дрозофилы. Морфоген Caudal распределен по градиенту от задней к передней части эмбриона и определяет формирование антерио-постериорной симметрии. 

Речь пойдет о морфогене растений, ауксине, который регулирует практически все процессы роста и развития во всех видах растениях. Он работает на всех стадиях и во всех органах. Встает разумный вопрос о механизмах действия ауксина, если он регулирует все, должны быть механизмы, которые бы как-то специализировали сигнал. 
Ауксин является классическим морфогеном:

· Все клетки потенциально могут синтезировать ауксин

· Ауксин перераспределяется в ткани растения, формирует градиенты и максимумы концентрации

· В зависимости от концентрации по-разному действует на дифференцировку клеток 

Известно что в разных тканях ауксин специфически распределен, и эти распределения определяют развитие органов, развитие симметрии и пр. Нарушение этих распределений приводит к фенотипическим аномалиям.

Мы изучаем распределение ауксина в корне и его роль в развитии корневой системы. Экспериментально показано наличие трех типов максимумов концентрации ауксина в корневой системе: 1) в корневой меристеме (RAM), где ауксин регулирует поддержание ниши стволовых клеток, а именно, в инициалах корневого чехлика, с уменьшенным уровнем в покоящемся центре (ПЦ) и в корневом чехлике (Sabatini et al., 1999); 2) в протофлоемных клетках базальной меристемы (верхняя граница меристематической зоны корня), в перицикле зоны дифференцировки корня и в местах закладки боковых корней (de Smet et al., 2007); 3) в гипокотиле в местах закладки придаточных корней (Gonzali et al., 2005).   
Ауксин является слабой кислотой и диссоциирует в среде в зависимости от pH. В клетке ауксин в основном расположен в кислой форме, в апопласте около 20% также находится в протонированной форме. Протонированная форма ауксина проницамеая для мембраны, в то время как кислая нет. 
Показано, что формирование концентрационных максимумов ауксина в ткани растения в основном обеспечивается механизмами активного перераспределения ауксина между клетками (Reinhardt et al., 2003; Blilou et al., 2005; Benkova et al., 2003; Vanneste and Friml, 2009). Ассиметрично расположенные на мембранах отдельно взятых клеток influx- и efflux- белки-транспортеры ауксина формируют в ткани направленные потоки ауксина. Cинтезированный в побеге ауксин транспортируется акропетально в корень через сосудистую систему по направлению к кончику корня, а обратный по направлению поток (базипетальный) проходит по эпидермису (Kepinski and Leyser, 2005). 
Экспериментальные исследования показывают, что основной вклад в формирование градиента ауксина в корне вносят efflux carriers PIN семейства (Friml et al., 2002, Blilou et al., 2005, Grieneisen et al., 2007). Так, PIN1, PIN3, PIN4 и PIN7 белки обеспечивают непрерывный поток ауксина вдоль апикально-базальной оси корня по сосудистой системе вплоть до клеток ПЦ. PIN3 и PIN7 перераспределяют ауксин латерально в корневом чехлике. PIN2 белки обеспечивают базипетальный отток ауксина из кончика корня через эпидермис, а также обеспечивают акропетальный поток в клетках кортекса.
В 2007 году группа Ben Scheres разработала модель формирования градиента концентрации ауксина в кончике корня. Исследователи предположили, что первостепенная роль в формировании данного максимума принадлежит анатомической структуре корневой меристемы (Grieneisen et al., 2007). Идея основана на концепции «перевернутого фонтана», предложенной в работе (Swarup and Bennet, 2003). Согласно данной концепции акропетальный, латеральный и базипетальный потоки ауксина согласованы между собой таким образом, что в кончике корня формируется наблюдаемый экспериментально градиент концентрации ауксина (reviewed in Doerner et al., 2008). Далее данную идею будем называть для определенности структурной гипотезой формирования градиента ауксина в корне. Scheres с соавторами формализовали структурную гипотезу в виде 2D компьютерной модели транспортной системы ауксина в корне. В модели ткань корня представлена как структурированный ансамбль клеток с разной локализацией белков PIN-семейства в 4 типах клеток. Стабильное расположение максимума ауксина в модели формировалось благодаря возврату (reflux) ауксина из базипетального потока обратно, в акропетальный, по всей длине меристемы, что удерживало ауксин внутри замкнутой петли (Grieneisen et al., 2007).
И хотя структурная гипотеза качественно описывает механизмы формирования распределение ауксина в зрелом корне, она не может быть применена для объяснения причин формирования градиента ауксина в развивающихся тканях растения, а именно, в базальной части зародыша, в базальной меристеме при инициации бокового корня, при регенерации меристемы корня, а также в неразвитых меристемах главного и боковых корней. Объясняется это тем, что на данных этапах развития, формирование градиента ауксина предшествует формированию структуры меристемы, которая обеспечивает функционирование механизма «перевернутого фонтана». В структурной гипотезе нет роли морфогену. Таким образом, механизм «перевернутого фонтана» и структурная гипотеза в целом не объясняют всей совокупности экспериментальных данных, в которых наблюдали формирование концентрационных максимумов ауксина. 

