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Capitulo 1

Introduccion

El campo Biologia de Sistemas® tiene como objetivo profundizar en el conocimento de la
dindmica de los sistemas celulares a través de las interacciones entre los diferentes sistemas. A
diferencia de la aproximacién clésica en la que el estudio de la dindmica de los procesos celulares
se realizaba a través de la identificacién y caracterizacién de cada una de sus componentes
moleculares. Esta aproximacién no captura el hecho de que el funcionamiento de los sistemas
celulares emerge de las interacciones entre sus diferentes componentes. Debido a la complejidad
de los procesos celulares y a la gran cantidad de datos producido por los experimentos en
laboratorios, se hace imprescindible el modelado matemé&tico-computacional, la simulacién y
el anélisis que son técnicas esenciales en este campo.

La Biologia de Sistemas constituye un campo interdisciplinar que entremezcla la Biologia
clésica, las Matemdticas y la Informética. Podemos pensar que esta nueva disciplina produ-
cird una nueva generacién de cientificos capaces de entender y aplicar conceptos, técnicas y de
servirse de fuentes de inspiracién provenientes de cada una de esas areas.

La Biologfa de Sistemas es una campo relativamente préximo a otra joven disciplina, la
Biologfa Sintética [15, 98]. El fin dltimo del modelado de sistemas celulares es obtener un
conocimiento necesario para poder ser capaces de controlar su funcionamiento, lo que nos
puede permitir construir nuestro propio sistema celular que satisfaga unas propiedades fijadas
a priori (que es el principal objetivo de la Biologia Sintética). Esto abre un amplio espectro a
posibles aplicaciones en farmacologia y tratamientos novedosos en importantes enfermedades,
como el cancer.

Las ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs) constituyen el primer marco para el mo-
delado en Biologfa de Sistemas, quizds debido a que se ha utilizado desde hace décadas para
modelar procesos dindmicos. Sin embargo, la aproximacién macroscépica, continua y determi-
nista inherente a las ODEs es, cuando menos, cuestionable en sistemas celulares con un bajo
nimero de moléculas, en reacciones lentas o en estructuras no homogéneas (8, 41]. Para estos
casos se han propuesto aproximaciones mesoscépicas, estocdsticas y discretas. Algunos de los
marcos computacionales alternativos usados para modelar sistemas celulares han sido las redes
de Petri [46], el &lgebra de procesos (w-célculo [101], bioambientes [100], brane célculo [26],
k-céleulo citeDanos2004, etc.), sistemas basados en agentes [54], etc.

No obstante, en la mayorfa de estas aproximaciones no se tiene en cuenta el papel crucial
que suelen jugar las membranas biolégicas en la compartimentalizacién y funcionamiento de
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las células de los organismos vivos.

En esta memoria se presentan los sistemas P como un marco de modelado computacio-
nal que integra los aspectos estructurales y dindmicos de los sistemas celulares en una forma
comprensiva y relevante, proporcionando la formalizacién necesaria para poder realizar anélisis
mateméticos y computacionales. Todas las aproximaciones citadas anteriormente fueron for-
malizadas a partir de diferentes fuentes de inspiracién, y antes de ser aplicadas al modelado
de sistemas celulares. Por el contrario, los sistemas P constituyen un modelo no convencional
de computacién inspirado en la estructura y el funcionamiento de las células [91]. Por tanto,
los conceptos usados en los sistemas P estdn mds préximos a los usados en biologfa celular y
molecular que las abstracciones de los otros formalismos o aproximaciones.

Los tres ingredientes esenciales de un sistemas P son los siguientes: una estructura de mem-
branas (a modo de célula), conteniendo un determinado ndmero de membranas distribuidas
jerdrquicamente y delimitando regiones o compartimentos; multiconjuntos de objetos y cadenas
colocadas en el interior de los compartimentos delimitados por las membranas (abstracciones
de las sustancias quimicas); y reglas de reescritura (abstracciones de las reacciones quimicas)
asociadas a cada compartimento que describen la evolucién de los objetos y cadenas colocados
en los compartimentos

M4s que una alternativa a los marcos clésicos de modelado en los sistemas celulares, los
sistemas P constituyen una aproximacién complemenetaria para ser usada cuando las apro-
ximaciones clésicas puedan plantear problemas. Los sistemas P son capaces de representar el
carécter discreto de la cantidad de componentes de un sistema celular mediante el uso de reglas
de reescritura sobre multiconjuntos de objetos y cadenas que representan moléculas, y cadenas
que describen la organizacién de genes sobre el genoma. La estocasticidad inherente, el ruido
externo y la incertidumbre de los sistemas celulares se captura enlos sistemas P mediante el
uso de estrategias estocdsticas basadas en el algoritmo de Gillespie [40, 41, 42, 43, 44].

El principal hecho diferencial de los sistemas P es el uso de la llamada Estructura de mem-
branas que representa la compartimentalizacién en la organizacién estructural de las células
vivas. En todos los casos de estudio que se presentan en esta memoria, las membranes en los
sistemas P de especificacién describirén las regiones relevantes que corresponden a los sistemas
celulares objetos de estudio.

1.1. Organizacion de la tesis

La memoria est4 organizada en cuatro partes que cubren diferentes aspectos del trabajo
desarrollado por el autor usando sistemas P como marco computacional para la especificacién
y simulacién de sistemas celulares.

s Part I: Introduccién

La primera parte del texto constituye la introduccién de este trabajo y consta de dos
capitulos. El primero de ellos es una especia de resumen extendido de la tesis, con una
descripcién de la organizacién del texto y un breve sumario de cada capitulo.

El segundo capitulo presenta una breve panordmica acerca de la problemética en el proce-
so de modelado de sistemas celulares en el marco de la Biologia de Sistemas. Ademaés, se
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describen sucintamente algunas aproximaciones a dicho modelado: ecuaciones diferencia-
les (seccién 2.5), modelos estocésticos (seccién 2.6) y modelos computacionales (seccién
2.7).

Part II: Marco de Modelado

La segunda parte constituye el nicleo central de la memoria. En ella se presenta un marco
de modelado computacional basado en sistemas P, estruturado en tres capitulos.

En el primero de ellos, los sistemas P se presentan como un modelo de sistemas celulares
que satisfacen las condiciones de relevancia, comprensibilidad, extensibilidad y tratabi-
lidad matemético-computacional. Los principales conceptos son los de sistemas P de
especificacién y familias de modelos de sistemas P. En la seccién 3.3 se introduce una ex-
tension del conocido como algoritmo de Gillespie, a la estructura comparimentalizada de
los sistemas P (el algoritmo Multicompartimental de Gillespie). Finalmente, en la seccién
3.4 se discute una metodologia sobre modelos de sistemas P usando PRISM, que permite
realizar model checking probabilistico.

El capitulo 4 presenta los principios de la especificacién en sistemas P. En la seccién
4.2 se presenta una enumeracién de las interacciones proteinas-proteinas que pueden ser
especificadas usando reglas de reescritura en sistemas P. La descripcién de redes de trans-
cripcién se disctute en la siguiente seccién ofreciendo dos posibilidades: los procesos que
involucran proteinas, genes y mRNA pueden ser representados usando bien reglas de rees-
critura sobre multiconjuntos de objetos (seccién 4.3.1) o bien usando reglas de reescritura
sobre multiconjuntos de objetos y cadenas (seccién 4.3.2). Finalmente, en la seccién 4.4
se introduce un método para traducir a sistemas P, modelos de sistemas celulares espe-
cificados usando SBML (Systems Biology Markup Language), un Lenguaje derivado de
XML para la representacién de redes de reacciones bioquimicas.

En el capitulo 5 se analiza el concepto de médulos de un sistema P. En la seccién 5.2 se
describen una serie de médulos bésicos que representan los subsistemas elementales més
importantes de un sistema celular. Finalmente, en la seccién 5.3 se usa la autorregula-
cién en las redes de transcripcién para ilustrar cémo los médulos de sistemas P pueden
combinarse entre si para producir médulos més complejos.

Parte II1: Casos de Estudio

En la tercera parte de esta tesis se estudian tres casos de estudio para ilustrar los principios
y técnicas de modelado discutidos en la parte 11

En el capitulo 6 se analizan los principios bésicos para el modelado de la regulacién de
genes en células procariotas mediante el uso de sistemas P, estudiando el comportamiento
del sistema del Lac Operon bajo diferentes condiciones del entorno.

En el capitulo 7 comienza con una breve discusién acerca de los principios generales que
rigen la traduccién de sefiales y se introduce una versién determinista del algoritmo mul-
ticompartimental de Gillespie, denominado algoritmo determinista de tiempo de espera.
Se estudian dos sistemas de traduccién de sefiales: una cascada de sefiales del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), y una cascada de sefiales apoptéticas mediatizadas por
la proteina FAS.



En el capitulo 8 se presenta el dltimo caso de estudio relativo a los mecanismos de comuni-
cacién entre bacterias, conocido como gquorum sensing. Para ello, se describe brevemente
este fendmeno en la bacteria marina Vibrio fischeri y se analizan algunos principios para
el desarrollo de especificaciones y modelos para colonias de bacterias en el marco de los
sistemas P.

s Parte I'V: Conclusiones

La dltima parte de la memoria estd dedicada a la presentacién de algunas conclusiones,
discutiéndose algunos logros y limitaciones del uso de los sistemas P como marco de
modelado computacional en Biologfa de Sistemas. Se presetan algunos trabajos y lineas
de investigacién para el futuro.

Muchas de las contribuciones técnicas de esta memoria han sido publicadas en revistas
internacionales. Las partes no publicadas han sido sometidas recientemente a revisién.

La mayor parte de las simulaciones realizadas en esta memoria usan una extensién del algo-
ritmo clésico de Gillespie: el algoritmo Multicompartimental de Gillespie, cuyo uso en el marco
de los sistemas P fue presentado por primera vez en el un articulo de la revista Transactions
on Computational Systems Biology.

» Pérez-Jiménez, M.J., Romero-Campero, F.J. (2006) P Systems, a new computationl mo-
delling tool for systems biology, Transactions on Computational Systems Biology VI,
LNBI, 4220, 176 — 197.

Relativo a la adaptacién de los sistemas P al modelado de sistemas celulares, se presentaron
dos comunicaciones en sendos Congresos Internacionales que, posteriormente, fueron selecciona-
dos para su publicacién en un ndmero especial del Lecture Notes in Computer Science dedicado
al mismo. En ellos se describen el uso del paralelismo acotado en lugar de la estrategia clésica
de los sistemas P basadas en la estrategia del paralelismo maximal.

» Bernardini, F., Romero-Campero, F.J., Gheorghe, M., Pérez-Jiménez M.J. (2006) A Mo-
deling Approach Based on P Systems with Bounded Parallelism, Lecture Notes in Com-
puter Science, 4361, 49 — 65.

» Bernardini, F., Gheorghe, M., Krasnogor, N., Muniyandi, R.C., Pérez-Jiménez, M.J.,
Romero-Campero, F.J. (2005) On P Systems as a Modelling Tool for Biological Systems,
Lecture Notes in Computer Science, 3850, 114 — 133.

Una investigacién dirigida hacia el uso de técnicas de model checking probabilistico y
simbélico en sistemas P se presente en un Congreso Internacional.

= Romero-Campero, F.J., Gheorghe, M., Bianco, L., Pescini, D., Pérez-Jiménez, M.J., Ce-
terchi, R. (2006) Towards Probabilistic Model Checking on P Systems Using PRISM,
Lecture Notes in Computer Science, 4361, 477 — 495.

Los cuatro articulos indicados cubren, basicamente, el contenido del capftulo 3, en donde se
presenta el marco de modelado basado em sistemas P.

Una comparacién de este modelado computacional con otros marcos en Biologia de Sistemas
(més especificamente, con el 7-calculus) es analizada en el siguiente articulo publicado en la
revista Progress in Natural Science.
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» Romero-Campero, F.J., Gheorghe, M., Ciobanu, G., Auld, J., Pérez-Jiménez, M.J. (2007)
Cellular modelling using P systems and process algebra, Progress in Natural Science, 17
(4), 375 — 383.

Los principios de especificacién de las interacciones prote{nas-proteinas y las redes de trans-
cripcién fueron presentadas por primera vez en el articulo siguiente de la revista Biosystems.

» Romero-Campero, F.J., Pérez-Jiménez, M.J. Modelling Gene Expression Control Using
P Systems: The Lac Operon, A Case Study, Biosystems in press.

Las discusiones presentadas en el capftulo 6 son continuacién de las ideas presentadas en
el articulo anterior. En el capftulo 6 se describe la regulacién de genes en el Lac Operon. Este
sistema fue usado como un caso de estudio para ilustrar los prinicpios de especificacién en
sistemas P.

Los dos casos de estudio descritos en el capitulo 7 y que ilustran cémo los sistemas de
traduccién de sefiales pueden ser especificados e ilustrados usando sistemas P, son presentados
en los dos siguientes articulos, uno de ellos publicado en la revista Progress in Natural Science
y el otro como comunicacién en un Congreso Internacional. paper.

s Chereku, S., Paun, A., Romero-Campero, F.J., Pérez-Jiménez, M.J., Ibarra, O.H. (2007)
Simulating Fas-induced apoptosis by using P systems, Progress in Natural Science, 17
(4), 424 - 431.

» Paun, A., Pérez-Jiménez, M.J., Romero-Campero, F.J. (2006) Modeling Signal Transduc-
tion Using P Systems, Lecture Notes in Computer Science, 4361, 100 — 122.

Finalmente, el siguiente articulo, que serd publicado en la revista Artificial Life, estudia
el uso de los sistemas P para el modelado de las interacciones en colonias de bacterias; en
particular, presenta el primer modelado computacional del fenémeno Quorum Sensing, con un
caso de estudio dedicado a la bacteria marina Vibrio Fisheri

» Romero-Campero, F.J., Pérez-Jiménez, M.J. (2008) A Model of the Quorum Sensing
System in Vibrio Fischeri Using P Systems, Artificial Life, 14, in press.
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Capitulo 2

Modelado Celular

2.1. Realidad y modelos.

El uso de modelos es intrinseco a cualquier actividad cientifica. Los cientificos usan a menudo
abstracciones de la realidad como diagramas, gréficos, etc. con la intencién de describir y
comprender la realidad que examinan.

Aunque los bidlogos estdn familiarizados con el modelado, el modelado computacional ma-
temético y cuantitativo ha permanecido fuera de la corriente principal de investigacién debido
a la falta de técnicas apropiadas tanto en la parte experimental como en la parte mateméti-
ca/computacional. Sin embargo, los progresos obtenidos durante finales del siglo pasado tanto
en biologfa celular como en ciencias de la computacién han llevada a estas dos disciplinas a
una situacién en la que ambas se pueden beneficiar la una de la otra. Los principios de este
siglo fueron testigos del nacimento de una nueva disciplina que integra los campos cldsicos de
biologfa, matemdtica y ciencias de la computacién, la biologia de sistemas.

El desarrollo de modelos es central en la biologfa de sistemas. Un modelo es una abstraccién
del mundo real dentro de un marco computacional /matemético que destaca algunos aspectos
claves del fenémeno modelado mientras que se ignoran ciertas caracteristicas que se asumen ser
irrelevantes.

Est4 ampliamente aceptado que un buen modelo celular debe satisfacer al menos las cuatro
siguientes propiedades: relevancia, comprensibilidad, extensiblidad y tratablidad matemética y
computacional.

» Un modelo debe ser relevante capturando las caracteristicas esenciales del sistema mo-
delado presentando un marco unificador tanto de la estructura del sistema y como de su
dindmica.

» Un modelo debe facilitar una mejor comprensibilidad del sistema celular real en lugar de
producir un formalismo complicado y dificil de descifrar.

= Un modelo debe ser facilmente extensible y modificable para incluir nuevo conocimiento
o eliminar hipétesis falsas.

s Un modelo debe ser computable en el sentido de que debe ser posible su implementacién
en computadores tradicionales posibilitando su an4lisis computacional y matematico.

13



Existen principalmente tres usos de los modelos celulares:

» Los modelos celulares son usados como un marco formal para resumir y sintetizar grandes
cantidades de conocimiento empirico disperso.

= La obtencién de un modelo capaz de realizar predicciones sobre el comportamiento de un
sistema celular es quizés el principal objetivo del modelado de procesos celulares.

= El conocimiento adquirido sobre un sistema celular a través de su modelado nos da la
posibilidad de construir, restringir y/o manipular sistemas celulares reales de tal manera
que produzca un comportamiento deseado.

2.2. El proceso de modelado

El proceso de modelado es un conjunto de reglas semiformales que nos gufan en el desarrollo
de un modelo, su formulacién en un lenguaje formal, su implementacién y su anélisis.
El proceso de modelado consiste en las siguientes etapas:

= Identificacién y delimitacién del sistema.
= Definicién y formulacién formal

= Implementacién en computadores

» Validacién y calibracién

s Anélisis y testeo

2.3. Biologia de sistemas

La vida es una de los fenémenos més interesantes del universo. La aproximacién clasica al
estudio de la vida, biologfa, se centré en el anélisis de cada uno de los componentes celulares
aislados. Sin embargo, se ha probado que esta direccién es errénea. Los procesos celulares surgen
como un comportamiento emergente de las multiples interacciones entres sus componentes
individuales. La funcionalidad de los procesos celulares no es la suma de los comportamientos
individuales de sus componentes.

Gracias a los grandes avances tanto en biologia celular como en ciencias de la computa-
cién obtenidos durante finales del pasado siglo y principios de este la comunidad cientifica se
encuentra posicionada para desarrollar un estudio sistemético de células, tejidos, érganos y
organismos en general y, en particular, de los principales procesos celulares como comunicacién
celular, divisién, homeostasis, etc. Este nuevo campo se ha denominado biologia de sistemas y
se basa en la integracién de biologfa, matemética y ciencias de la computacién.
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2.4. Aproximaciones al modelado de sistemas celulares

Existen mdltiples formas de modelar sistemas celulares. Aqui nos es imposible presentar
una clasificacién exhaustiva de las diferentes aproximaciones al modelado celular. Por lo tanto,
nos limitaremos a enumerar las principales aproximaciones al modelado celular.

