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Samenvatting

Tijdens de vroege embryonale ontwikkeling van dieren specificeren morfogen-
gradiënten vanaf het eencellige stadium verschillende structuren. Morfoge-
nen verschaffen spatiële informatie door middel van de vorming van concen-
tratiegradiënten die het ontwikkelende embryo in aparte domeinen verdeeld.
De combinatie van verschillende morfogenen kan lokaal leiden tot de ontwikke-
ling van verschillende gespecialiseerde celtypes en weefselstructuren. Met be-
hulp van dit algemene principe kunnen organismen zeer diverse en complexe
lichaamsbouwplannen en zeer gespecialiseerde weefsels vormen.

Om een beter inzicht te krijgen in de vorming van het lichaamsbouwplan is
kennis over de onderliggende biochemische processen essentieel, en meer spec-
ifiek op het niveau van genetische regulatie. Gen regulatoire netwerken (GRNs)
omvatten een verzameling van genen met onderlinge interacties die op dy-
namische wijze het expressieniveau van elke gen aanstuurt. Kennis over de
betrokken genen en de architectuur van het netwerk zijn vereist om inzicht te
krijgen in het mechanisme dat leidt tot specifieke fenomenen zoals patroon-
vorming.

In sommige gevallen is het direct ophelderen van de aard van de interacties
tussen de genen mogelijk met behulp van experimentele methoden. Een an-
dere optie is het gebruik van wiskundige modellen en simulatietechnieken.
Kwalitatieve en kwantitatieve modellen kunnen zowel inzicht geven in de aard
van de netwerkinteracties als wel inzicht geven in de dynamische eigenschap-
pen van het netwerk.

Het gebruik van kwantitatieve modellen maakt het mogelijk het patroonvorm-
ingsmechanisme, aangestuurd door het gen regulatoire netwerk verder te on-
derzoeken. Over het algemeen bevatten gen regulatoire netwerken die spatio-
temporele patroonvorming beschrijven een groot aantal parameters zoals bi-
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jvoorbeeld kinetische coëfficiënten van biochemische reacties, diffusie coëf-
ficiënten, bindingseigenschappen van transcriptiefactoren, de geometrie van
het systeem etc. Wanneer de beginwaarden en de parameters bekend zijn (bi-
jvoorbeeld verkregen uit de literatuur, experimentele studies of andere bron-
nen) dan kunnen de vergelijkingen (partiële differentiaalvergelijken) die de
patroonvorming beschrijven geformuleerd worden als een rechtstreeks begin-
waardeprobleem. De partiële differentiaalvergelijkingen kunnen met numerieke
methoden rechtstreeks opgelost worden. Vervolgens kan bijvoorbeeld met be-
hulp van een gevoeligheidsanalyse de robuustheid van het model ten opzichte
van de modelparamaters worden onderzocht. In de praktijk is de exacte waarde
van de meeste modelparameters jammer genoeg niet te verkrijgen met behulp
van een directe meting van de parameters, het is dan nodig deze te schatten aan
de hand van andere type experimentele data zoals bijvoorbeeld experimenteel
gemeten expressiepatronen. Het wiskundige probleem kan dan geformuleerd
worden als een invers beginwaardeprobleem. Bij deze aanpak zijn alleen de
dynamische vergelijkingen die de patroonvorming beschrijven en een deel van
de parameters bekend.

Inverse beginwaardeproblemen die continue spatio-temporele patroonvorm-
ing beschijven vergen nauwkeurige kwantitatieve data, een voldoende cor-
recte beschrijving van het systeem en een efficiënte methode om de onbek-
ende parameters te schatten. Over het algemeen zijn dit soort inverse begin-
waardeproblemen, waarbij de parameters gevonden worden met behulp van
optimalisatietechnieken ("fitten") niet goed gedefinieerd. De oorzaak hiervan
ligt deels in de kwaliteit van de experimentele data in combinatie met het grote
aantal modelparameters. In het geval van een probleem met spatio-temporele
data kan de optimalisatie zo rekenintensief zijn dat minder grote numerieke
nauwkeurigheid nodig is om binnen redelijke tijd oplossingen te vinden. Het
is daarom van cruciaal belang de juiste optimalisatietechniek te kiezen.

Hoewel de parameters die verkregen zijn met de optimalisatietechniek het
experimenteel gemeten expressiepatroon kan reproduceren is het niet zeker
dat de werkelijke onderliggende netwerkstructuur geïdentificeerd is. In som-
mige gevallen genereert de optimalisatietechniek een unieke oplossing van het
netwerk, echter in de meeste gevallen worden meerdere verschillende oplossin-
gen gevonden. Het is wenselijk op grond van eigenschappen anders dan de
kwaliteit van de "fit" om de "beste" oplossingen te selecteren. Een systematis-
che analyse van de gevonden netwerken is nodig om de validiteit verder te
onderzoeken.

In dit proefschrift staan de resultaten beschreven van een uitgebreide anal-
yse van gen regulatoire netwerken die in staat zijn spatio-temporele genex-
pressiepatronen te simuleren. De nadruk ligt op het schatten van modelpa-
rameters die geïnfereerd zijn met behulp van optimalisatietechniekenen en
daaropvolgend een uitgebreide analyse van de verkregen oplossingen. Als
concreet biologisch onderzoeksobject is gekozen voor de vroege embryonale
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ontwikkeling van Drosophila melanogaster.

Als eerste presenteren we een hybride �µ,λ�-evolutionaire strategie voor het
schatten van de modelparameters, dit is een efficiënte methode die gebaseerd
is op evolutionaire algoritmes. Vergeleken met andere methodes zoals "sim-
ulated annealing" die eerder gebruikt zijn voor dit systeem is dit algoritme
veel sneller, waardoor het mogelijk is een veel groter aantal netwerken die het
expressipatroon goed reproduceren te verkrijgen in dezelfde rekentijd. Vervol-
gens is de gevoeligheid, robuustheid, uniekheid en stabiliteit van alle netwerken
systematisch onderzocht en vergeleken. We laten zien dat de variatie in de ges-
imuleerde expressieniveaus geïdentificeerd kan worden met clustertechnieken
en dat deze variatie deels verband houdt met variatie in stabiliteit van de
netwerken. De gevoeligheidsanalyse maakt het mogelijk oplossingen te identi-
ficeren die relatief gezien robuust zijn voor parametervariatie. Een andere maat
voor robuustheid is de gevoeligheid van het netwerk voor fluctuaties in genex-
pressie door stochasticiteit tijdens de patroonvorming. Uit beide analyses blijkt
dat er een duidelijk verband bestaat tussen gevoeligheid voor parametervari-
atie en gevoeligheid voor stochastische fluctuaties in genexpressieniveaus. De
eindconclusie van dit onderzoek is dat bij het infereren van gen regulatoire
netwerken met behulp van een invers beginwaardeprobleem niet alleen gefo-
cusseerd zou moeten worden op de kwaliteit van de fit maar ook op andere
modeleigenschappen. De resultaten suggereren dat een optimalisatietechniek
met meerdere optimalisatiecriteria betere resultaten kan geven.