Мы предлагаем и обосновываем альтернативную динамическую гипотезу формирования градиента концентрации ауксина в корне, объясняющую вышеперечисленные наблюдения. Что если ауксин регулирует экспрессию своих транспортеров в неспециализированной ткани? Эта регуляция может быть дозовозависмой, что позволит формировать градиенты концентрации ауксина, которые смогут предоставить клеткам позиционную информацию

Динамическая гипотеза основана на теории позиционной информации и модели типа «реакция-диффузия». Классическая модель «реакции-диффузии» объясняет механизм формирования паттерна пространственных различий в изначально однородной среде (Turing, 1952). В ней пространственный паттерн формируется в градиентах двух диффундирующих морфогенов: активатора, который регулирует эффективность синтеза обоих морфогенов, и ингибитора, который подавляет подавляет синтез морфогена-активатора (Meinhardt et al., 1982).

В предлагаемой нами динамической гипотезе развитие корня контролируется наработкой и перераспределением морфогена ауксина. Локальные концентрации ауксина в клетке корня и межклеточный градиент определяют скорость деления и удлинения клеток и позволяют однозначного типировать клетки RAM в соответствии с экспериментально наблюдаемой анатомической структурой корня.

При низких концентрациях ауксин активирует транскрипцию гена PIN1, при высокой - наблюдается повышенная деградация его белка (Vieten et al., 2006). Ауксин также регулирует полярное расположение PIN белков на мембране (Sauer et al., 2006). Мы предположили, что механизм регуляции транспорта ауксина с положительной и отрицательной обратной связью является достаточным условием саморегуляции формирования распределения ауксина в кончике корня. Эту гипотезу мы проверили в математической модели.
В простом варианту модели описаны: (1) пассивная диффузия, обеспечивающая изотропное перераспределение ауксина в корне с низкой скоростью; (2) активный транспорт ауксина в направлении «побег(кончик корня» (акропетальное направление), регулируемый белком PIN1; (3) необратимая утрата (диссипация) ауксина за счет их утилизации и миграции из области моделирования. В модели не рассматривается специализация клеток, которая может обеспечивать функционирование механизма «перевернутого фонтана». Также не рассматривается собственный синтез ауксина. Единственным источником ауксина в зону моделирования является побег. Механизм PIN1 направленного транспорта ауксина описан на основе экспериментальных данных, согласно которым через Aux/IAA- ARF сигнальный путь ауксин активирует экспрессию PIN генов (Vieten et al., 2005).
Для клеток с номерами 1 и N заданы граничные условия.