De acuerdo al escalado del espacio, desde una visién general del sistema hasta la repre-
sentacién exhaustiva de cada componente, podemos distinguir entre modelos macroscépicos,
mesoscdpicos y microscopicos.

Segtin el tipo de an4lisis que se realice sobre los modelos se distingue entre modelos cuali-
tativos y cuantitativos.

Basados en la representacién de los distintos componentes de un modelo podemos diferenciar
entre modelos discretos y continuos.

Los modelos se pueden clasificar en deterministas o estocésticos dependiendo de las dindmi-
cas que sigan.

Dependiendo del punto de partida del desarrollo del modelo, bajo o alto nivel, y como se
incorpora nueva informacién al modelo, podemos distinguir entre modelos top-down y bottom-

up.

2.5. Modelado de sistemas celulares basado en ecuacio-
nes diferenciales

Hoy en dfa las ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO) son el marco de modelado més
ampliamente usado en biologfa de sistemas. Sin embargo, el uso de este marco estd basado en
dos condiciones:

1. Se asume que las células son volimenes homogéneos bien mezclados donde la concentra-
cién de las diferentes especies moleculares no cambia con respecto al espacio.

2. Se asume que la concentracién de las diferentes especies moleculares cambia de forma
continua y determinista en el tiempo.

Ambas de las previas condiciones no se cumplen en sistemas celulares con un ndmero pe-
quefio de moléculas, reacciones lentas y /o estructuras organizadas en diferentes compartimentos.
Este tipo de sistemas celulares no es extrafio. Sin embargo, el uso de EDO ha sido exitoso en
el modelado de multiples sistemas celulares.

En el marco de modelado de las EDO la concentracién de cada especie molecular en un
instante de tiempo t se representa mediante una variable, X;(¢). Cada reaccién quimica se
representa utilizando una ley cinética en particular. Para cada especie molecular se escribe una
ecuacién diferencial que describe como su concentracién quimica cambia a largo del tiempo. Las
leyes cinéticas més utilizadas son la ley de accién de masas, la ley del decaimiento exponencial
y dindmicas de Michaelis-Menten.

Para resolver un sistema de EDO se deben imponer ademés unas condiciones iniciales que
representan las concentraciones iniciales de las diferentes especies moleculares. Un sistema de
EDO junto con unas condiciones iniciales constituye un problema de valores iniciales bien
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fundamentado. La existencia y unicidad de solucién de este tipo de problema est4 garantizada
bajo débiles condiciones de regularidad.

De acuerdo a lo mencionado arriba EDO no pueden utilizarse en sistemas celulares no
homogéneos en los cuales la concentracién de las especies moleculares varia en el espacio. En
este caso se pueden utilizar Ecuaciones en Derivadas Parciales (EDP). En este trabajo sélo
trataremos brevemente las EDP reaccién-difusién. En este caso, la densidad de cada especie
molecular en un instante de tiempo ¢ y en un punto del espacio x se representa utilizando una
variable X;(t, x). También en este caso se asume que la concentracién de cada especie molecular
varia de forma continua y determinista en el tiempo de acuerdo con leyes cinéticas especificas.
Ademés, en este caso se afiade un término de difusién que representa el movimiento de las
especies moleculares en el espacio.

2.6. Modelado estocastico de sistemas celulares

Existen sistemas celulares en los que el uso de ecuaciones diferenciales no es adecuado. En
su lugar se utilizan procesos estocésticos.

En la representacién de sistemas celulares utilizando procesos estocésticos también se parte
de la asuncién de que tenemos un volumen fijo homogéneo.

El estado del sistema en un instante de tiempo ¢ se representa mediante un vector X(t) =
(X1(t),..., Xn(t)) donde X;(t) representa el nimero de moléculas de la especie molecular .
A cada interaccién molecular R; se le asocia una constante c;. Utilizando esta constante y el
niimero de reactivos en el sistema en el instante ¢ se calcula la propensidad de R; en el instante
t, a(X (t)) de tal forma que a(X (t))dt sea la probabilidad de que tenga lugar una interaccién
molecular del tipo R; en el intervalo de tiempo [t,¢ + dt).

En una primera aproximacién uno est4 interesado en calcular P(x,t | Xo,%0), la probabilidad
de que el sistema se encuentre en el estado X(t) = x, dado que el estado en el instante inicial
era X(tp) = xo. Esto da lugar a la Ecuacién Quimica Maestra (EQM):

dP(x,t|xg,t
SLLLY Z[a]x V) P(x = v;, b %oy o) — 4 ()Pt xosto)]  (2.1)

La EQM consiste en un sistema de ecuaciones diferenciales con tantas ecuaciones como
posibles estados. Esto la hace intratable y se requiere un cambio en el punto de vista.

Se ha disefiado un algoritmo que permite explorar de forma exacta el espacio de estados
asociado a la EQM denominado algoritmo de Gillespie. En este caso lo que se pretende calcular
es p(T, 7| x,t) la probabilidad de que cuando el sistema se encuentra en el estado x en el instante
t la préxima interaccién molecular tendréd lugar en el intervalo infinitesimal [t + 7,¢ + 7 + dT)
y serd del tipo R;. Esto da lugar al siguiente algoritmo:

1. Inicializar el tiempo de simulacién ¢t = t; y el estado del sistema X(¢y) = Xo.

2. Computar todas las propensidades asociadas con las interacciones moleculares a;(x) y su
suma ag(X).

3. Generar dos ntimeros aleatorios segun la distribucién uniforme en el intervalo unidad, r;
y T2, ¥ calcular 7, el tiempo de espera, y j la interaccién molecular a aplicar como sigue:
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o (5) 2

7
j = el menor entero satisfaciendo Z a;j(x) > roa0(x) (2.3)
i'=1

4. Aplicar una vez la interaccién molecular R; y actualizar el tiempo de simulacién ¢ « t4-7.

5. Almacenar (¢,x) y volver al paso 2 o parar la simulacién.

2.7. Modelado computacional de sistemas celulares

La complejidad de los sistemas celulares hacen necesario el uso de computadores para des-
velar sus mecanismos yacentes. Sin embargo, la mayorfa de los modelos computacionales se
implementan ad hoc careciendo de un marco definido, consistente y formal. Recientemente, se
han propuesto varios formalismos bien fundamentados para el disefio de modelos computacio-
nales. En este trabajo tan sélo presentaremos brevemente los dos marcos computacionales més
extendidos, redes de Petri y élgebra de procesos, més especificamente 7-calculus.

2.7.1. Redes de Petri

Las redes de Petri son una herramienta matemética/computacional para el modelado y
anélisis de sistemas discretos con comportamiento concurrente. Presentan un marco para re-
presentar la estructura de las interacciones de sistemas discretos, simular su comportamiento y
probar propiedades del sistema.

Una red de Petri consiste en un gréfico formado por dos tipos de nodos llamados lugares L
y transiciones T respectivamente. Los lugares se conectan a las transiciones y las transiciones
a los lugares mediante arcos dirigidos con un peso asociado. Dada una transicién se distingue
entre lugares de entrada, aquellos con arcos que llegan hasta la transicién y lugares de salidas
aquellos con arcos que salen de la transicién y llegan a ellos. Normalmente una red de Petri se
representa graficamente dibujando los lugares como circulos y las transiciones como rectangulos.

Una serie de fichas se colocan en los distintos lugares de una red de Petri. El estado de
una red de Petri se determina por el namero de fichas colocadas en sus lugares. Una transicién
estd habilitada cuando el ndmero de fichas en sus lugares de entradas es mayor o igual al peso
asociado a los arcos que los unen con la transicién. Cuando una transicién se dispara consume de
los lugares de entrada un nimero de fichas igual al peso de los arcos correspondientes y produce
en los lugares de salida un ndmero de fichas igual al peso de los arcos correspondientes.

Un sistema molecular puede representarse como una red de Petri como sigue. Cada especie
molecular se representa mediante un lugar, el nimero de moléculas se representa mediante el
nimero de fichas asociadas con los lugares y cada interaccién molecular mediante una transicién
cuyos lugares de entradas son los reactivos y cuyos lugares de salida son los productos de la
interaccién molecular.

Con este marco sélo se puede realizar un estudio cualitativo de los sistemas moleculares. Con
la finalidad de obtener un marco cuantitativo se desarrollaron las redes de Petri estocésticas
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en las que el tiempo de espera para el disparo de las transiciones se determina segin una
distribucién exponencial cuyo pardmetro se calcula de acuerdo con una constante asociada a
cada transicién y el ndmero de fichas en los lugares de entrada.

2.7.2. mw-calculus

El w-calculus fue introducido por Milner, Parrow y Walker como un lenguaje formal para
describir procesos méviles que se comunican a través de canales de comunicacién. En w-calculus
el nombre de nuevos canales de comunicacién se pueden transmitir a través de canales de
comunicacién lo que aporta una movilidad de canales de comunicacién.

El 7-calculus tiene una semética simple y una teorfa algebraica tratable. A partir de procesos
simples y acciones atémicas se pueden construir procesos mas complejos. Los procesos se definen
a través de la composicién paralela P|Q, eleccién no determinista P + @, replicacién P y la
creacién de un canal de comunicacién local pxP.

Un sistema molecular se representa en el w-calculus como un sistema de procesos que in-
teractian a través de canales de comunicacién especificos. Cada especie molecular o dominio
de una especie molecular se representa mediante procesos. El ndmero de moléculas de una de-
terminada especie molecular se representa mediante el ntimero de procesos. Finalmente, cada
interaccién molecular se representa mediante un canal de comunicacién.

De la misma forma que para la redes de Petri este marco es sélo cualitativo para introducir
informacién cuantitativa se asocia una constante a cada canal de comunicacién. Entonces,
el tiempo de espera para realizar una comunicacién se determina mediante una distribucién
exponencial cuyo pardmetro se calcula utilizando la anterior constante y el nimero de procesos
que intentan comunicarse a través de dicho canal de comunicacién.
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Parte 11

Un Marco de Modelado
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Capitulo 3

Sistemas P: Un Marco para el
Modelado de Sistemas Celulares

En el capitulo 1 se han discutido diferentes aproximaciones para el modelado de sistemas
celulares. A pesar de que cada una de esas aproximaciones captura alguna informacién relevante
relativa a esos sistemas y a sus componentes, ninguna de ellas captura integramente la dindmi-
ca y los detalles estructurales de las distintas componentes. Ademé&s, como ya hemos indicado,
esto deberia ser realizado manteniendo los requisitos de relevancia, comprensibilidad, extensi-
bilidad y tratabilidad matemético-computacional. En este capitulo se presentan los sistemas
P como una nueva aproximacién al modelado de sistemas celulares verificando los requisitos
antes mencionados.

3.1. Sistemas P: Un Modelo de Computacién Bio—inspi-
rado

La Computacién Celular con Membranas (Membrane Computing es una rama emergente de
la Computacién Natural introducida por Gheorghe G. Paun en [89], que estd inspirada en la
estructura y funcionamiento de las células de los organismos vivos. Desde entonces ha recibido
una atencion especial por parte de la comunidad cientifica y ha sido designada por el Institute of
Scientific Information, ISI, de USA como Fast Emerging Research Front in Computer Science
(octubre de 2003) y el articulo fundacional Computing with Membranes ([89]) fue nominado
por el ISI como Fast Breaking Paper en Computer Science (febrero de 2003).

Este nuevo modelo parte del supuesto de que los procesos que tienen lugar en la estructu-
ra compartimentalizada de una célula viva pueden ser interpretados como procedimientos de
célculo; es decir, como computaciones. La Computacién Celular con Membranas parte de la
observacién de que las membranas biolégicas juegan un papel relevante en el funcionamiento
de las células. La membrana celular separa y, por tanto, protege el espacio interno celular del
entorno externo. Las membranas interiores definen la estructura de la célula identificando un
ndimero de compartimentos internos que permiten proteger al ndcleo que contiene toda la infor-
macién genética. Las membranas estén involucradas en muchas reacciones quimicas que tienen
lugar dentro de los compartimentos y, ademés, actiian como canales selectivos de comunicacién
entre las células y su entorno. Todos estos hechos son formalizados mediante la introduccién de
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los sistemas P, también denominados sistemas de membranas. Los prinicpales ingredientes de
un sistema P son los siguientes:

» Una estructura de membranas que contiene una estructura jerarquizada de membranas
que delimitan una serie de regiones o compartimentos. Formalmente, una estructura de
membranas es un 4rbol enraizado cuya raiz se denomina piel y cuyas hojas se denominan
membranas elementales.

a Unos multiconjuntos de objetos o cadenas sobre un alfabeto colocados en los comparti-
mentos delimitados por las membranas, que son abstracciones de las sustancias quimicas
contenidas en las distintas regiones.

s Unas reglas de reescritura asociadas a cada compartimento que describen las reglas de evo-
lucién de los objetos y las cadenas situadas en su interior. Estas reglas son abstracciones
de las reacciones quimicas que se producen en las regiones.

En la aproximacién original, una computacidn en un sistema de membranas se obtiene por
la aplicacién reiterada de las reglas de evolucién de manera maximal y no determinista; es decir,
en cada paso, en cada compartimento, todos los objetos y cadenas que puedan evolucionar por
medio de cualquier regla, deben evolucionar en paralelo al mismo tiempo. Desde su introduccién,
han aparecido multitud de variantes como los sistemas P con reglas del tipo symport/antiport
rules [90], con promotores y/o inhibidores [60], con membranas activas, sistemas P de tejidos,
sistemas P con spiking Neuronales [61], etc.

Es importante resaltar el hecho de que, de acuerdo con la motivacién original, los sistemas
P no trataban de proporcionar un modelo comprensivo y completo de las células vivas sino més
bien explorar la naturaleza computacional de una serie de hechos relativos a las membranas
bioldgicas. Por ello, se ha estudiado exhaustivamente la potencia computacional de distintas
variantes de sistemas P, as{ como su capacidad para resolver problemas computacionalmente
duros en tiempo polinomial (por supuesto, intercambiando recursos de tiempo por espacio).
Recientemente, los sistemas P estén siendo utilizados para modelar fenémenos biolégicos dentro
del marco de la Biologia de Sistemas, presentando modelos de sistemas oscilatorios [35], de
traduccién de sefiales [92], de control de la regulacién de genes [107], del quorum sensing [108],
y de las metapoblaciones [93]. '

3.2. Especificaciones y Modelos de Sistemas

En esta seccién se introducen los conceptos de especificaciones de sistemas P que constitu-
yen la principal estructura usada para el andlisis de sistemas celulares. A cada especificacién
particular se le asocia unos conjuntos de parametros que permiten, por instanciacién, producir
los modelos de sistemas P.

Definicién 3.2.1 (Especificacién de Sistema P) Una especificacién de sistema P es una
tupla

= (O’LauaMhMQa---aMnaRl1>'~->le)

en donde:
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O es un alfabeto finito de simbolos que representa objetos;

L={l,...,lu} es un alfabeto finito de simbolos que representa etiquetas para los distintos
compartimentos;

L es una estructura de membranas que contiene n > 1 membranas identificadas inyecti-
vamente con valores en {1,...,n} y etiquetadas por elementos de L;

M; = (I;,w;, s;), para cada 1 < i < n, es la configuracion inicial de la membrana i, con
l; € L, la etiqueta de esta membrana, w; € O* un multiconjunto finito de objetos, y s; un
conjunto finito de cadenas sobre O;

n Ry, = {ri”, .. .,rfjlt }, para cada 1 < t < m, es un conjunto finito de reglas de reescritura
asociadas con cada compartimento del tipo representado por la etiqueta l; € L, de una de
las siguientes formas:

— Reglas de reescritura de multiconjuntos:

It

' : objy [oba i —= obg} [obj i (3.1)

en donde objy, objz, obj, 0bjh € O* son multiconjuntos finitos de objetos y I una etiqueta

de L. Un multiconjunto de objetos, obj se representa por obj = o1 + 02 + ...+ 0n, cON

01,...,0m € O. La cadena vacia, que representa el multiconjunto vacio, se denotard por
n

M. Por simplicidad, escribiremos o" en lugar de o+ ---+ o.

— Reglas de reescritura de cadenas:

Lt

3 . c; . ’ .,
ré‘ : [obj1 + stry;. .. ;0bjp + strp |y —= [obj] + striqd...stry ;... ; by, + strp g+ ... str]'D’ip I (3.2)

Una cadena str se representa como sigue: str = (81.89.--.8;) where s1,...,8; € O. En
este caso, cada multiconjunto de objetos obj; y cadena str;, 1 < j < p, son reemplazados

por un multiconjunto de objetos objj y cadenas str}; ...str}; .

Obsérvese que a cada regla se le asocia una constante c?, denominada constante estocdsti-
ca y que serd usada para calcular la propensidad de la regla, de acuerdo con el contexto
actual del compartimento en donde la regla estd localizada.

Definicién 3.2.2 (Parametros) Dado una especificacidn de sistema P11 = (O, L, p, My, ...,
M, Ry,,...,Ry,), el conjunto de pardmetros de II, P(II) = (Mo(I1),C(IT)), consiste en lo
siguiente:

1. Los multiconjuntos iniciales Mo(I1) = (M, ..., M,) asociados con cada compartimento.

2. Las constantes C(Il) = (r;’) 1 , asociadas a cada regla de reescritura en Ry, ... Ry, .
1

INIA
IAA

J<ky,
t<m
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Definicién 3.2.3 (Modelos de sistemas P) Sea II una especificacién de sistema P con pa-
rametros P(I1) = (Mo(Il),C(I1)), My, y C una familia de posibles valores para los multi-
conjuntos iniciales Mo(Il) y para las constantes C(I). Una familia de modelos de sistemas
P, F(II,M,,C), se obtiene de I1, My y C mediante la instanciacién de los pardmetros P(II)
usando valores de My y C.

A continuacién, se ilustran las definiciones previas usando el sistema celular descrito en la
figura 3.1. Nuestro ejemplo consiste en una sefial S que es transportada al citoplasma mediante
un receptor R localizado en la superficie celular. Una vez que ha llegado al citoplasma, la sefial
S interactda con una protefna T f formando el complejo S-T'f que permite la activacién de los
genes gene-T f y gene—R, que codifican la proteina T'f y el receptor R, respectivamente.

La siguiente especificacién de sistema P describe el sistema:

HO = (Oa La 22 Mla M27 M37 Rem)a Rsurf7 Rcyto)

en donde:

» En el alfabeto O se representan las entidades moleculares presentes en el sistema.

O=1{S, R, S-R, Tf, S-Tf, gene-Tf, S-Tf-gene-Tf, gene—R, S-T f-gene-R}

= Las etiquetas L = {enwv, surf,cyto} especifican las regiones del sistema: el entorno, la
superficie celular y el citoplasma.

= La estructura de membranas p consta de tres membranas que definen tres compartimentos
o regiones involucradas en el sistema: el entorno, la superficie celular y el citoplasma
que estdn identificados con los ndmeros 1, 2 y 3, y etiquetadas por env, surf y cyto,
respectivamente.

s Los multiconjuntos iniciales My, My y Mj representan las condiciones iniciales de los
distintos compartimentos.

» El conjunto de reglas de reescritura Reny, Rsurf ¥ Reyto describen las interacciones mole-
culares que tienen lugar en cada uno de los compartimentos.

e El conjunto de reglas R.,, = {r¢™, rs""} representa el enlace de la sefial S al receptor
R, r{*; y la degradacién de la sefial S (r§™).

9% SR Jeme s [ SR Jome
Tgnv: [S]Cnv —C—?n—v) ]e'm)

surf surf

e El conjunto de reglas Ry, = {r""’, 73 , 71} especifica la rotura del enlace de la
sefial S y el receptor R (5f), el desplazamiento de la sefial S al citoplasma (r5“"/),
y la internalizacién o difusién del receptor R en el citoplasma (r3*"f).

surf
€1

1 [S-R]urs 2 SR lsurs
surf

50 SR [ Jate *> R[S]

cyto
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Figura 3.1: Un ejemplo de sistema celular.
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surf, ngto
137 R o = [ Reyto
e El conjunto de reglas Rey, especifica las interacciones moleculares que tienen lugar
en el citoplasma:

cyto

ri¥ | geneT f leyto "= [gene-Tf +Tf leyeo
Ccyto
¥ [ gene-R leyo —— | gene—R + R )eyto
Estas dos reglas representan la produccién a nivel bésico de la proteina T'f (Tiyto) y

cytO)'

del receptor R 75

Tcyto
Tgyto [ S+Tf ]cyto 2 [ S-Tf ]cyto
cyto

r¥te s [ S-Tf) 25 [S+ TS

Estas reglas describen las interacciones entre la sefial S'y la protefna T f permitiendo
la formacién y disociacién del complejo the complex S-Tf.
ccyto
r¥ s [ S-Tf + gene-Tf |yto — [ S-Tf-gene-Tf |eyto
ccyto
r¥® | S-Tf-gene-Tf |oyto — [ S-Tf + gene-Tf Joyto
ccyto
r¥e [ S-Tf-gene-Tf leyto — [ S-Tf-gene-Tf +Tf leyto

cyt
¥

re . [ S-Tf + gene—R oyto — [ S-T f-gene-R |eyto
cyto

r¥ . [ S-T f-gene—R |eyto 2, [8-Tf + gene—R |oyto
cyto
[ S-T f-gene—R + R |cyto

<1

r¥ [ S-Tf-gene—R |qyto ——

Las reglas anteriores especifican la activacién de los genes gene-Tf y gene-R por

interaccién directa con S-T'f (r&%, r¥®, ri¥ y ri¥*); y la produccién activa de T'f
cyto cyto

yR (7" yrg)

cyto

' [Rlowo =5 R Jato
to c1y

T?é : [Tf ]cyto — ]cyto
to B

T% : [ R ]cyto B [ ]cyto

cyto Ctlzgto
¢ [ S leyto — [ Jeyto

La regla r{3* representa la difusién fuera del citoplasma o la localizacién del receptor
: t t t . )
en la superficie celular. Las reglas r{3°, 753 y riy especifican la degradacién en el

citoplasma de la proteina T f, el receptor R y la sefial S, respectivamente.

Una vez que la correspondiente especificacién, Ilg, ha sido formulada hay que identificar los
pardmetros asociados, P(Ily). Estos pardmeteros consisten en:

» Los multiconjuntos iniciales, Mo(Ily) = (M, Ma, M3), en donde M; = (lj,wy,s1) se
asocia al entorno, My = (I, ws, 52) se asocia a la superficie celular, y Ms = (I3, ws, s3) se
asocia al citoplasma.

t t
= Las constantes de las reglas C(Ilp) = (5™, ¢§™, ot et et v L ey
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Entonces ya estamos en condiciones de definir una familia de modelos de sistemas P mediante
la especificacién de los valores asignados a los pardmetros Mo(Ilp) and C(Ilp).

Los posibles valores asociados con los multiconjuntos iniciales, My = (My, M2, M3), nos per-
mitiré estudiar el comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones iniciales. En nuestro
caso, estudiaremos la evolucién del mismo para diferentes nimero de sefiales .S en el entorno.

M, = {(en'vy >‘a )‘)s (env, SSO) )‘)}
M; = {(sur f, A\, X), (sur f, R*, \)}
M; = {(cyto, gene-T f + gene—R, \), (cyto, R® + gene-T f + gene-R, \)}

3.3. Teoria Cinética de Gillespie para la Evolucion de los
Modelos de Sistemas P

En el campo de la Computacién Celular con Membranas, juegan un papel esencial el aspecto
discreto de las diferentes componentes asf como el cardcter compartimentalizado y distribuido
de la estructura en donde las computaciones tienen lugar. Este no es el caso cuando se usa
la seméntica no—determinista y paralela maximal que ha sido estudiada en muchas variantes
[28, 36]. En esta seccién, la aproximacién original es reemplazada por varias estrategias que
asocian diferentes tasas a las reglas en funcién de la configuracién actual del sistema. Nuestra
estrategia se basard en la teorfa cinética y estocéstica de Gillespie [40, 41, 42, 43, 44].

Para ello, se le asociard a cada regla una constante ¢ que dependa de las propiedades fisicas
de las moléculas involucradas en la reaccién descrita por la regla, asf como de otros pardmetros
fisicos como la temperatura. Dicha constante representard la probabilidad por unidad de tiempo
para que una reacién particular pueda ser ejecutada y es usada para hallar la propensidad de
cada regla que determinard la probabilidad y el tiempo necesario para su ejecucién.

A nivel microscépico del funcionamiento de procesos celulares, las interaciones entre las
moleéulas siguen las leyes de la fisica, en concreto la famosa ley 1/n, que establece que los niveles
de aleatoriedad o fluctuacién del sistema son inversamente proporcionales a la rafz cuadrada del
ndmero de particulas. En consecuencia, los sistemas con un bajo nimero de moléculas muestran
altas fluctuaciones y la aplicacién de las aproximaciones clésicas deterministas y/o continuas
para el modelado de sistemas celulares es, cuando menos, cuestionable.

A continuacién se presentan diferentes estrategias para la evolucién de los modelos de sis-
temas P basadas en el algoritmo de Gillespie.

3.3.1. Algoritmo Multicompartimental de Gillespie

En esta seccién se presentan dos algoritmos que proporcionan sendas seménticas de sistemas
celulares con membranas especialmente adecuadas para el modelado y la simulacién de procesos
celulares.

3.3.2. Algoritmo de Gillespie multicompartimental

El algoritmo (clésico) de Gillespie es un algoritmo de Monte Carlo para la simulacién es-
tocastica de interaciones moleculares que tienen lugar en un determinado volumen. Ha sido
utilizado con éxito para la simulacién estocdstica de procesos biolégicoss que tienen lugar en un

27



determinado volimen fijo. Ahora bien, los sistemas P constan de una estructura que delimitan
regiones (voldmenes), cada una con su propio conjunto de reglas y multiconjunto de objetos. Por
ello, definimos una extensién de dicho algoritmo (Algoritmo de Gillespie Multicompartimental)
a fin de que cada célula (compartimento u orgdnulo) evolucione de acuerdo con el algoritmo de
Gillespie.

Dado el estado de un compartimento M; = (I;, w, s;), la siguiente regla a aplicar se calcula
como sigue: ‘

1. Para cada regla r; € Ry, se calcula su propensidad, a;(};),multiplicando la constante
estocdstica cé" asociada a la regla r; € Ry, por el nimero de posibles combinaciones de los
distintos objetos y subcadenas presentes en la parte izquierda de la regla en relacién con
el contenido actual de las membranas involucradas en la regla.

2. Calcular la suma de todas las propensidades:

ao(Mn) = ) a;(M)

TjGR;i

3. Generar dos niimeros aleatorios ry y 7o a partir de la distribucién uniforme en el intervalo
unidad, y seleccionar 7; y j; de acuerdo con:

Ji
Jm = €l menor entero tal que Z a;(x) > rea0(M;) (3.4)
=1

Entonces, los compartimentos definidos por las membranas se ordenan en una cola de prio-
ridad. La primera regla a aplicar aparece en la cabeza de la cola. Dependiendo del tipo de regla
que se ha seleccionado, el estado de uno o dos compartimentos deberd ser actualizado. Por
tanto, se recalculardn los tiempos de espera y la regla a ser aplicada en estos compartimentos.
El algoritmo termina cuando el tiempo de simulacién alcanza o excede un valor prefijado.

El algoritmo multi-compartmental de Gillespie podemos describirlo con més precisién como
sigue:

e Inicializacién

o Poner el tiempo de simulacién a ¢t = 0.
o Para cada membrana m en la estructura p hacer:

1. Ejecutar el algoritmo de Gillespie clasico en m, devolviendo (7, j, m).

o Ordenar la lista de ternas (7, j,m) con relacién a 7, (en orden ascendente), for-
mando una lista de reglas a aplicar.

e Iteracidn

o Elegir la primera terna de la lista, (1,,, 4, m).

28



o Poner el tiempo de simulacién a t =t + 7,.
o Actualizar el tiempo de espera para el resto de las ternas, restando 7p,.

o Aplicar una vez la regla r; modificando las membranas afectadas.

o Para cada membrana m’ afectada por esa aplicacién, eliminar la terna (7., j',m') y

m

ejecutar el algoritmo de Gillespie cldsico en el nuevo contexto, obteniendo una nueva
1 N/ /
terna (7., 5", m').

o Afiadir la terna (7”,,7",m') a la lista y ordenarlas de nuevo de acuerdo con los
tiempos de espera (en orden ascendente).

o Iterar el proceso.
¢ Finalizacién

o Si el tiempo de la simulacién ¢ alcanza o excede a un tiempo maximal prefijado,
finalizar el proceso.

Como ejemplo del uso de esta estrategia hemos elegido dos modelos de la familia F(IIg, (M, C))
definida en la seccién previa:

(To; (M1(1), M2(1), M5(1)), C) y (Ilo; (M1(2), M(2), M3(2)), C)

que representan las diferentes condiciones iniciales (ausencia o presencia de sefiales en el
entorno, respectivamente), y ambos comparten las mismas constantes

C = (0,16, 1073, 2, 4,1072, 1072, 1073, 0,1, 8, 5, 10, 0,2, 3, 10, 8 x 1072, 5x 1073, 5 x
1073, 1073, 3 x 1073)

En las figuras 3.2 y 3.3, se presentan dos realizaciones de estos modelos y una estimacién
de la probabilidad de tener diferentes nlimeros de moléculas al cabo de 500 sec usando 1000
diferentes ejecuciones.

3.4. Model Checking Probabilistico sobre Modelos de
Sistemas P usando PRISM

Muchas investigaciones en Biologia de Sistemas se centran en el desarrollo de modelos
suficientemente fiables que sean capaces de revelar nuevas propiedades que sean muy dificiles
o imposible de descubrir directamente mediante experimentos de laboratorio. Una cuestién
fundamental es qué se puede hacer con ese tipo de modelos, ademds de realizar simulaciones
;Es suficiente realizar simulaciones para obtener realmente nuevo conocimiento? Esta cuestién
ha sido abordada con detalle para modelos deterministas en los que se ha desarrollado una
teoria que ha sido utilizada en modelos basados en ODEs. No obstante, la situacién es bien
distinta en el caso de modelos estocésticos y este campo estd abierto a avances teéricos que nos
ayuden a razonar sobre los sistemas con més detalle y mejor precisién.

Existen varios intentos en esta direccién que consiste en aplicar herramientas de model
checking a modelos computacionales de sistemas celulares con el fin de analizar de manera
automatica propiedades de tales modelos. Los métodos asi desarrollados no tratan de reemplazar
la simulacién clésica y las aproximaciones basadas en ODEs, sino que esos métodos deberfan
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ser usados conjuntamente con otras aproximaciones a fin de conseguir ampliar el conocimiento
acerca de interacciones complejas de los sistemas celulares.

A este respecto, existen algunos estudios previos que analizan el uso de técnicas de model
checking para modelos de sistemas P [7, 29]. En esta seccién, se propone el uso de un modelo
simbélico y probabilfstico de model checking basado en PRISM (Probabilistic and Symbolic
Model Checker) [133].

3.4.1. Model Checking Probabilistico con PRISM

El Model checking es un método formal bien establecido y ampliammente usado para verificar
la correccién de sistemas reales. El Model checking probabilistico es una variante probabilistica
del modelo checking cldsico al que se le ha afiadido informacién cuantitativa acerca de las
transiciones que se realizan y de los instantes en que suceden [111]. Usualmente, dicho modelo
trabaja con cadenas de Markov o procesos de decision de Markov. En esta memoria, basta
considerar cadenas de Markov con tiempo—continuo (CTMC).

El Model checking probabilistico ha sido utilizado con éxito, como técnica de verificacién
formal, al andlisis de sistemas complejos de amplio espectro, que incluyen protocolos de comu-
nicacién y seguridad, algoritmos distribuidos, etc. [73].

Los métodos analiticos del model checking probabilistico consta de tres pasos diferentes:

1. En primer lugar se debe diseflar un modelo matemadtico preciso del sistema que va a ser
analizado. En esta memoria, las especificaciones y modelos de sistemas P serédn usados
como la descripcién formal requerida en este paso.

2. A continuacién se debe traducir al lenguaje especifico de model checking probabilistico,
PRISM en nuestro caso, el modelo formal que se desea analizar.

3. Finalmente, algunas propiedades del modelo deben ser identificadas y expresadas formal-
mente usando una légica temporal. Ello permite al chequeador analizar dichas propiedades
de manera automética.

Una de las mayores ventajas del model checking probabilistico consiste en que se trata de
una aproximacién exhaustiva; es decir, que todos los posibles comportamientos del sistema son
susceptibles de ser analizados.

En esta seccién usaremos la herramienta software PRISM (Probabilistic and Simbolic Model

Checker) para realizar model checking probabilistico sobre modelos de sistemas P. Para un
estudio detallado de PRISM véase [133].

3.4.2. Transformando Especificaciones de Sistemas P en PRISM

Consideremos una especificacién de un sistema P II = (O, L, u, My, My, ..., My, Ry,,..., Ry,),
las respectivas componentes serdn descritas en PRISM como sigue:

» Estructura de membranas: Cada membrana en p estd univocamente determinada por
un identificador ¢, 1 < 4 < n. Usaremos médulos para describir el comportamiento de las
membranas. A este respecto, se introduce un médulo denominado compartment_i para
cada membrana i.
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» Alfabeto y multiconjuntos iniciales: Para cada objeto obj € O presente en el compar-
timento definido por una membrana 4, se declara una variable local obj_i en el médulo
compartment_i.

El valor inicial de esta varible viene determinado por el multiconjunto inicial M; =
(l;,w;, 5;) asociado a la membrana i. Teniendo presente que los multiconjuntos iniciales
son parte de los pardmetros de una especificacién de sistema P, se define una constante,
ini_obj_i, sin valor asignado, que permitir4 considerarla como un pardmetro del modelo

PRISM.

El rango de los valores de las variables que representan objetos serd determinado experi-
mentalmente o extraido de la literatura. Con el fin de especificar estos rangos, se declaran
dos constantes upb_obj_i and lob_obj_i.

» Reglas de reescritura: Los comandos se usan en PRISM para describir las reglas de
reescritura de una especificacién de sistema P PRISM, y no admiten el uso directo de
cadenas; por ello, nos restringiremos al uso de reglas que afectan a objetos (son las que
describen interacciones proteina—proteina).

En general, dichas reglas necesitan dos membranas para interactuar e intercambiar ob-
jetos de una manera sincronizada. Supongamos que la membrana i estd contenida en la
membrana k descrita por el médulo compartment_k. En el caso en que la regla afecte a
dos compartimentos diferentes, los médulos que los representa sincronizarén la aplicacién
de dos comandos diferentes, usando la etiqueta r_j_1_i. En el caso en que la regla sélo
involucre a un compartimento, la etiqueta r_j_1_i también serd usada.

Por tanto, dada una regla

li

rz-‘ : objy [obja]i s objy [ob I

2 ,0bji = ool+...+ook, ,0bjy = 003 +. . .+00%,
multiconjuntos finitos, y c? la constante estocéstica asociada a la regla, las variables
o_1_1.k ...,o_n_1_1_k, oo_1_1 k, ..., oo_m_1_1_k especifican los objetos de obj; y

siendo obj; = o}+...+0} ,0bjs = 02 +... 403

oo_m_2_2_i representan los objetos de objs y 0bjs en el médulo compartment_i.

obj; en el médulo compartment_k, y los objetos 0_1_2_i,...,0_n_2_2_iand oo_1_2_i,

Las constantes estocésticas asociadas a las reglas son parte de los pardmetros de la espe-
cificacién del sistema P y serdn especificadas en los médulos de PRISM usando constantes
sin valor asignado.

3.4.3. Analisis de Modelos de Sistemas P usando PRISM

En esta seccién se ilustra cémo usar PRISM para analizar modelos de sistemas P, consi-
derando el ejemplo de la figura 3.1. Aqui nos centraremos en el modelo (Ilg; (My(1), M2(1),
M;(1)), C) presentado en la seccién 3.3 y que representa las condiciones iniciales sin sefiales.