Характерной особенностью экспериментально-наблюдаемого градиента ауксина в корне является наличие концентрационного максимума в клетках инициалов корневого чехлика. Мы предположили, что необходимым и достаточным условием формирования экспериментально-наблюдаемого паттерна в изначально неспециализированной среде является наличие генетической регуляции ауксином своего транспорта с положительной и отрицательной обратными связями. В математической модели с указанным набором параметров удалось получить стационарное решение, которое соответствует экспериментально-наблюдаемому. Так наша гипотеза была доказана.

Следующим этапом было изучить распределение ауксина в ансамбле делящихся клеток, будет ли максимум концентрации ауксина стабильным в этих условиях, как он стабилен in vivo. Для проверки мы создали дополнительную модель  с ростом и делением клеток.
В реальных корнях клетки растут и делятся. Профиль митотической активности клеток вдоль корня имеет «вид колокола» с максимумом, расположенным на расстоянии 10-16 клеток от покоящегося центра (Beemster and Baskin, 2000). Если также принять во внимание делящиеся инициалы корневого чехлика, то получим кривую с двумя максимумами скоростей деления вдоль центральной оси корня.
В зависимости от концентрации, ауксин по-разному действует на скорость деления клеток: кривая дозовой зависимости имеет форму колокола, типичной для множества других клеточных ответов на ауксин (Campanoni P. and Nick P., 2005). Мы показали, что одного ауксина не достаточно, для того чтобы получить профиль митотической активности соотвествующий экспериментально наблюдаемому.

Поэтому мы ввели в модель дополнительное вещество Y, которое регулирует скорость деления клеток:

1. Y экспрессируется во всех клетках корня в зависимости от разницы концентрации ауксина между соседними клетками ( выше там, где больше перепад концентраций)

2. Деградация Y  зависит от концентрации ауксина

3. Y перемещается по ткани диффузией
4. Скорость деления клеток нелинейно зависит от концентрации Y в клетке:

Скорость низкая при низких 
концентрациях  Y и его избытке.

Cкорость высокая при промежуточных 
значениях концентрации Y. 
Моделирование такого распределения вещества при определенном наборе параметров будет давать профиль с максимумом в следующей клетке после максимума концентрации ауксина и градиентами в сторону основания корня и кончика корня (более резкий, чем в сторону основания корня). 

При этом, профиль митотической активности клеток будет иметь максимум на определенном расстоянии от покоящегося центра и меньший максимум в точки инициалов корневого чехлика.(рис). Чтд.

При моделировании таких делений клеток (соответсвующих экспериментальным данным) в системе Mathematica с использованием специального приложения Plenum, нам удалось «вырастить» корень с трех до более чем 100 клеток так, что максимум концентрации ауксина сохранялся на расстоянии от кончика корня.

Устанавливающиеся в экспериментах in silico локальные концентрации морфогенов и их градиентов позволяют вычислить темпы деления клеток корня in silico, и сопоставить динамические характеристики (координаты клетки на оси, концентрация ауксина, темпы деления) с известными типами клеток, расположеными на продольной оси корня in vivo. 
В результате получаем следующий ряд: 

i. Непосредственно в кончике корня in silico располагаются три-четыре не делящиеся клетки с высокой концентрацией ауксина. Эти характеристики (скорость деления, концентрация ауксина) точно соответствуют клеткам корневого чехлика in vivo. 
ii. Следующая за ними, по направлению к побегу растения, расположена редко делящаяся клетка, в которой ауксин имеет глобальный максимум концентрации. Эти характеристики присущи в инициалах корневого чехлика. 
iii. Следом располагается почти не делящаяся клетка, которая по характеристикам соответствует клетке ПЦ корня in vivo. 
iv. Затем в корне in silico идут редко делящиеся клетки с низкой концентрацией ауксина. Эти характеристики присущи инициалам сосудистой системы. 
v. Активно делящиеся клетки с низким содержанием ауксина соответствуют меристематической зоне RAM. 
vi. И, наконец, не делящиеся клетки с низкой концентрацией ауксина соответствуют зоне дифференцировки клеток сосудистой системы. 

Таким образом, позиционная информация, которая устанавливается в клетках in silico градиентами концентрации ауксина и вещества Y, формирует характеристики, соответствующие типам тканей корня арабидопсиса, расположенных вдоль его оси.
. 