A la hora de analizar un modelo en PRISM, lo primero que hay que hacer es asociar una
apropiada recompensa a los correspondientes estados y transiciones:
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s A cada estado se asocia una recompensa que viene a ser el nimero de una molécula

particular. Se usa una constante molec para identificar la molécuila seleccionada en ese
instante.

const int molec;

rewards "molecules"

molec =1 : s_1;

molec = 2 : s_3;

molec = 3 : r_2;

molec = 11 : s_Tf_gene_r_3;
endrewards

= De manera similar se asocia una recompensa igual a 1 a cada transicién que represente que

la regla se ha aplicado una séla vez. Se usa una constante rule para identificar qué regla
se analiza.

const int rule;
rewards "rules"

[ r_1_env ] rule = 1

[ r_2_env ] rule = 2 : 1;
[ r_1_surf ] rule = 3 : 1;

[ r_14_cyto ] rule = 19 : 1;

endrewards

Una vez que las correspondientes recompensas han sido asignadas, se puede usar PRISM
para chequear algunas propiedades del modelo.
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Capitulo 4

Especificaciones de Sistemas P de
Sistemas Celulares

En el capftulo 2 se ha discutido brevemente distintas aproximaciones para el modelado de
sistemas celulares. Los formalismos de esos modelos fueron establecidos con anterioridad a su
uso en dichos sistemas. Por contra, los sistemas P estdn inspirados directamente de la estructura
y el funcionamiento de las células de los organismos vivos.

En este capitulo se presentan los sistemas P como un marco formal para la especificacién
y simulacién de sistemas celulares que integran aspectos estructurales y dindmicos, proporcio-
nando los formalismos necesarios para realizar anélisis matemdticos y computacionales.

Los sistemas P representan una aproximacién complementaria méas que una alternativa a
otros modelos clésicos, como por ejemplo el basado en ODEs. En algunas situaciones, los mode-
los con aproximaciones macroscépica, continua y determinista son cuestionables: por ejemplo:

» En los sistemas celulares con una estructura compartimentalizada y heterogénea, con bajo
ndmero de moléculas y reacciones lentas.

= En procesos de regulacién de genes, como la transcripcién o la traduccién (que son pro-
cesos inherentemente concurrentes y discretos) y el enlace de factores de transcripcién a
genes promotores, que tienen bésicamente un comportamiento booleano.

» En procesos en los que importa el orden en el que estdn situados diferentes genes sobre
el genoma.

Los sistemas P constituyen un modelo no convencional de computacién que representa de
manera explicita el cardcter discreto de la cantidad de componentes de un sistema celular me-
diante el uso de reglas de reescritura sobre multiconjuntos de objetos que representan moléculas,
y cadenas que describen la organizacién de los genes en el genoma. La estocasticidad inheren-
te a dichos sistemas se captura mediante el uso de estrategias estocésticas como el algoritmo
multicompartimental de Gillespie’s Algorithm introducido en la seccién 3.3.

En lo que sigue se presenta con todo detalle cémo son especificadas las principales compo-
nentes de los sistemas celulares y cdmo son simuladas usando sistemas P.

35



Polar head
groups

(N

Hydrophobic
tails

Polar head

groups

Figura 4.1: Estructura bi—capa de una

Extraceliular matrix

Lipid
anchored

Integral
Exterior

Cytosol

Cytoskeleton

Figura 4.2: Proteinas asociadas a una bi-capa lipida [76]

4.1. Especificaciones de Compartimentos

Las membranas biolégicas juegan un papel crucial en la organizacién estructural y el fun-
cionamiento de células tanto procariotas como eucariotas. La unidad estructural bésica de
cualquier membrana es un bi-capa fosfolfpida que posee una parte hidréfoba y otra hidréfila
(ver figura 4.1).

Las células procariotas, que son las més pequefias (~ 1 — 2um), presentan una estructura
simple que consta de un tnico compartimento rodeado por una membrana plasmaética.

La funcién de una membrana biolégica no se reduce a una serie de compartimentos de-
bidamente jerarquizados en el interior de los cuales se almacenan moléculas especificas que
reacionan entre si, sino que, ademds, controlan el movimiento de moleéulas entre un compar-
timento y otro. Estos procesos son ejecutados por determinadas proteinas de transporte que
est4n asociadas a las membrans, ver figura 4.2. La importancia de este tipo de proteinas radica
en el hecho de que, aproximadamente, una tercera de los genes codifican este tipo de proteinas.

En el marco de los sistemas P, las membranas se usan para definir regiones relevantes en
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los sistemas celulares. En esta memoria se usardn dos membranas diferentes para especificar
las dos regiones relevantes asociadas al compartimento celular:

1. Una primera membrana representar la superficie celular y definiré una regién en la que
se situardn las proteinas periféricas. Por ejemplo, los procesos que involucran moléculas
de transporte y sefializacién se representardn a través de reglas asociadas a esta regién.

2. Otra membrana describira el interior acuoso del compartimento y, por tanto, estaré dentro
de la anterior membrana. El conjunto de objetos y cadenas que especifican las proteinas
y otras moleéulas localizadas en el lumen, serdn colocadas en la regién definida por esta
membrana.

En aquellos casos en los que no intervienen proteinas de transporte ni hay procesos de
sefializacién, se suprimird la membrana que representa la superficie celular.

4.2. Especificaciones en Sistemas P de las Interacciones
Proteina-Proteina

Las interacciones protefnicas son, posiblemente, uno de los procesos més importantes que
tienen lugar en las células vivas. La descripcién tedrica y experimental de dichas interacciones
pertenecen al campo de la quimica cinética, que tiene como objetivo fundamental el cdlculo de
la probabilidad o propensidad de una interaccién, con el fin de determinar la tasa de reactantes
que son transformados en productos.

En esta seccién se presenta un esquema de modelado en sistemas P para cada una de dichas
interacciones, y las respectivas propensidades se calculan de acuerdo con la teoria cinética
estocdstica de Gillespie. [40, 41, 42, 43, 44].

Para cada uno de dichos esquemas, se presenta una grafica obtenida mediante CellDesigner,
un editor de diagrama estructurado para redes bioquimicas y reguladoras de genes. [37].

» Transformacién y degradacion:

Una molécula a puede reaccionar para producir otra molécula b, o bien puede ser de-
gradada por la propia maquinaria celular (figura 4.3). La dindmica de estas reacciones
se modela usando la ley de decaimiento exponencial. Esta ley establece que la tasa de la
reaccién o su propensidad es proporcional al nimero de moléculas del reactante a.

Los procesos de transformacién y degradacién pueden especificarse en sistemas P usando
reglas de reescritura:

L e O AT (

Como ya se discutié en la seccién 2.6, para este tipo de reacciones, la constante mesoscdpi-
ca y estocéstica, ¢, usada en aproximaciones similares a la que hacemos aqui, es igual a
la. constante macroscépica y determinista, k, usada en ODEs.
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Figura 4.3: Representacién gréfica de la transformacién y degradacién.

s Formacién de complejos y disociacién:

Dos moléculas, a y b, pueden colisionar y producir un complejo ¢. A su vez, dicho com-
plejo puede disociarse en dos componentes, d y e, que podrian haberse modificado como
producto de la interaccién.

En bioquimica, estas reacciones se denominan de formacién (heterodimera si a # by
homodimera si a = b) o disociacién de complejos, ver figura 4.2.

Figura 4.4: Representacién grafica de la formacién y disociacién de complejos.

La dindmica de estas reaciones siguen la ley de accién de masas, que establece que la
tasa o propensidad de la reaccién es directamente proporcional al producto del nimero
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Figura 4.5: Difusién a través de la membrana celular.

de moléculas reactantes. Por tanto, dos constantes c.s y c.4 se asociardn a las reacciones
de formacién y disociacién de complejos, que permitirdn calcular sus respectivas propen-
sidades.

Difusién hacia dentro y hacia fuera:

Pequefias moléculas pueden moverse lentamente por difusién pasiva a través de las mem-
branas sin necesidad de ayudarse de protefnas de transporte y sin consumir energia me-
tabélica alguna. El movimiento suele tener lugar desde regiones de alta concentracién a
regiones de baja concentracién (4.5).

Las reglas de reescritura (4.2) especifican en sistemas P la difusién de un objeto a hacia
fuera o hacia dentro de un compartimento identificado por la etiqueta [. Dos constantes
Cin ¥ Cout S€ asocian a dichas reglas a fin de calcular sus respectivas propensidades.

ri:oal i 2 al; prop(r) = cilal (4.2)
ro: a5 al ] prop(rs) = Coulal

Enlace y rotura de enlace:

Uno de los pasos més importantes en el proceso de convertir sefiales en respuesta celular,
traduccion de sefiales, es el enlace de moléculas sefializadoras a lugares complementarios
extracelulares (receptores), que permiten la activacién del receptor (4.6).

Obsérvese que en el proceso de traduccién de sefiales, la membrana celular juega un papel
esencial ya que es el lugar en donde estén colocados los receptores. Por ello, en nuestra
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Figura 4.6: Enlace de un ligando a un receptor transmembrana.

especificacién, la membrana plasmética seré representada por la regién determinada por
dos membranas: una de ellas representa la superficie celular y la otra el citoplasma.

En sistemas P, el enlace de un ligando a su receptor (y la rotura de ese enlace) son
especificadas mediante las reglas de reescritura (4.3). Para la regla de enlace, el objeto a
representa el ligando fuera de la superficie celular (identificada por la etiqueta l) y el objeto
b representa el receptor. Estos dos objetos son reemplazados por el objeto c (el complejo
receptor-ligando). La reaccién de rotura de enlace (4.6) se especifica reemplazando el

objeto ¢ por el objeto d, que representa el ligando, y el objeto e, que representa el receptor
liberado.

ri:oalb = [ch prop(r1) = cplal|b] (4.3)
ro: [eh =S dlely  prop(re) = adlc]

Dichas reacciones tienen asociadas dos constantes, c.f y €, que permiten calcular sus
respectivas propensidades de acuerdo con la ley de accién de masas.

Reclutamiento y liberacién:

El enlace de un ligando a un receptor produce un cambio en la conformacién del do-
minio citosélico que dispara el reclutamiento de algunas proteinas citoplasmaética. Estas
protefnas son, posteriormente, transformadas o liberadas en el citoplasma, produciendo
respuestas celulares (4.7).

Las reglas (4.4) especifican en los sistemas P los procesos de reclutamiento y liberacién
de protefnas. En la regla de reclutamiento, 7,4, €l receptor activo se representa por el
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Figura 4.7: Reclutamiento de una proteina del citoplasma por un receptor transmembrana.

objeto a, colocado en el compartimento identificado por la etiqueta [, en donde el objeto
b representa la proteina que es reclutada. Estos objetos son reemplazados por el objeto ¢
fuera del compartimento 1.

Reciprocamente, en las reglas de liberacidn, r,;, el objeto ¢ fuera del compartimento I se
reemplaza por los objetos d fuera del compartimento y el objeto e dentro del comparti-
mento.

Dos constantes, ¢,+ y 7+, se asocian a dichas reglas y permiten el cdlculo de sus respectivas
propensidades de acuerdo con la ley de accién de masas.

e a[bl =Sl prop(rre) = crelal(b| (4.4)
e[ i =5dlelr prop(ra) = culc|

4.3. Especificaciones en Sistemas P de Redes de Trans-
cripcion

Las células vivas pueden percibir sefiales complejas del entorno a través de interacciones
moleculares descritas en la seccién anterior, produciendo una serie de respuestas mediante
la produccién de adecuadas protefnas que estdn codificadas en genes especificos. La tasa de
produccién de esas protefnas estdn reguladas por protefnas especificas, denominadas factores
de transcripcidn, que se enlazan a genes incrementando o decrementando la tasa de transcripcion
que tienen grabado en el mRNA. En este sentido, las células usan factores de transcripcién como
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una representacién interna del entorno y del estado interno de la célula. La interacién entre
factores de transcripcién y genes que permiten la alteracién de la tasa de produccién de ciertas
protefnas son descritas por medio de redes de transcripcién. En esta seccién se presenta unos
esquemas de especificacion de sistemas P para redes de transcripcién en células procariotas
(que las consideramos por simplicidad).

4.3.1. Especificacion de las Redes de Transcripcion usando Objetos

En una aproximacién simplista, podemos considerar que los procesos de transcripcién y
traduccién son reacciones individuales. En tal situacién, los genes y operons serdn especificados
mediante objetos individuales que producen en un dnico paso sus complementarios mRNA, que
también se representaran por objetos individuales. La produccién de una proteina a partir del
mRNA se describird en un sélo paso. Finalmente, los procesos involucrados en el control de
la expresién del gen, se especifican a través de reglas de reescritura sobre multiconjuntos de
objetos.

En lo que sigue, se presenta unos esquemas de especificacién de sistemas P usando objetos
y reglas de reescritura sobre multiconjuntos de objetos con el fin de describir los procesos que
tienen lugar en las redes de transcripcién.

» Transcripcién y traduccién:

El dogma de la biologia molecular establece que la informacién genética estd codificada
en el DNA. Esta informacién se transcribe en el mRNA que se traduce en proteinas (4.8).

Figura 4.8: Transcripcién y traduccién de un gen que codifica la proteina prot.

La informacién lineal contenida en genes y mRNAs se representan por objetos individua-
les. Los objetos gene, rna y prot especifican los trozos de DNA que consisten en el gen,
su complementario mRNA, y su gen producto o protefna, respectivamente.

La transcripcién de un gen en su complementario mRNA se describe por la regla de
reescritura 7. De forma similar se describe la traduccién mediante una regla ry. Las
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propensidades de dichas reglas se calculan de la misma forma que las indicadas en la

seccién anterior.

Tte ©

Ta :

[ gene | =% [ gene +rna |,

[rna i =% [ rna + prot |,

prop(ric) = cic|gene|

prop(ry) = cyl|rnal

(4.5)

En una especificacién més simplista, se puede ignorar el paso intermedio de produccién
del mRNA y admitir que la proteina es producida directamente a partir del gen en un
simple proceso descrito en (4.6).

Torod : | gene i %3 [ gene + prot li

pT‘Op(Tpmd) = cpfrodlgene|

= Enlace y rotura de enlace de factores de transcripcién en genes:

(4.6)

Las reglas de reescritura (4.5) sélo permiten especificar genes cuya expresién no dependa

de los factores de transcripcién y, por tanto, de ninguna sefial interna o externa. En esos

casos hay que introducir nuevas especificaciones.

Existen, béasicamente, dos tipos de factores de transcripcién: activadores y represores.

Si bien ambos tipos enlaza a genes (4.9) tienen efectos opuestos ya que mientras los
activadores incrementan la tasa de transcripcién de genes, los represores la disminuye.

Figura 4.9: Enlace y rotura del enlace de un factor de transcripcién Tf a un gen.

Los procesos de enlace y rotura de enlace de un factor de transcripcién a un gen puede
ser descrito mediante reglas similares a las de formacién y disociacién de complejos. La
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especificacién de sistema P (4.7) constituye la descripcién de estos procesos mediante
reglas de reescritura sobre multiconjuntos de objetos.

La regla r,,, representa el enlace de un factor de transcripcién, representado por el objeto
Tf, a un gen, especificado por un objeto gene. El proceso inverso se especifica mediante
la regla 7gop -

Toon: [ Tf+gene]t =5 [Tf-genels  prop(reon) = Coon|T fllgene]

Toors i | Tf-gene | 2 [T+ geneli  prop(roors) = Cooss|T f-gene|

4.3.2. Especificacién de las Redes de Transcripcién usando Cadenas

Con el fin de modelar con mayor precisién algunos procesos involucrados en las redes de
transcripcién, incorporaremos algunos hechos como retrasos, que emerge de la organizacién
lineal de genes en el DNA y la diferencia de tiempo entre la transcripcién y la traduccién.
Ademés, el orden en que los genes estén colocados en los operons puede ser relevantes. Por
ello, usaremos estructuras lineales, como cadenas de un alfabeto, a fin de producir modelos
relevantes de redes de transcripcién de genes.

En esta seccién se propone el uso de cadenas para representar la estructura lineal de las
hebras de DNA y RNA, asf como el uso de reglas de reescritura sobre cadenas para describir el
enlace y la rotura de enlaces de los factores de transcripcién a genes, asi como los procesos de
transcripcion y traduccién como procesos paralelos y concurrentes.

» Enlace y rotura de enlaces de factores de transcripcién a lugares especificos
del DNA:

El esquema de especificacién de sistema P (4.8) describe el enlace y la rotura de enlaces
de un factor de transcripcién representado por el objeto Tf a un operador especificado
por la subcadena (site). La regla r;f, describe el enlace del factor de transcripcién. El
proceso inverso se describe mediante la regla r4.

s [ TS+ (site) 1 <25 [ (site!) i prop(rg) = con|Tf||(site)]

riga: [ (site!) 1 =5 [Tf + (site) ) prop(risa) = cossl(site’)|

La constante ¢, asociada a la regla rif, representa la afinidad entre el factor de trans-
cripcién y el operador.

= Transcripcién:

La transcripcién es el proceso por el cual una proteina especifica, denominada RNA
polimerasa sintetiza, a partir de una sucesién de DNA, la correspondiente sucesién
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complementaria de RNA. Durante la sintesis de RNA, el lenguaje del DNA que consta de
sucesiones de A (adenina), G (guanina), C (citosina) y T (timina), se copia o transcribe
en el lenguaje del RNA, en donde la T (timina) se reemplaza por U (uracilo).

Para realizar la transcripciéon, la RNA polimerasa realiza distintas funciones, como apare-
cen en la figura 4.10. A continuacién, detallamos los esquemas de sistemas P que usaremos
para especificar esas interacciones.

RNA polymerase Start site Stop site
ontemplate  on template
strand strand

3 3’
Nascent” 7 " “DNA-RNA
RNA S hybrid region
5!
3'

Cpleted
RNA strand

Figura 4.10: Etapas de la transcipcién [76]

e En primer lugar, la RNA polimerasa reconoce y enlaza reversiblemente a un lugar
especifico al comienzo del gen, llamado promotor, representado por la subcadena

(prom).
Las reglas de reescritura (4.9) describen los procesos de reconocimiento del promotor

por la RNAP, el enlace de la RNAP al promotor y la rotura del enlace del RNAP
del promotor.
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bt [ RNAP + (prom) |} =% [ (prom.RNAP) |;

prop(rsp) = Con| RNAP||(prom)|
(4.9)
rea: | (promRNAP) |; =% r[ RNAP + (prom) ;

prop(rra) = crg|(prom.RNAP)|

¢ Durante la iniciacién de la transcripcién, la RNA polimerasa disuelve las hebras
de DNA a fin de disponer de las bases de la cadena a copiar. Después de que varios
ribonucledtidos han sido polimerizados, la RNA polimerasa se disocia del promotor
que vuelve a estar disponible para otras polimerasas.

Este proceso se describe mediante reglas de reescritura, ry;, sobre multiconjuntos de
cadenas (4.10).

T o [ <RNAP.Siteim;> ]l N [ <siteim'.Tteim'.RNAP> ]l

(4.10)
prop(re) = cinil(RNAP.siteins)|

e Duranta la etapa de elongacién de la hebra, la RNA polimerasa se mueve a lo largo
de la hebra a copiar afiadiendo nucledtidos a la cadena de RNA que se va creando.
La regla de reescritura r¢; (4.11) describe el proceso de elongacién del mRNA.

Tel : [ (%mi.w.RNAP.sitemid) ]l —Ei [ <S'itemid.%im'.w.gﬁmidRNAP> ]l (4 11)

prop(re)) = cep| (sitesn; w. RNAP.sitemiq)]

La constante c.; se usa para calcular la propensidad de la regla r.;. Esa constante
describe el ndmero medio de veces que la RNA polimerasa transcribe un lugar de
longitud siten;q.

e El ultimo paso en la sintesis del RNA es la finalizacién de la transcripcién,
cuando una molécula completa de RNA es liberada de la RNA polimerasa y la
polimerasa se disocia de la molécula de DNA que se estaba copiando. La regla 7,
(4.12) describe dicho paso y la constante ¢, se usa para calcular su propensidad.

Tter : [ (E—i?éim.w.RNAP.siteter) 1 ﬂ) [RNAP -+ (siteter); (%ini.w.%ter)]l (4 12)
Prop(Tiey) = cter|(E?e-,-ni.w.RNAP.siteth -
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s Traduccién:

Es el proceso por el cual la secuencia de nucleétidos de un mRNA se usa para ordenar y
unir aminoécidos en una cadena polipéptida. Esta sucesién de aminodcidos determina la
estructura tridimensional de la cadena polipéptida y su actividad. Por tanto, la traduccién
es fundamental en la produccién de proteinas funcionales.

Anélogamente a lo que sucedia con la transcripcién, los procesos de traduccién se pueden
estructurar en tres etapas: inicio, elongacién y finalizacién (4.11).

Figura 4.11: Etapas de la traduccién [76]

e En nuestra especificacién de sistema P para la etapa de iniciacién, los codones de
iniciacién se describen usando la subcadena(site;,;) en la cadena que describe el
mRNA y los ribosomas son representados por el objeto Rib. La regla ry; describe el
enlace de un ribosoma, Rib, al codén de iniciacién, (site;,;).

i+ | Rib + ( ) ]z. _5 ) i (4.13)
prop(ry;) = cu;|Rib||(stteqn)|

e Los ribosomas dirigen la elongacién de un polipéptido moviéndose a lo largo de una
cadena de mRNA e interactuando con varias proteinas. La regla (4.14) describe un
paso de la elongacién. La constante ¢y, asociada a esa regla representa el numero
medio de lugares representados por site,,;q que son traducidos por unidad de tiempo.

The Rib.siten; e, | (sitemiq-Rib
e : | (Ri ) i ( 4-Rib) | (4.14)

prop(r tle) = Ctlel (Rib'%mz’dﬂ

e La etapa final en la produccién de una cadena de polipéptido consiste en la fina-
lizacién. Los ribosomas se disocian de un mRNA y liberan una cadena completa
cuando alcanzan determinados codones que hacen de punteros finales. Este proceso
se describe mediante la regla ry; (4.15).
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Tt - [ <Rib-%ter> ]l iﬂi) [ R,lb + <§igter>; Prot ]l (415)

prop(ryg:) = Ca (Rib-%terﬂ

4.4. Modelos de Sistemas P y SBLM (Systems Biology
Markup Language)

La diversidad de aproximaciones y métodos en el modelado celular demanda un formato
comin, una especie de lingua franca, que permita la comunicacién entre los aspectos més
importantes de un modelo. El lenguaje SBLM (Systems Biology Markup Language) fue desa-
rrollado como consecuencia de esta demanda. Se trata de un formato que permite representar
redes bioquimicas y es, basicamente, una variante de un eXtensible Markup Language (XML)
que codifica las principales componentes de las redes bioquimicas. Un modelo SBML consta
de una lista de funciones, unidades, compartimentos, especies, pardmetros, reglas, reacciones y
eventos. Esta es la estructura bésica de una especificacién SBML Level 2 (versién 1):

<?xml version="3.0" encoding="UTF-8"7>
<sbml xmlns="http://www.sbml.org/sbml/level2" level ="2" version ="1">
<model id = " ">
<listOfFunctionDefinitions>

</listOfFunctionDefinitions>
<list0fUnitDefinitions>

</list0fUnitDefinitions>
<list0OfCompartments>

</1list0fCompartments>
<listOfSpecies>

</list0fSpecies>
<list0OfParameters>

</listOfParameters>
<listOfRules>

<listO0fRules>
<list0OfReactions>

</list0fReactions>
<listOfEvents>

</list0fEvents>

</model>
</sbml>
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Aqui sélo se describen las listas de unidades, compartimentos, especies pardmetros y reacciones.
Para una descripcién completa de la versién 1 del SBML Level 2, ver [135].

s La lista de unidades permite la definicién y redefinicién de las unidades usadas en este modelo.
Los modelos mesosc6picos usan normalmente el nimero de moléculas como unidades mientras
que los modelos macroscépicos trabajan con unidades de concentracién.

s La lista de compartimentos enumera los compartimentos de un modelo., el cual debe tener, al
menos un compartimento y cada uno de ellos tendrd un identificador, id.

= La lista de especies establece cudles son las especies moleculares del modelo, cada una de las cua-
les deben estar convenientemente identificadas mediante un id, pudiendo especificarse también
un compartimento en donde las especies estdn situadas, la cantidad inicial de concentracién, o
bien otros atributos.

s La lista de pardmeteros contiene la definicién de las constantes que son usadas en el modelo.
También es posible declarar pardmetros locales en la ley cinética de reaccidn.

» La lista de reacciones consta de uns enumeracién de las reacciones del sistema. Una reaccién
consiste de una lista de reactantes, una lista de productos y una ley cinética. La lista de reactantes
y la lista de productos contienen los identificadores de las especies reactantes y productos de la
reaccién.

El lenguaje SBML no deberfa ser mirado como una alternativa a otras representaciones sino, més
bien, como un formato electrénico que se puede usar en conjuncién con las especificaciones de cualquier
otro modelo.

4.4.1. Traduciendo Formatos SBML en Modelos de Sistemas P

Todas las componentes de un fichero SBML Level 2, versién 1, no pueden ser ser traducidas a
un modelo de sistema P. En esta seccién sélo analizaremos cémo se traducen las unidades, especies,
compartimentos y reacciones.

= Las unidades constituyen la primera seccién que debe ser analizada cuando se traduce un
fichero SBML en un modelo de sistema P. Para ello, es necesario chequear las unidades de las
cantidades iniciales de las especies y pardmetros.

s Los compartimentos se consideran en el formato SBML como regiones acotadas en las que
las especies estdn localizadas. En los modelos de sistemas P, las membranas no se corresponden
necesariamente con las membranas de células reales delimitadas por compartimentos.

» Las especies son tratadas en el formato SBML como entidades bioquimicas simples e indi-

visibles, lo que permite su especificacién como objetos en el alfabeto del modelo de sistema
P.

= Las reacciones en el formato SBML se describen en términos de reactantes, productos y una
ley cinética opcional. SBLM no impone ninguna restriccién adicional al nimero de reactantes y
productos. La ley cinética asociada a una reaccién puede ser una expresién matemdtica compleja
especificada en MathML, sin detallar si las tasas son deterministas o estocdsticas.

Los siguientes pasos muestran cémo traducir las reacciones de un fichero SBLM en reglas de
sistemas P, distinguiendo entre reacciones de primer o segundo orden.
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1. Reacciones de primer orden: Las reaccions con un tnico reactante, r, pueden ser
descritas usando diferentes tipos de reglas, en funcién del numero y localizacién de los
productos.

Reacciones con un tinico producto p localizado en una membrana ! (regla de transfor-
macidn):
[rli— (2l

Reacciones con un tnico producto p localizado en una membrane I’ fuera de la mem-
brana [ (regla de difusién hacia fuera):

[T]lL’P[ li

Reacciones con un tnico producto p localizado en una membrana situada dentro de
una membrane [, identificada por la etiqueta I’ (regla de difusidn hacia dentro):

r{ v —=plr
Reacciones con dos productos, p; y pa, localizados en la membrana [ (regla de diso-
ciacién de complejos):

[rli == [p1+p2i

Reacciones con dos productos, p; ¥ p2, con p; localizado en la membrana ' situada
fuera de la membrana [ y p, localizado en la membrana [ (regla de rotura de enlace):

[rli—>p1i(p2 i

Reacciones con dos productos, p1 y p2, con p; localizado en una membrana [ y ps
localizado en una membrana situada dentro de otra etiquetada por I'. (regla de libe-
racion):

r[ v = pilp2l

2. Reacciones de segundo orden: Las reacciones con dos reactantes, 1 y 79, ¥ un tnico
producto p pueden ser descritas usando diferentes tipos de reglas que dependen de la
localizacién de rq, 792 y de p.

Reacciones con los reactantes r1 y 7o localizados en la misma membrane ! y con un
unico producto p localizado, también, en la misma membrana ! (regla de formacion
de complejos):

[r1+r2li = [ph

Reacciones con el reactante r; localizado en una membrana [ y tanto el otro reactante
ro como el producto p estan localizados en la membrane I’ inmediatamente exterior a
ella (regla de enlace):

rilrely = [plr
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e Reacciones con el reactante r; y el producto p localizados en una membrana [ que
es inmediatamente exterior a la membrana I’ donde estd situado el otro reactante
(regla de reclutamiento):

rifrele = ol Iy
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Capitulo 5

Modularizacion en P sistemas

5.1. Moddulos en biologia celular y P sistemas

La funciones celulares se llevan a cabo rara vez por moléculas individuales, la mayorfa de las
funciones celulares surgen como un comportamiento emergente de la interacciones entre mddulos
formados por muchas especies moleculares. Aqui nos referiremos a médulo para designar una entidad
discreta que realiza una funcién especifica separable de las funciones del resto de los mdédulos.

Esta separacién surge del aislamiento fisico de especies moleculares en distintos compartimentos y
de la especificidad en las interacciones moleculares. Ambos casos son facilmente representables en P
sistemas utilizando membranas para el aislamiento fisico y reglas de reescritura para la especificidad
molecular.

Definicidon 5.1.1 Un mddulo de P sistema es un conjunto de reglas de P sistemas que representan
las interacciones moleculares que ocurren repetidamente en muchos sistemas celulares. Un mddulo de
P sistema se identifica con un nombre y tres conjuntos de variables V, C y Lab. V representa las
variables que se pueden instanciar usando los objetos o cadenas que describen las entidades molecula-
res involucradas en las interacciones que forman el modulo. C representa las constantes estocdsticas
asociadas a cada regla. Lab especifica las etiquetas de los compartimentos involucrados en las re-
glas. Formalmente, un module, mod, con variables V, constantes C and etiquetas L se escribe como
mod(V,C, L). Mddulos mds complejos se pueden construir a partir de médulos mds simples mediante
simple unién de conjuntos.

5.2. Una libreria de mdédulos de P sistemas basicos

A continuacién presentamos una serie de médulos de P sistemas que describen los médulos mole-
culares més bésicos:

5.2.1. Modulos de interacciones proteinicas

Primero nos centraremos en mdédulos formados por interacciones protefnicas.

s Médulo de dimerisacién:

dim({X,Y, Z},{c1,c2}, {1}) = { {)Z(]TQ’[;JE}Z,}; } (5.1)
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s Mdédulo de interaccién enzimatica :

[(X+Y L5 [Z],
enz({X,Y, Z, W}, {c1,c2,e3},{l}) = [Z]; (X +Y (5.2)
(Z] 2 [X+W]

Una simplificacién del médulo anterior la constituye el modulo de produccién:

prod({X, Z}, {ar}, {1}) = { [ X 1 =5 [ X + Z 11} (5.3)

» Mdédulo de degradacion:

deg({X},{er}, (1) ={[X i > [ 1}

s Médulo de difusién:

dif fin({X} {ch {}) ={X [ h — [ X 11}
dif fout (X}, i ={[X |1 — X [ 11}

5.2.2. Modbdulos de regulacién de genes

Aqui presentamos tres médulos de P sistemas representando los tres mecanismos bésicos en la
regulacién de genes. Expresién constitutiva o independiente de factores de transcripcidn, regulacién
* positiva y regulacién negativa.

» Mdédulo de expresién constitutiva:

pTOd({G’ R}7 {cl}7 {l}) U
_ p’l"Od({R, P}a {02}7 {l}) U
COTLSt({G,R, P},{Cl,...,04},{l}) - deg({R},{03},{l}) U (54)
deg({P}, {ea}, {1})

s Médulo de regulacién positiva :

dZ’ITL({A, G, G,m}, {61, CQ}, {l})

pTOd({Gon’ R}a {03}v {l})
pos({A,G,Gon, R, P}, {c1,...,c6},{l}) = ¢ prod({R, P},{ca},{1})

deg({R}a {05}1 {l})

deg({ P}, {cs},{l})

(5.5)

cC CccCcCc

= Médulo de regulacién negativa:

Ineg({Rep, G,Goss, R, P}, {c1,...,c6},{l}) =

dim({Rep, G, Gofs},{c1,c2}, {l}) U

p’I‘Od({G, R}7 {03}’ {l}) U (5.6)
= pTOd({R’ P}a {04}a {l}) U

deg({R}’{CS}a{l}) U

deg({P},{cs},{})
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5.3. Modelado de médulos celulares mediante la combi-
nacion de modulos de P sistemas

En esta seccién ilustramos como mddulos celulares complejos se pueden construir a partir de
los médulos de P sistemas bésicos introducidos anteriormente. Utilizaremos los mddulos celulares de
autorregulacién para ejemplificar nuestro método.

5.3.1. Autoregulation in Transcription Networks

» Autorregulacién negativa:

La autorregulacién negative consiste en la regulacién negativa de un gen por la propia pro-
teina que codifica. Se puede obtener un médulo de P sistema para la autorregulacién negativa
utilizando el médulo neg:

NAR({G, Goff, R, P}, {Cl, ey 06}, {l}) = neg({P, G, Goff, R, P}, {Cl, ey 06}, {l}) (5.7)

La propiedad principal de la autorregulacién es que acelera el tiempo de respuesta de un gen,
es decir, es tiempo necesario para alcanzar la mitad de su méxima expresién.

= Autorregulacién positiva:

La autorregulacién positiva se da cuando un gen estd regulado positivamente por la proteina
que él mismo codifica. De la misma manera que el caso anterior podemos disefiar un médulo de
P sistema para este mddulo celular utilizando el médulo previamente definido pos.

PAR({G,Gon, R, P},{c1,...,¢6},{l}) = pos({P,G, Gon, R, P},{c1,...,¢8},{l}) (5.8)

Opuestamente al caso de autorregulacién negativa, la autorregulacién positiva retrasa el tiempo
de respuesta.
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Capitulo 6

Modelado de la Regulaciéon de Genes
en Procaiotas

La estructura y funcionalidad de las células vivas estdn determinadas por un conjunto especifico de
protefnas que ellas mismas contienen, de manera codificada, en su genoma. El control de la expresién
de genes determina qué genes serdn expresados y, por tanto, pueden generar las protefnas que codifican.
Por ello, el proceso de control de la expresién de genes es un aspecto fundamental en Biologia molecular
y es objeto de intensivas investigaciones en el marco de la Biologfa de Sistemas.

En muchas bacterias, o células procariotas, la expresién de genes estd altamente regulada con el
fin de producir las proteinas necesarias para responder a las alteraciones en el entorno. Por tanto, en
un instante determinado una bacteria sintetiza inicamente aquellas protefnas que son necesarias para
la supervivencia en ese momento.

En este capitulo se describen los principios bésicos para la regulacién de genes en células procariotas
usando el marco de los modelos de sistemas P. Como un caso de estudio, analizaremos el sistema de
regulacién del Lac Operon que nos permitird ilustrar los principios generales presentados en el capitulo
3.

6.1. Control de Expresion de Genes en el Lac Operon

La forma més directa de controlar la expresién de un gen es mediante el célculo de su tasa de
transcripcién; es decir, la tasa en la que la RNA polimerasa transcribe el gen en moléculas de RNA
mensajero (mRNA).

Afiadiendo un nuevo sustrato al medio, es posible inducir la formacién de nuevas enzimas capaces
de metabolizar ese sustrato. Un ejemplo de este fenémeno sucede cuando se considera un cultivo de
Escherichia coli (E. coli) que se alimenta de glucosa y transfiere al medio algunas sustancias que
contienen lactosa.

Al principio las células estdn en estado quiescente; es decir, no metabolizan lactosa, decae su acti-
vidad metabdlica y cesa la divisiépn celular. Sin embargo, el cultivo comienza a crecer repentinamente
consumiendo lactosa. Durante el intervalo quiescente, las células llegaron a producir tres enzimas que
no habfan sido elaboradas con anterioridad: una permeasa, LacY, que transporta lactosa desde el me-
dio al interior de la célula a través de la membrana plasmética; B-galactosidasa que hidroliza la lactosa
en glucosa y galactosa; y una transacetilasa, LacA, cuya funcién atin no se conoce con exactitud.

Los genes que codifican estas protefnas involucradas en la recepcién y consumo de lactosa, estdn
localizados en una regién del genoma de la E. coli genome llamado Lac Operon.