Следующим этапом в изучении модели является ее анализ на изменение значений параметров, что моделирует изменение внешних условий и другие явления. Анализ модели показал, что максимум концентрации ауксина, приходящийся на пятую клетку корня, 
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, формируется при разных наборах значений параметров и является устойчивым к их незначительному варьированию. Однако при значительном изменении значений параметров мы наблюдали изменение положения данного максимума, который мог приходиться не только на пятую клетку, но и на шестую, седьмую и т. д. Также появлялись дополнительные максимумы концентраций ауксина вдоль корня.
При благоприятных условиях акропетальный поток ауксина из надземной части развивающегося растения постоянно увеличивается (Reed et al., 1998; Lovin MB et al., 2004). Если рост интенсивности потока ауксина из побега в корень задать высоким, то в корне in silico при имитации его роста с течением времени будет расти суммарное содержание ауксина, что приведет к периодическому возникновению дополнительных максимумов концентрации ауксина, расположенных в близи первого. Эти максимумы концентрации могут соответствовать наблюдаемым in vivo максимумам в меристематической зоне корня, которые дают начало развитию боковых корней (de Smet et al., 2007). А периодическое повышение акропетального транспорта ауксина из побега в суточном ритме может быть ответственно за формирование ризотаксиса – паттерна закладки боковых корней с определенной периодичностью.
Регенерация Покоящегося центра (ПЦ) 

После отсечения кончика корня или выжигания ПЦ лазером, растение в процессе дальнейшего роста постепенно восстанавливает нормальную структуру корня, формируя  новый ПЦ из клеток меристематической зоны RAM и регенерируя меристему в целом (Van der Berg et al., 1995: Sabatini et al., 1999: Xu et al., 2006). Аналогичный эксперимент in silico мы имитировали следующим образом. Сначала мы рассчитали стационарное распределение концентрации ауксина 
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 в клетках в модели (7) при N=50 с базисным набором параметров. Затем мы брали модель (7) при N=45 и рассчитывали ее с начальными данными 
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, взятыми из стационарного решения, полученного в предыдущем расчете. Данная конфигурация модели с заданным распределением концентрации ауксина имитирует отсечение корневого чехлика или выжигание ПЦ, после которого корневой чехлик отмирает, оставляя клетки проксимальные ПЦ с текущими концентрациями ауксина в них. Сравнение экспериментов по процесса регенерации дистального максимума ауксина in silico и in vivo показало качественное соответствие изменений в экспрессии PIN1 и DR5, выявленных в работе (Xu et al., 2006) (Рис A-H), с изменениями концентрации PIN1 и a в настоящей модели (Рис), соответственно. Так, в обоих экспериментах сразу после «выжигания ПЦ» наблюдалось увеличение активности DR5 in vivo и накопление концентрации ауксина in silico в клетках соседних выжженному ПЦ 
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 (Рис J-1,2). В модели это продолжалось до тех пор, пока концентрация ауксина во второй клетке от выжженного ПЦ не превысит порогового значения 
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, при котором начинается повышенная деградация PIN1 – при этом формировался новый максимум концентрации ауксина во второй клетке 
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 (Рис J-3). В экспериментах in vivo формирование нового максимума активности DR5, вблизи выжженного ПЦ, также было сопряжено с уменьшением экспрессии PIN1 в 1-й и 2-й клетке от выжженого ПЦ на центральной оси (Xu et al., 2006). Процесс смещения максимума ауксина во времени в сторону от выжженного ПЦ продолжался in silico до тех пор, пока не наступал баланс между скоростью поступления ауксина из побега и скоростью его диссипации в клеточном ансамбле (Рис. K,L). В течение 3-х дней после выжигания ПЦ in vivo наблюдалось установление стационарного положения максимума ауксина и восстановление анатомической структуры RAM вокруг него (Xu et al., 2006). Помимо «регенерации» максимума ауксина в проксимальных к выжженному ПЦ клетках в полной модели с делением клеток мы также наблюдали in silico восстановление специфических характеристик клеток вокруг формирующегося максимума, по которым можно судить о регенерации анатомической структуры корневой меристемы в целом.
Эффект ингибиторов активного транспорта ауксина на градиент ауксина в корне
После обработки корня растений ингибиторами активного транспорта, такими как NPA или TIBA наблюдается размывание распределения ауксина в корневой меристеме (Sabatini et al., 1999). Обработка NPA приводит к проксимальному сдвигу максимума ауксина (максимум сдвигается в сторону начала корня) и уменьшению уровня ауксина в нем. Действие ингибиторов активного транспорта моделировалось уменьшением значения коэффициента K0 или константы q2 в модели. При расчете модели (7) с умеренным уменьшением, не более чем в два раза, значений параметра K0 или q2, мы наблюдали сдвиг максимума концентрации ауксина вглубь корня и уменьшение концентрации ауксина в области максимума, что соответствует экспериментальным данным. Что соотвествует экспериментальным данным.

Разные наборы значений параметров могут реализовываться в разных видах растений 

При высокой консервативности механизмов транспорта ауксина среди высших растений (Cooke et al., 2000), их корневые системы делятся на два основных типа: стрежневую и мочковатую. Можно предположить, что полная модель с разными наборами параметров будет описывать распределение ауксина в корнях разных видов растений, выявляя общие и индивидуальные характеристики различных транспортных систем. С этих позиций представляет несомненный интерес исследование полной модели при разных наборах значений параметров. Мы проделелали это с двумя наборами паарметров, которые мы назвали жесткий и мягкий. Жесткий набор параметров мы назвали так, так как в нем значение параметра p2=10 задает выраженный эффект ингибирования активного транспорта ауксина при достижении его внутриклеточной концентрации порогового значения q2=3.26. В мягком наборе параметров для такого же эффекта требуются концентрации ауксина превышающие этот порог более чем в три раза. Анализ модели с разными наборами параметров показал различия в динамике распределения ауксина, а значит и в анатомии формирующейся корневой системы.

Во-первых, модель с жестким набором параметров оказалась чувствительной к флуктуациям ауксина в начальных данных – дополнительные максимумы концентрации ауксина в середине и основании корня появлялись в численных экспериментах по имитации обработки корня экзогенным ауксином достаточно невысокими дозами. К тому же, раз сформировавшись, дополнительные максимумы, продолжали стабильно существовать в развитии. Данные расчеты хорошо согласуются с соотвествующими наблюдениями на злаковых (например, кукурузе). Корневые системы кукурузы характеризуются повышенной способностью к формированию латеральных корней, и эта способность увеличивается при увеличении концентрации экзогенного ауксина (Kerk et al., 2000). Во-вторых, максимумы концентрации ауксина в основании корня, наблюдаются гораздо чаще при жестком наборе параметров. Они могут объяснять механизмы предетерминации закладки придаточных корней, которые у злаковых формируются гораздо чаще, чем у арабидопсиса (Doussan et al., 2003). 
Наконец, в модели с мягким набором параметров максимум концентрации ауксина был стабильным в развитии и приходился на 5 клетку. В такой системе скорее всего будет формироваться маленький ПЦ и маленькая меристема, как у арабидопсиса. При жестком наборе параметров модель с клеточными делениями давала нестабильное положение максимума, который плавал в определнных границах, моделируя тем самым расширенный ПЦ.

Анализ поведения модели с двумя наборами параметров позволяет сделать вывод, о ключевой роли механизмов ингибирования транспорта ауксина в формировании разных типов корневой системы. Поведение модели с базисным набором (низкая эффективность ингибирования экспрессии PIN1 ауксином) лучше соответствует транспортной системе ауксина в стержневом корне, а модель с жестким набором параметров (высокая эффективность ингибирования) - транспортной системе в мочковатом корне (см. SТабл 2).
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