El gen lacl codifica una protefna denominada Lacl que actda como un represor, compuesto de
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Figura 6.1: Lac Operon

cuatro pelipéptidos idénticos. Una parte de esta molécula tiene un lugar que es capaz de reconocer y
enlazarse a 24 pares de bases del Lac promotor, llamado Lac Operator, impidiendo a la RNA polimerasa
la transcripcién de los genes lacZ, lacY and lacA que codifican la (-galactosidasa, la permeasa y la
transacetilasa, respectivamente.

El operon lactosa permite a la vez un control positivo y negativo en el sentido siguiente: el lac
represor, Lacl, regula negativamente la expresién mientras que el activador, cAMP-CRP3, activa
positivamente la expresién.

Existen cuatro estados bdsicos de expresién del Lac Operon:operon:

s NO Glucosa y NO Lactosa.

En estas condiciones no se producirs la transcripcién del Lac Operon

= Presente la Glucosa pero NO la Lactosa.

En estas condiciones no se producirs la transcripcién del Lac Operon

= Presente la Glucosa y la Lactosa.

En estas condiciones se producird la transcripcién del Lac Operon pero a bajo nivel.

s NO Glucosa pero abundante Lactosa.

En estas condiciones se producird la transcripcién del Lac Operon a méximo nivel.

La presencia de dos sistemas separados de control permite a la célula responder a las necesidades
impuestas por los cambios en las condiciones de crecimiento.

6.2. Modelado de la Regulacion del Lac Operon usando
Sistemas P

En esta seccién se desarrolla una especificacién y una familia de modelos de sistemas P para el
sistema de regulacién del Lac Operon. Nuestros modelos ilustrardn los principios de especificacion
discutidos en el capitulo 3.
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En los modelos propuestos, estudiaremos el comportamiento del sistema para diferentes condiciones
iniciales en el cultivo (sin o con glucosa y sin o con lactosa).

6.2.1. Una Especificaciéon de Sistema P del Sistema Lac Operon

A continuacién se presenta una descripcién detallada de una especificacién de sistema P para el
sistema de regulacién del Lac Operon.

» Especificacion de las regiones relevantes en el sistema Lac Operon:

En una bacteria E. coli existen dos regiones relevantes:

e La superficie celular de la bacteria que contiene un conjunto de proteinas que controlan el
movimiento de moléculas y detectan sefiales.

e El lumen de la bacteria o interior acuoso de la bacteria, en donde existen una serie de
protefnas complementarias que estdn involucradas en procesos celulares especificos.

De acuerdo con los principios de especificacién presentados en el capitulo 3, se considerdn tres
membranas diferentes para especificar una bacteria E. coli.

1. La primera, identificada por la etiqueta s, representa la superficie celular de la bacteria
que tendrd asociada un multiconjunto de objetos que describen las entidades moleculares
asociadas con la membrana plasmética, y unas reglas de reescritura que especificardn
procesos moleculares.

2. La segunda membrana, identificada por la etiqueta ¢, describird el medio acuoso del interior
de la bacteria y, por tanto, estd situada dentro de la anterior membrana. Esta membrana
tendréd asociada un multiconjunto de objetos y cadenas que describen las entidades mole-
culares situadas en el lumen de la bacteria, y unas reglas de reescritura que especificaran
las interacciones moleculares que tienen lugar en la regién determinada por esa membrana.

3. La tercera membrana, identificada por la etiqueta e, es el cultivo que provocard un com-
portamiento distinto de la bacteria, segin las fuentes de aztcar (glucosa y/o lactosa).

= Especificacién de las entidades moleculares del sistema Lac Operon:

Entre las entidades moleculares involucradas en el sistema Lac Operon, existen dos conjuntos
significativamente diferente de moléculas:

e Por una parte, tenemos proteinas y enzimas involucradas en la seleccién de aztcar del
cultivo (por ejemplo, EIICB y la enzima [-galactosidasa). Estas moléculas pueden ser
consideradas como entidades individuales sin estructura interna.

Los objetos usados en esta memoria para representar las proteinas y enzimas involucradas
en el Lac Operon determinan el alfabeto Opyot.

Oprot ={ EIIA, EITA~ P, EIICB, EIICB——EIIA ~ P, EIICB ~ P, Gluc, Gluc ~
P, EIICB ~ P — —QGluc, Lact, LacY, Lact — LacY, AC, AC — —EIIA, AC —
—EIIA ~ P, ATP, AC — —EIIA ~ P — —ATP, LacY — EIIA, (-Galac, Lact, 8 —
—Galac — —Lact, Allolact, Lacl, Lacl — —Alloct, CRP, CRP — —cAMP, CRP —
~cAMP,, RNAP}
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e Por otra parte, tenemos los genes que codifican la informacién necesaria para la sintesis
de algunas protefnas y enzimas descritas en el alfabeto Op,qt. La estructura lineal de estas
entidades moleculares, genes y mRNAs, serd especificadas usando cadenas. Los lugares
relevantes en el Lac Operon y en el correspondiente mRNA serdn representados usando
simbolos de los alfabetos Ogpe ¥ Orna, respectivamente. Una descripcién detallada de los
lugares representados por los simbolos de Ogpe ¥ Orne SON presentados en la figura 6.2.

Odna = { cap, capCRP=cAMP; o oplacl Nac7, 1acZ,y,,lacZe,lacY s, lacYm,
lacY,,lacA,, lacAn,, lacA.}

Orna = {Rib, 0D, lacZs, lacZ,,,lacZ,,lacY s, lacY p,, lacYe, lacAg, lacA,,, lacA. }

Symbol Site
cap Free CAP site where the activator CRP-cAMP, binds
capCRF—cAMP; CAP site occupied by the activator CRP-cAMP, binds
op Free operator site where the repressor Lacl binds
oplael Operator site occupied by the repressor Lacl binds
iZZSZ[ss Sites marking the‘ start point of the lacZ, lacY and
lacA, lacA gene respectively
lacZ,, . . .
lacY,, Sites located in tk'le middle of the lacZ, lacY and
lacA,, lacA gene respectively
lacZ. Sites located in the final point of the lacZ and
lacY, lacY gene respectively.
Site marking the end of gene lacA which coincides
lacA.

with the transcription termination site of the lac operon

op Site marking the starting point of the mRNA transcript
lacZs lacZe
lacY, TacY.
TacAs TacA.

Sites marking the beginning and end of the reading frames
in the mRNA for the genes lacZ, lacY and lacA respectively

lacZ

IZEYm Sites located in the middle of reading frames of lacZ, lacY and
m .

TacA,, lacA gene respectively

Figura 6.2:

» Especificacién de las interacciones moleculares en el sistema Lac Operon:

A continuacién se presenta una descripcién detallada de las reglas de reescritura que especifican
los procesos moleculares en el sistema Lac Operon.

— Reglas que describen el sistema de transporte de la glucosa.

ri: EIICB [ EIIA~P |, 3EIICB-EIIA~P [ |, ¢; = 0,235 molec™!sec™?

r9: EIICB-EITA~P [ |. 3 EIICB [ EIA~P |, c; = 2 x 107*sec™!

rg: EIICB-EIIA~P | |, 3 EIICB~P | EIA ., c3 = 0,0706 sec™!

r4: Glue [ EIICB~P |5 & [ EIICB~P-Gluc |5, ¢4 = 6,96 x 1073 molec 1sec™!
rs5: | EIICB~P-Gluc ] 2% Gluc [ EIICB~P |5, ¢5 = 1,04 x 1072 sec™!

rg: EIICB~P-Gluc | |, = EIICB [ Gluc~P |, cg = 0,128 sec™!
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— Reglas que describen el sistema de transporte de la lactosa.

re: [ LacY Jo S LacY [ e, ¢ = 0,02sec™?

rg: Lact [ LacY ], 3 [ Lact-LacY |, cg = 5,12 x 10~3molec™sec™!
rg: Lact-LacY [ ]. = LacY [ Lact ., cp = 5,12 x 10™3sec™?

r10: LacY [ EIIA | < LacY-EIIA [ ], cio = 10~* molec™!sec™!

r11: LacY-EIIA [ ], & LacY [ EITA ). cyp = 1073 sec™?

— Reglas que describen la actividad de la f—Galactosidasa.

ri2: [ B-Galac + Lact ], 8 [ f~Galac-Lact |, ci2 = 3,92 x 10™4molec™!sec™?
ri3: | f~Galac-Lact |. 3 [ 3-Galac + Allolact |, c13 = 3,92 x 10™* molec 1sec™!

ri4: [ B-Galac |. 4 [ e c14 = 1,93 x 1074 sec™!

— Reglas que describen la actividad de la alolactosa.

r15: [ Lacl 4+ Allolact |, 23 [ Lacl-Allolact |, ¢i5 = 0,01molec™'sec™!

r16: [ Allolact |, = [ ]ey c16 = 5,58 x 10~ 5sec™?

— Reglas que describen la actividad de la Adenilata Ciclasa.

ri7t AC [ EIIA~P ], 2Y AC-EITA~P [ |, c17 = 2,35 x 10~ ®molec1sec™?
r18: AC-EITA~P [ ]. 2% AC [ EIIA~P |, c1g = 0,01sec™?

r19: AC-EIIA~P [ ATP |. 8 AC~P-EIIA~P-ATP | |,
c19 = 2,35 X 10~ 3molec 1sec™

r90: AC-EIIA~P-ATP [ ]. 2 AC~P-EIIA~P [ cAMP |, cz0 = 0,02sec™?
ro1: AC [ EIIA | 2 AC-EIIA [ |cco1 = 2,35 x 1073 molec1sec™!
re2: AC-EIIA [ | 2 AC [ EIIA |, co = 0,02sec™?

1

— Reglas que describen la formacién del activador CRP-cAMP»2

r93: [ CRP + cAMP |. 2 [ CRP-cAMP |, co3 = 5 x 10™3molec™1sec™!

ro4: [ CRP-cAMP + CRP-cAMP |. 2 [ CRP-cAMP; |,
coa = 5 x 107 3molec™1sec™!

— Reglas que describen la activacién y represién del Lac Operon.

63



ros: [ Lacl 4+ (op ) Je B[ ( op¥®°l) ., ca5 = 0,2molecsec™!

ros: | opleel) |, 2 [ Lacl + (op ) ey C26 = 5sec™1

ror: | CRP-cAMP2 + (cap ) |o B[ ( capCRP—eAMPr Yy
cor = O,Olrroolec_lsec—1

rog: | ( capCRP—cAMP2 y 1 28 [ CRP-cAMP, + (cap ) |e, cos = 5sec™!

— Reglas que describen la iniciacién de la transcripcién en el Lac Operon.

ro0: [ RNAP 4 (cap ) |c B[ (cap.RNAP) ], c29 = 5 x 10~ *molec™1sec™?

r30: | RNAP 4 ( capCRP—cAMP; \ | S0 [ ( 0qpCRP-cAMP: RNAP ) |,

c30 = 0,02molec‘1sec_1

r31: | ( RNAP.op ) | @ [ { op.op. RNAP ) ], c31 = 2sec™!

— Reglas que describen la elongacién del mRNA en el Lac Operon.

r32: [ (Op. RNAP.lacZ, ) . B[ (lacZ,.op.JacZs.RNAP ) ], c32 = 2sec™?
rsg: | (Opw.RNAPacZy, ) Jo 28 [ ( 1acZum.0p.wJacZn, RNAP ) .,

c33 = 2sec™1

ras: | (Op.w.RNAP.dacZ. ) |c 2 [ (lacZ..op.w.JacZ..RNAP ) |,
c3q = 2sec™1

r35: | ( op.w. RNAP. lacY, ) ] 2 [ (lacY,.op.wlacY,.RNAP ) |,
e35 = 2sec™!

rsg: [ (Op.w. RNAP. lacY,, ) |c [ (lacY,,.0p.w.lacY,,.RNAP ) |,
c36 = 2sec™!

ra7: [ (op.w. RNAP. lacYe ) o ¥ [ (lacY..op.wJacY..RNAP ) |,
c3r = 2sec™1

rag: [ ( OPp.w. RNAP. lacA,; ) | =¥ [ (lacA,.5p.w.JacA,. RNAP) |,
c3g = 2sec” !

r39: [ { Op.w. RNAP. lacAy, ) |c B[ (lacAn,.op.w.JacA,,.RNAP ) |,
c3g = 2sec™!

— Regla que describe el final de la transcripcién en el Lac Operon

ra0: | ( Op.w.RNAPJacA. ) |. %8 [ RNAP + (lacA. ) ; ( op.w.lacA. ) |,

cq0 = 2sec™!

— Reglas que describen el inicio de la traduccién.

ra: [ Rib + (TacZs ) 1. 2 [ (RibJacZs ) ]e, cgq = 0,16molec tsec™!
ra2: [ Rib + (lacYs ) e [ (RibJacY,) ], cs2 = 0,16molec™ 1sec™!
r43: [ Rib + (TacA, ) . 2 [ ( RiblacA, ) o, ca3 = 0,16molec sec™!

— Reglas que describen la traduccién y reglas de disociacién del ribosoma.

64



T44 RibJacZ, ) 1o 2 [ (IacZ,.Rib) ], caa = 0,3sec™!

Pl
rg5: [ ( RiblacZy, ) Jc B [ (I1acZmy.Rib ) e, css5 = 0,3sec™!
rs6: [ ( RiblacZe ) | &8 [ B—Galac + Rib + {IacZ. ) ], cs6 = 0,3sec™!
r4r: | ( RibJacY, ) Jc 2 [ (lacYs.Rib ) |e, car = 0,3sec™!
rss: | ( RiblacYy, ) Jc 2 [ (lacY,.Rib) ., csg = 0,3sec™?
r49: | ( RibJacYe ) o P [ LacY + Rib + (lacYe ) ], cg9 = 0,3sec™?
r50: | ( RibJacAs ) | = [ (lacA,.Rib) ], cso = 0,3sec™?
: [ (RiblacA,, ) ] 2 [ (JacA,.Rib) ], cs1 = 0,3sec™!
P

RibJlacA. ) |. =3[ LacA + Rib + (lacA. ) |, cs2 = 0,3sec™!

51

T52

— Reglas que describen la degradacién del mRNA.

rs3: [ (lacZs ) e B[ e, c53 = 0,25ec™!
rsa: [ (1acYs ) Je [ ey 54 = 0,25ec™!

ros: [ (lacAs ) Je B[ e, cs5 = 0,2sec™?

En resumen, nuestra especificacién de sistema P del sistema de regulacién de genes del Lac Operon
es la siguiente tupla:

Hlac = (Oa {e) 570}7 [ [ [ ]3 ]2 ]laMI,MQa M3a R€7R87 RC) (61)

en donde::

e 0= Op’rot U Odna U O'rna-

s Las etiquetas {e, s, ¢} identifican los tipos de compartimentos definidos por las membranas de
Hlac-

s La estructura de membranas consta de tres membranas que definen las regiones relevantes del
sistema.

= Los multiconjuntos iniciales M;, M2 and M3 forman parte de los pardmetros de nuestra especi-
ficacién ;4.

= El conjunto de reglas de reescritura sobre multiconjuntos de objetos y cadenas R., R; y R, estdn
asociados a los distintos compartimentos que integran el sistema.

Re = {T47 TS}
Rs = {7'2, T3, T5,76,79,711, 718,720, 7'22}

Re = {71, 77,710,712, T13, T14, T15, T16, "17, 719, T21, 723, « - - y T55 }
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6.2.2. Modelos de Sistemas P del Sistema de Regulaciéon del Lac
Operon

En esta seccién se introduce una familia de modelos de sistemas P que nos va a permitir estudiar el
comportamiento del sistema de regulacién del Lac Operon bajo diferentes condiciones iniciales. Para
ello, a partir de la especificacién descrita, Ilj,., es necesario identificar los pardmetros asociados a ella,
P(Il.c), y especificar un conjunto de posibles valores a fin de generar una familia de modelos que
procedan a realizar las simulaciones.

De acuerdo con la definicién 3.2.2, los pardmetros de P(Ilj,.) constan de los multiconjuntos iniciales
y las constantes estocdsticas asociadas a las reglas de reescritura:

P(Hlac) = (MO(HZac)vc(Hlac))

s En nuestro caso, las constantes estocisticas asociadas a las reglas de reescritura C(Iljqc) tendrén
un valor fijo recogido en C' y que fueron representadas durante la enumeracién de las reglas.Estos
valores han sido extraidos de la literatura o fueron calculados de acuerdo con la discusién
realizada en la seccién ??, a partir de algunas constantes deterministas usadas en modelos
basados en ODEs, [58, 66, 69, 77, 106].

» Los posibles valores asociados a los multiconjuntos iniciales My = (M;j, M, M) describirdn
cuatro diferentes condiciones iniciales en el entorno, My = {M{, M?, M}, M#}, y una tnica
condicién inicial para la superficie celular My = {Mas} y para el citoplasma Mz = {M3}.
Concretamente son:

e Para el entorno:

M} = (e, )\ N).

o M} = (e, Gluc®0%0 y),
o M} = (e, Lact30%000 ),

o M = (e, Gluc®00000 4 1,5¢¢300000 3y,

[¢]

e Para la superficie celular:
o My = (s, EIICB®® 4 ETICB ~ P09 4 AC100%0 4 LacY®000}, 3).
e Para el citoplasma:

o Msz = (c,ws, s3).
en donde w3 representa los objetos iniciales
w3 = RNAP300 + Rib3000 + EIIA2000 + EIIA ~ P13000 + ATP]OOOOOO + /8 _ Galac3000
+LacI!5% 4 CRP10000

y s3 representa la cadena inicial del Lac Operon:
30 12

AN A

( cap. op . lacZs.JacZm,. - - - JacZ,, JacZe . lacYs.dacY m. - - - 1acY placYe .
6

N

lacA,dacA,. - - - JacAm,.lacA, )

Estos pardmetros dan lugar a una familia, Fjoc(Ijec; (Mo, C)), que consta de cuatro modelos dife-
rentes de sistemas P para la especificacién del sistema Lac Operon ITj,,:

1. PSMy = (yye; (M}, Mo, M3),C)
2. PSM; = (Hlac; (M127 Mo, M3)7 C)
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3. PSM3 = (Hlac; (Mfa M27 M3)7 C)

4. PSMy = (Iyoe; (M3, Mo, M3),C)

6.3. Anadlisis de la Expresion de Genes en Lac Operon

En esta seccién se analiza el comportamiento del Lac Operon bajo diferentes condiciones iniciales
mediante la ejecucién de simulaciones de los cuatro modelos antes decritos, PSM;, PSMy, PSM3 y
PSM,. Para ello, usaremos el algoritmo multicompartimental de Gillespie descrito en la seccién 3.3 y
un simulador que implementa dicho algoritmo y que esté disponible en [134].

Las condiciones iniciales que se estudian son: (a) ausencia de lactosa y glucosa; (b) abundan-
cia de lactosa y ausencia de glucosa; (c) ausencia de lactosa y abundancia glucosa; (d) abundancia
de lactosa y glucosa. Estas cuatro condiciones son descritas en los cuatro modelos de sistemas P,
PSM,,PSM,, PSM3s y PSM, descritos en la seccién previa. Se analizard el comportamiento de ca-
da modelo de sistema P, presentando la evolucién en el tiempo del nimero de moléculas de algunas
proteinas y enzimas prinicpales, asi como mediante la descripcién de la configuracién del Lac Operon
que determina el nivel de expresién de los genes.

= Comportamiento del sistema sin glucosa y sin lactosa en el entorno: modelo PSMj.

En estas condiciones, un estado caracteristico del Lac Operon obtenido en nuestro simulador es
el siguiente:

cap-CRP-cAMP_2 RNAP op-Lacl lacZ_s lacZm —op Rib
~lacZ_s —lacZ_m RNAP lacZm lacZm lacZm lacZm

lacZm lacZm lacZm —op Rib —lacZ_s —lacZ_m —lacZ_m
—lacZ_m —lacZ._m -lacZ_m -lacZ_m-lacZ_m -lacZ_m RNAP
lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm
lacZm lacZ.m lacZm lacZm lacZ.m lacZm lacZm lacZm
lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZm lacZ_e
lacY s lacYm lacYm lacYm lacY.m lacY.m lacYm lacYm
lacYm lacYm lacYm lacYm lacY_e lacA_s lacAm lacAm
lacAm lacAm lacA e

La configuracién del Lac Operon en el modelo PSMy, ( capCRP-cAMP: gNaPp.oplacl y produce un
leve incremento en la expresién de los genes codificados.

» Comportamiento del sistema con abundante glucosa y sin lactosa en el entorno: modelo
PSM,.

En estas condiciones ningin activador serd enlazado en el sitio CAP del Lac Operon. Puesto
que no existe lactosa en el entorno, no aparecerd alolactosa en el citoplasma y el represeor se
activard. Por tanto, en estas condiciones la configuracién del switch serd ( ca,p.opLa“CI ), que

sélo permite transcripcién del Lac Operon a tasas muy bajas.

» Comportamiento del sistema sin glucosa pero con abundante lactosa en el entorno: modelo
PSMs;.

En estas condiciones, por una parte la ausencia de glucosa en el entorno permite a la enzima
EITIA~P interactuar con AC en la sintesis de un alto nimero de cAMP. Por otra parte, puesto
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que la lactosa es abundante en el entorno, serd transportada por la permeasa LacY hacia el cito-
plasma. Luego, en este caso el Lac Operon sers, a la vez, inducido (ningtn represor serd enlazado
al operador) y activado (el activador serd enlazado al sitio CAP) Por tanto, la configuracién del
switch serd ( capCRP'CAMPQ.op )} v los genes codificados en el Lac Operon serdn transcritos
masivamente.

Comportamiento del sistema con abundante glucosa y con abundante lactosa en el entorno:
modelo PSM;.

En estas condiciones, la configuracién del switch serd ( cap.op ); es decir, el Lac Operon serd in-
ducido pero ningin activador CRP-cAMP, se enlazard al sitio CAP. Ello produce una tasa
relativamente baja de transcripcién de genes codificados en el Lac Operon.
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Capitulo 7

Modelado de la Traduccion de Senales

Uno de los pocesos celulares mds importantes consiste en la percepcién de sefiales externas a través
de receptores situados en la superficie celular. Las células observan el estado de cambio en el entorno
mediante estos procesos y producen la respuesta correcta adaptando su funcionamiento de acuerdo
con las sefales que reciben. La importancia de las membranas en el funcionamiento y la estructura
de los sistemas de traduccién es clara y, por ello, los sistemas P parecen un marco adecuado para el
desarrollo de modelos de tales sistemas.

7.1. Traduccion de Senales

La traduccién de sefiales es una coleccién de procesos celulares por el cual las células traducen
sefiales extracelulares en respuestas especificas. Entre esos procesos caben destacar enlaces, roturas de
enlaces de la sefial al dominio extracelular del receptor, reclutamiento y liberacién de protefnas desde
y hacia el citoplasma, degradacién molecular y transformacién.

El modelado del comportamiento dindmico de las cascadas de sefiales no es nada ficil. El conoci-
miento que se tiene actualmente de los caminos y de sus interacciones es bastante incompleto. Adems4s,
el efecto de una senal puede cambiar el estado de toda la célula.

En la figura 7.1 se ilustra una sucesién ordinaria de eventos en las cascadas de sefiales que consti-
tuyen un sistema de traduccién de sefiales: la sefial (una sustancia quimica que acttia como ligando)
se aproxima a la superficie celular y las células tratan de importarla bien a través de una serie de
estfmulos que permiten el enlace con su respectivo receptor (como sucede en el caso del Lac Operon),
o bien a través de un receptor que sélo transmite al interior de la célula la informacidn.

7.2. Algoritmo Determinista con Tiempo de Espera

En la seccién 3.3.1 se presenté una generalizacién del algoritmo clédsico de Gillespie a estructuras
compartimentalizadas de sistems P (algoritmo multicompartimental de Gillespie) y su uso estuvo
motivado por el hecho de que sistemas con un bajo ntimero de moléculas (entiéndase como tal, por
debajo de mil) no pueden ser modelados usando ODEs.

Ahora bien, para sistemas con un alto nimero de moléculas son vélidas las aproximaciones deter-
ministas. En esta seccién se presenta una versién determinista del algoritmo multicompartimental de
Gillespie, que denominaremos algoritmo determnista con tiempo de espera.

En un modelo de sistema P, dado el estado de un compartimento ¢, M; = (L, ws, si), la siguiente
regla a aplicar y el tiempo de espera correspondiente es calculado como sigue:
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Figura 7.1: Traduccién de sefales.

1. Para cadaregla en r; € Ry, calcular su velocidad, v;(M;), multiplicando la constante estocdstica

cé-" asociada a r; € Ry, por el nimero de posibles combinaciones de los objetos y subcadenas

presentes en la parte izquierda de la regla.

2. Calcular el tiempo de espera asociado a r; € Ry, asi:

1

= 0D (7.1)

7j

Entonces, las reglas asociadas a las membranas del sistema son ordenadas en una cola de prioridad,
en orden ascendente respecto del tiempo de espera. Tras aplicar la primera regla y dependiendo del
tipo que se trate, habrd que actualizar los compartimentos afectados as{ como los tiempos de espera
de las reglas asociadas a esos compartimentos. El algoritmo para cuando se alcanza un tiempo de
computacién prefijado.

Una especificacién del algoritmo es la siguiente:

e Inicializacién

o Poner el tiempo de simulacién a t = 0;

o Para cada regla r; asociada a cada membrana ¢ en p, calcular la terna (73, ,4) usando el
procedimiento descrito anteriormente; construir una lista conteniendo todas esas ternas;

o Ordenar la lista de ternas (7;, 7,¢) de acuerdo con 7;, en orden ascendente;
e Iteracion

o Extraer la primera terna, (7i,, jiy, t0) de la lista;
o Poner el tiempo de simulacién a t =t + 7;y;
o Actualizar el tiempo de espera para las restantes ternas de la lista, restando 7;y;

o Aplicar una séla vez la regla Tj;, €n la membrana o;
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o Para cada membrana i afectada por la aplicacién de la regla, quitar de la lista todas las
ternas correspondientes a las reglas asociadas a ¢, (7}, ji, ¢');

o Para cada regla asociada a cada membrana i’ afectada por la aplicacién de la regla Tig
calcular su correspondiente terna;

o Anadir las nuevas ternas a la lista y ordernarlas de acuerdo con el tiempo de espera,
reiterando el proceso.

e Parada

o La simulacién termina cuando el tiempo ¢ alcanza o excede un tiempo mdximo prefijado.

7.3. Modelado de una Cascada de Senales del EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) pertenece a la familia de receptores de la
quinasa tirosina y su enlace con el del factor de crecimiento epidérmico (EGF) induce un proceso de
dimerizacién en el receptor y un proceso de autofosforilizacién en el domio intracelular. Entonces se
reclutan una serie de proteinas inicidndose una compleja cascada de sefiales. Dos caminos principales
permiten la activacién de la proteina Ras-GTP por hidrolizacién de Ras-GDP. El primero depende de
la proteina Shc y el segundo no. La proteina Ras-GTP actdia como un switch que estimula la cascada
de la Mitogen Activated Protein (MAP) que produce la fosforilizacién de las proteinas Raf, MEK
and ERK, que juegan un papel crucial en la regulacién de varias proteinas celulares y en factores de
transcripcién del nicleo celular. Se ha constatado que una disfuncién de la expresién del EGFR, o de
la produccién del ligando estd asociada fuertemente con procesos de génesis de tumores.

En esta seccién se presenta una especificacién de sistemas P y una familia de modelos para una
cascada de sefiales del EGFR. Nuestra especificacién y nuestros modelos sélo tratardn interacciones
protefnicas; por tanto, sélo usaremos objetos para representar las entidades moleculares y reglas de
reescrituras sobre multiconjuntos para describir las interacciones moleculares del sistema.

7.3.1. Una Especificacién de Sistema P para una Cascada de Senales
del EGFR

Las membranas de nuestro sistema P de especificacién serdn tres: el entorno (donde estaran loca-
lizadas las senales), etiquetado por e, la superficie celular (donde estardn el receptor y los complejos
involucrados en el proceso), etiquetado por s, y el citoplasma (en donde la cascada se desarrolla pro-
piamente), etiquetada por c. La rafz de la estructura es el entorno, la superficie celular es hija del
entorno y el citoplasma es hijo de la superficie celular.

El alfabeto de trabajo describe las entidades moleculares que consideramos relevantes:

Finalmente, las reglas asociadas a las distintas regiones describen las interacciones que se pueden
producir entre las distintas entidades moleculares que conforman el sistema. Para cada regla se tiene
una constante macroscépica determinista, obtenida de los modelos basados en ODEs que aparecen en
[32, 68, 81, 115, 117, 119, 130]

= Activacién del Receptor
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Object

Molecular Entity

EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EGFR-EGF EGFR and EGF complex

EGFR-EGF2, EGFR-EGF2*

Dimerised and Phosphorylated Receptor

TP1, TP2, TP3, TP4

Tyrosine Phosphatase 1,2,3,4

EGFR-EGF2*-TP1

Phosphorylated Receptor and TP1 complex

EGFR-EGF2-TP1

Receptor, TP1 complex

PLC, PCL*

Phospholipase C-v and its phosphorylated state

EGFR-EGF2*-PLC

Phosphorylated Receptor and PLC complex

EGFR-EGF2*-PLC*

Phosphorylated Receptor and PLC* complex

PLC*-TP2 PLC* and TP2 complex
PLC-TP2 PLC and TP2 complex
PI3K, PI3K* Phosphatidylinositol 3-kinase and its phosphorylated state

EGFR-EGF2*-PI3K

Phosphorylated receptor and PI3K complex

EGFR-EGF2*-PI3K*

Phosphorylated receptor and PI3K* complex

PI3K*-TP4 PI3K* and TP4 complex

PI3K-TP4 PI3K and TP4 complex

Grb2 Growth factor receptor binding protein 2
EGFR-EGF2*-Grb2 Phosphorylated receptor and Grb2 complex
SOS Son of sevenless homologue protein

EGFR-EGF2*-Grb2-508

Phosphorylated receptor, Grb2, SOS complex

Grb2-SOS

Grb2 and SOS complex

She, Shc*

src homology 2 domain and its phosphorylated state

EGFR-EGF2*-She

Phosphorylated receptor and Shc complex

EGFR-EGF2*-Shc*

Phosphorylated receptor and Shc* complex

Shc*-TP3

Shc* and TP3 complex

She-TP3

Shc and TP3 complex

EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2

Phosphorylated receptor, Shc* and Grb2 complex

EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS

Phosphorylated receptor, Shc*, Grb2 and SOS complex

Shc*-Grb2-S08

Shc*, Grb2 and SOS complex

Shc*-Grb2-SOS

Shce* and Grb2complex

Ras-GDP, Ras-GTP, Ras-GTP*

Ras protein and its hydrolised state

Raf, Rar*

Raf protein and its phosphorylated state

Ras-GTP-Raf

Ras-GTP and Raf complex

MEK, MEK-P, MEK-PP

Mitogen-activated Protein Kinase and its phosphorylated states

ERK, ERK-P, ERK-PP

External Regulated Kinase and its phosphorylated states

Raf*-MEK Raf* and MEK complex
Raf*-MEK-P Raf* and MEK-P complex
MEK-PP-ERK MEK-PP and ERK complex
MEK-PP-ERK-P MEK-PP and ERK-P complex
P2, P3 Phosphatases 2,3

MEK-P-P2 MEK-P and P2 complex
MEK-PP-P2 MEK-PP and P2 complex
ERK-P-P3 ERK-P and P3 complex
ERK-PP-P3 ERK-PP and P3 complex

Figura 7.2: Objetos en una especificacién de sistema P en EGFR

Regla Constante cinética
r1 : BGF [ EGFR , —-L [ EGFR-EGF |, k1 =3 x 1073
re : | EGFR-EGF |, =% EGF [ EGFR Js ky =6x 102
r3 : [ EGFR-EGF + EGFR-EGF |, = [ EGFR-EGF2 |, | ks = 1,1 x 10~2
r4 : [ EGFR-EGF?2 |s —% [ EGFR-EGF + EGFR-EGF |, | k4 = 0,814

r5 : [ EGFR-EGF2 |, — [ EGFR-EGF2*|s ks = 2,71

6 : [ EGFR-EGF2*], =% [ EGFR-EGF? |, kg = 0,0271

r7 : EGFR-EGF2*[ TP; | - EGFR-EGF2*-TP{| . k7 = 0,03

rg : EGFR-EGF2*-TPq[ |. =% EGFR-EGF2*[ TP1]. kg = 5,91

rg : [ EGFR-EGF2*-TP1]s =2 [ EGFR-EGF2-TP1]s ko = 7,44

r10 : EGFR-EGF2-TP1[ ] 2% EGFR-EGF2 [ TP1l. k1o = 5,1 x 10~3
r11 : EGFR-EGF2 [ TP;]. 2% EGFR-EGF2-TP| . k11 =2x 1074
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s Internalizacién y degradacién del receptor

Regla Constante cinética
r12 : EGFR | | 23 [ EGFR . k12 = 5x 1075
ri3: [ EGFR | 23 EGFR | |. k13 =5x 103
r14 : EGFR-EGF2*[ | &% [EGFR-EGF2*], k14 = 5% 1075
r15: [EGFR |c 251 ). k15 = 6,64 x 10—%
r16: [EGFR-EGF2* | - 225 [, 6,64 x 10~4

r7: [BEGF | ¢ 25 ()¢ k17 = 1,67 x 104
r1s : [ EGFR-EGF2*-Grb2 CPP | ; % | EGFR-EGF2*-Grb2-CPP | s | k18 = 1,73 x 107
r19 : [ EGFR-EGF2*-Grb2-CPP | , <% | EGFR-EGF2*-Grb2 CPP | , | k1o = 1,66 x 10—3
ra0 : EGFR-EGF2*-Grb2-CPP [ ] . 225 [ EGFR-EGF2*-Grb2 CPP | . | k20 = 0,003

ro1: [CPP| . 2L CPP ], ' kpy = 105

= Camino PLC,

Regla Constante cinética
ro9 : EGFR-EGF2* [ PLCy | . =23 EGFR-EGF2*-PLC, [] ¢ | k22 =0,1

23 : EGFR-EGF2*-PLC, [] ¢ -3 EGFR-EGF2* [PLCy ] ¢ | koz =1

24 : [ EGFR-EGF2*-PLC, | s =25 [ EGFR-EGF2*-PLC% | 5 | k24 = 10

ra5 : [ EGFR-EGF2*-PLCY, | s =25 [ EGFR-EGF2*-PLC, ], | 0,1

r26 : EGFR-EGF2*-PLC% [] . =25 EGFR-EGF2* [ PLC? | ¢ | ko = 1,5 x 10~*
a7 : EGFR-EGF2* [ PLC?% | . %5 EGFR-EGF2*-PLC% [} . | kor =7,5x 1078
ros : PLCY [ ]« =23 [ PLCY | & kog =1

a9 : [ PLCY | s <23 PLCY [] & k2o = 0,03

r30 : [ PLC* + TPy | ¢ =% [ PLC:-TP; | . ksg = 1,5 x 10~4
731 : [ PLCX-TP3 | o =34 [ PLCY + TP3 ] . k31 = 1,5 x 1073
732 : [ PLCX-TP3 | ¢ =3 [ PLC,-TP2 ] ¢ ksa = 0,1

33 : [ PLCy-TP3 ] ¢ =25 [ PLCy + TP2 | ¢ kss = 10~5

r34 : [ PLCy TP2 | ¢ =24 [ PLC,-TP2 | ¢ kg =1,8x 1077

s Camino Grb2

Regla

T35

: EGFR-EGF2* [ Grb2 | . =5 EGFR-EGF2*-Grb2 [ ] «

kss = 1,5 x 1073

r3¢ : EGFR-EGF2*-Grb2 [ ] - =% EGFR-EGF2* [Grb2 ] . ksg = 0,2

r37 : EGFR-EGF2*-Grb2 [ SOS | . =% EGFR-EGF2*-Grb2-SOS [] ¢ | ksv = 0,01

r3g : EGFR-EGF2*-Grb2-SOS [] . =23 EGFR-EGF2*-Grb2 [ SOS | . | kas = 0,06

r39 : EGFR-EGF2*-Grb2-80S [ ] . =5 EGFR-EGF2* [ Grb2-SOS | « | kso = 2,8 x 103
r40 : EGFR-EGF2* [ Grb2-SOS | =% EGFR-EGF2*-Grb2-SOS [| ¢ | k4o = 5,3 x 10~53

T41

[ Grb2-808 | « =24 [ Grb2 + SOS | ¢

ka1 =104

T42

: [ Grb2 + SOS | - <2 [ Grb2-S0S ] .

kap = 6,7 x 10~

s Camino Shc

73

Constante cinética




MRe

gla Constante cinética
r43 : EGFR-EGF2* | She | ¢ =43 EGFR-EGF2*-She [] . ka3 = 0,1
r44 : EGFR-EGF2*-She [ | - <24 EGFR-EGF2* [ She] . kaa=1
r45 : | EGFR-EGF2*-She | , —25 [ EGFR-EGF2*-She* | 4 ka5 = 20
46 : | EGFR-EGF2*-She* | ; 25 [ EGFR-EGF2*-Shc | s kag = 0,2

T47

: EGFR-EGF2*-Shc* | ] . <% EGFR-EGF2* | Shc* | .

ka7 =5 x 1074

48

: EGFR-EGF2* [ Shc* | =5 EGFR-EGF2*-She* [] ¢

kag = 3,56 x 1077

T49 :

[ She* + TP3 | ¢ =5 [ She*-TP3 | ¢

k4o = 5 x 103

50

: [ She*-TPs | o =25 [She* + TP3 | ¢

kso = 9,5 x 10™2

51 ¢

[ She*-TP3 | ¢ =25 [ She-TP;3 | ¢

ks1 = 0,15

r52 ¢

[ She-TPs | ¢ =22 [She + TP3 | «

kso =2 x 1074

753

[ She + TPs | ¢ =3 [She-TP3 | o

kss =4 x 1076

754

. EGFR2*-Shc* [ Grb2 ] ¢ =% EGFR2*-Shc*-Grb2 [] o

ksy = 1,5 x 1073

T55

: EGFR2*-Shc*-Grb2 [ ] ¢ =35 EGFR2*-She* [Grb2] «

kss = 4,95 x 1072

T56

: EGFR2*-Shc*-Grb2 [ ] =25 EGFR2* | She*-Grb2 ] o

ksg = 6,5 x 1074

T57

: EGFR2* [ Shc*-Grb2 | » =5 EGFR2*-Shc*-Grb2 [ ] ¢

—

ksr = 1,4 x 1078

rsg : | She*-Grb2 | o =25 [ She* + Grb2] . ksg = 1x 1073
759 ¢ [ She* + Grb2 | ¢ =5 [ She*-Grb2 | ¢ ksg = 1x 1075
reo : EGFR2*-She*-Grb2 [ SOS | » =% EGFR2*-She*-Grb2-SOS [ ¢ | keo = 0,015
re1 : EGFR2*-Shc*-Grb2-508 [ ] 2% EGFR2*-Shc*-Grb2 [ SOS | - | ke1 = 0,03

762

€62,
—_—

: EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS [ | « 2% EGFR2* | Shc*-Grb2-S0S | ¢

kgo = 1,1 x 1073

763

: EGFR2* [ Shc*-Grb2-SOS | ¢ <25 EGFR2*-Shc*-Grb2-S0S [ ] ¢

kga = 2,37 x 10~6

r64 : [ She*-Grb2-S08 | ¢ =24 [ She*-Grb2 SOS | ¢ kes = 0,06

65 : [ She*-Grb2 SOS | ¢ =25 [ She*-Grb2-808 | » kgs = 0,03

766 : [ Shc*-Grb2-SOS | o =25 | She* Grb2-SOS | ¢ kee = 0,035

re7 : [ She* Grb2-SOS | ¢ =25 [ She*-Grb2-SOS | ¢ ke7 = 2,5 x 1072
res : EGFR2*-Shc* | Grb2-SOS | . =% EGFR2*-Shc*-Grb2-S0S [ . | keg = 0,5

69 : EGFR2*-Shc*-Grb2-808 [ ] c =% EGFR2*-She* [ Grb2-S0S | ¢ | keo = 0,1

= Actividad interna del receptor

Regla Constante cinética
70 : | EGF + EGFR | . <% [ EGFR-EGF | . k7o =3x 1078

r71 | EGFR-EGF | . <% | EGF + EGFR | . k71 = 0,06

r7a : | EGFR-EGF + EGFR-EGF | . &3 [ EGFR-ECGF2 ] . k7o = 1,1 x 1072

r73 : [ EGFR-EGF2 | . X5 | EGFR-EGF + EGFR-EGF | ¢ krs = 0,814

r74 : [ EGFR-EGF2 | . =% [ EGFR-EGF2* | . krq = 2,71

r7s : [ EGFR-EGF2* | . =5 [ EGFR-EGF2 | . k75 = 0,0271

r76 : [ EGFR-EGF2* + TP: | o =5 [ EGFR-EGF2*-TP; | . kre = 5,1 x 1073

r77 : | BGFR-EGF2*-TP; | . 2% [ EGFR-EGF2* + TP; | ky7 = 5,91

reg : | EGFR-EGF2*-TP; | . =% [ EGFR-EGF2-TP; | . ks = 7,44

r79 : [ EGFR-EGF2-TP, | - 2% [ EGFR-EGF2 4+ TPy | ¢ krg = 5,1 x 1073

rgo : [ EGFR-EGF2 + TP1 | - =% [ EGFR-EGF2-TP1 ] » ksg =2 x 1074

rg1 : | EGFR-EGF2* + Grb2 ] . <24 [ EGFR-EGF2*-Grb2 | ¢ kg; =1,5x 1073

re2 : [ EGFR-EGF2*-Grb2 | . =23 [ EGFR-EGF2* + Grb2 | . kg2 = 0,2

rgg : | EGFR-EGF2*-Grb2 + SOS | . =25 [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS | ¢ | ks3 = 0,01

rg4 : | EGFR-EGF2*-Grb2-S08 | . =24 [ EGFR-EGF2*-Grb2 + SOS | ¢ | kss = 0,06

rgs : | EGFR-EGF2*-Grb2-SOS | , =5 [ EGFR-EGF2* + Grb2-SOS | ¢ | ks = 2,8 x 103

786 : [ EGFR-EGF2* + Grb2-S0S | . =25 [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS | ¢ | kss = 5,3 x 10~5

rgr : [ EGFR-EGF2* + She | - =25 [ EGFR-EGF2*-She | ¢ kgr = 0,1

rgg : | EGFR-EGF2*-She | - —=5 [ EGFR-EGF2* + Shc | ¢ kg =1

789 : | EGFR-EGF2*-She | » 2% [ EGFR-EGF2*-Shc* | ¢ kgg = 20

roo : | EGFR-EGF2*-Shc* | » =% | EGFR-EGF2*-She | « koo = 0,2

ro1 : | EGFR-EGF2*-Shc* | . =24 [ EGFR-EGF2* + She* | o 5% 1074

792 : [ EGFR-EGF2* 4 She* | . =23 [ EGFR-EGF2*-She* | ¢ 3,56 x 10~7
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Regla Constante cinética
ro3 : | EGFR2*-Shc* + Grb2 | » =23 [ EGFR2*-Shc*-Grb2 | ¢ 1,5x 108

rgq : | EGFR2*-Shc*-Grb2 | . 224 | EGFR2*-She* + Grb2 ] ¢ 4,95 x 1072

g5 : | EGFR2*-Shc*-Grb2 | . =25 [ EGFR2* + Shc*-Grb2] . 6,5 x 10~4

r6 : [ EGFR2* 4+ Shc*-Grb2 | . =25 [ EGFR2*-Shc*-Grb2 | . 1,4 x 10—6

g7 : [ EGFR2*-Shc*-Grb2 + SOS | » =% [ EGFR2*-She*-Grb2-SOS | ¢ | ko7 = 0,015

798 : [ EGFR2*-Shc*-Grb2-S0S | . =25 [ EGFR2*-She*-Grb2 + SOS | » | kog = 0,03

g9 : [ EGFR2*-Shc*-Grb2-80S | =% [ EGFR2* + Shc*-Grb2-S0S | ¢ | koo = 1,1 x 103

7100 : [ EGFR2* + Shc*-Grb2-50S | ¢ 2% [ EGFR2*-Shc*-Grb2-S0S | ¢

k100 = 2,37 x 10—6

r101 : | EGFR2*-She* + Grb2-SOS | . 2% [ EGFR2*-She*-Grb2-SOS | ¢ | k101 = 0,5

102 : [ EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS | » 2% [ EGFR2*-She* + Grb2-SOS | ¢ | k102 = 0,1

Camino PISK

Regla Constante cinética
r103 :EGFR-EGF2* | PI3K | . 2% EGFR-EGF2*-PI3K || . k103 =0,1

7104 : EGFR-EGF2*-PI3K | ] . 2% EGFR-EGF2* [ PI3K | k104 =2

r105 : | EGFR-EGF2*-PI3K | s 1% [ EGFR-EGF2*-PI3K* | s | k105 = 9,85

r106 : [ EGFR-EGF2*-PI3K* | , 2% [ EGFR-EGF2*-PI3K | . | kios = 0,985

r107 : EGFR-EGF2*-PI3K* [ | . 2% EGFR-EGF2* [ PI3K* | . | k107 = 0,047

r108 : EGFR-EGF2* [ PI3K* | , 22 EGFR-EGF2*-PI3K* [ | o | k108 = 4,82 x 105
r109 : [ PI3K* TPy ] o 2% [ PI3K*-TP4 | . k1g9 = 7 % 10™%
r110 : [ PIBK*-TP4 | » 233 [ PI3K* TP4 | ¢ k110 =7 % 1073
r111 : [ PIBK*-TPy4 | o 283 [ PI3K-TPy4 | ¢ ky13 = 0,03

r112 : [ PIBK-TP4 | - 223 [ PI3K TP4 | ¢ k112 =8x 1075
r113 : [ PI3K TPy | o 233 [ PI3K-TPy ] ¢ k113 = 6,7 x 10~6

= Activacién de las proteinas Ras y Raf

Regla Constante cinética
r114 : | EGFR-EGF2*-Grb2-S0S + Ras-GDP ] ; 214 [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP | , k114 = 0,015

115 ¢ | EGFR-EGF2*-Grb2-S0S-Ras-GDP | ; 21§ [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GDP | ¢ k115 =13

r116 : | EGFR-EGF2*-Grb2-80S-Ras-GDP | ; 21§ [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GTP | , k116 = 0,5

r117 : | EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GTP | 217 [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP | 4 k117 =1x 1074
r118 : [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GTP* | , 11§ [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP | k118 = 2,1 x 10—8
119 : | EGFR-EGF2*-Grb2-S0S-Ras-GTP ] ; 213 { EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GTP* | , k119 =0,4

r120 : [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP | , 228 [ EGFR-EGF2*-Grb2-SOS + Ras-GDP | , k120 = 0,023

121 : | EGFR-EGF2*-Grb2-S08 + Ras-GDP | 5 22} | EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP | ¢ k1o1 = 2,2 x 1074
133 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0S + Ras-GDP | , 223 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GDP | , | k122 = 0,015

r123 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0S-Ras-GDP | 5 23 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GDP | , | k123 = 1,3

r124 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0S-Ras-GDP | , 22 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GTP | s | k124 =0,5

r125 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GTP ] s 23 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0S-Ras-GDP | ;| kyos =1 x 1074
126 : [ Ras-GTP + Raf ] ; 223 [ Ras-GTP-Raf] , k126 = 0,001

127 : [ Ras-GTP-Raf ] s 225 [ Ras-GTP + Raf] s k127 = 0,0053
7128 : | Ras-GTP-Raf | ; 22§ [ Ras-GTP* Raf* | , k12s =1

7129 : | Ras-GTP* + Raf* | s 23 [ Ras-GTP-Raf] » k19 =7 x 10~4
r130 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GTP* | , 228 | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GTP | 5 | k130 = 7,9 x 10~3
r131 : [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GTP | 5 =3} | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GTP* ]| 5 | k131 = 0,3

r132 : [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GTP | , 133 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0S + Ras-GDP |, | kisz = 0,023

7133 : | EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS + Ras-GDP | ; 223 [ EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GTP | s | k133 = 2,2 x 1072
7134 : Raf* [ Phosp; | ¢ 224 Raf*-Phosp | ] ¢ k134 = 0,0717
7135 : Raf*-Phosp; ] « 223 Raf* [ Phosp; | ¢ k135 =0,2

r136 ¢ Raf*-Phospy [] ¢ €138 Raf | Phospi ] ¢ kise =1

Activacién de las proteinas MEK y ERK
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Regla Constante cinética
r137 : Raf* [ MEK ] c 2% Raf*-MEK [ ] « kyg7 = 0,0111
138 : Raf*-MEK [] =25 Raf* [ MEK | . ki3g = 0,01833
130 : Raf*-MEK [] - £33 Raf* [ MEK-P | . k130 = 3,5

7140 : Raf* [ MEK-P | o 240 Raf*-MEK-P [] . k140 = 0,0111
7141 : Raf*-MEK-P [ ] . 24 Raf* | MEK-P | . k141 = 0,01833
r142 : Raf*-MEK-P [] . 222 Raf* [ MEK-PP | . ka2 = 2,9

r143 : [ MEK-PP + Phosps | ¢ 243 [ MEK-PP-Phosps | ¢ ka3 = 1,43 x 10—2
r144 : [ MEK-PP-Phospy | o =24 | MEK-PP + Phosp2 | ¢ | k144 = 0,8

ri45 1 [ MEK-PP-Phosps | ¢ 243 [ MEK-P + Phosps | ¢ k145 = 0,058

r146 : | MEK-P + Phospa | ¢ =23 [ MEK-P-Phospz ] ¢ k146 = 2,5 X 1072
r147 : | MEK-P-Phosps | ¢ 45 [ MEK-P + Phospz ] ¢ k147 = 0,5

148 : | MEK-P-Phosps | « 228 [ MEK + Phosp2 ] ¢ k14g = 0,058

r149 : | MEK-PP + ERK ] . 248 [ MEK-PP-ERK ] . kg0 = 1,1 X 1074
r150 : | MEK-PP-ERK | . %% [ MEK-PP + ERK ] . k150 = 0,033

ri51 : | MEK-PP-ERK | . 2% [ MEK-PP + ERK-P | . kis1 = 16

ri50 : | MEK-PP + ERK-P | . 253 [ MEK-PP-ERK-P | . kis2 = 1,1 x 1074
r153 : [ MEK-PP-ERK-P | ;. 223 [ MEK-PP + ERK-P ] . | k153 = 0,033

154 : | MEK-PP-ERK-P | ; %3 [ MEK-PP + ERK-PP | ¢ | k154 = 5,7

7155 : [ ERK-PP + Phosps | ¢ 188 [ ERK-PP-Phosps ] ¢ k155 = 0,0145
r156 : | ERK-PP-Phospa | ¢ =55 [ ERK-PP + Phosps | ¢ kise = 0,6

r157 : [ ERK-PP-Phosps | « =55 | ERK-P + Phosps | ¢ k1s7 = 0,27

r158 : | ERK-P -+ Phosps | « 228 { ERK-P-Phosps ] ¢ k158 = 0,005

159 : | ERK-P-Phospg | c =23 [ ERK-P + Phosps ] ¢ k159 = 0,5

160 : [ ERK-P-Phosps | - =% [ ERK + Phosps | ¢ k160 = 0,3

7.3.2.

Modelos de Sistemas P para el andlisis de una Cascada de
Senales EGFR

En esta seccién se analiza el comportamiento del sistema y se estudia la robustez de la cascada de
sefiales con relacién al niimero de sefiales EGF en el entorno y al nimero de receptores EGFR en la
superficie celular.

Una vez que se ha desarrollado un sistema P de especificacién de una cascada de sefiales del
EGFR, [Iggrr, en esta secién se estudia el comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones
concretando valores a los pardmetros asociados a la especificacién, y se demuestra la robustez de la
cascada de sefiales con relacién al nimero de sefales EGF en el entorno y al nimero de receptores
EGFR en la superficie celular.

= Los multiconjuntos iniciales asociados al entorno My = {M{90, M0, (300, pf$00, pf1000 ) 372000}
representardn las condiciones iniciales que corresponden a concentraciones de 100nM, 200nM,
300nM, 400nM, 1000nM y 2000nM de EGF en el entorno.

= Los multiconjuntos iniciales asociados a la superficie celular My = {M3%, M3%0} representardn
las condiciones iniciales que corresponden a concentraciones de 100nM y 1000nM de receptores
EGFR en dicha superficie. La misma concentracién inicial de 200 nM de Ras-GDP se colocard en
los multiconjuntos iniciales M3% and M}0%.

= Finalmente, existe un dnico multiconjunto inicial asociado al citoplasma, Ms. que represen-
tard las condiciones iniciales que corresponden a concentraciones 250nM de She, 150nM de
PLC,, 50nM de PI3K, 40nM de SOS, 80nM de Grb2, 100nM de TP,, 450nM de TP3, 450nM
de TP3, 125nM de TP4, 80nM de Raf, 400nM de MEK, 400nM de ERK, 80nM de Py, 80nM de
Py y 300nM de Ps.
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Mediante la combinacién de estos pardmetros, se obtiene una familia de 12 modelos de sistemas
P, Frerr(llperr; (M1, M2, Ms),C)), que denotaremos por PSMggpp, en donde PSMggpp =
(ecrr; (Mt, M3, M3),C).
» Robustez del sistema con relacién a las senales extracelulares EGF':
Se obtiene analizando la evolucién de los modelos
100,100 200,100 300,100 400,100 1000,100 2000,100
PSMperr  PSMpcrp , PSMgpgrp » PSMpgpp » PSMporr  and PSMpopg

= Efecto del nimero de receptores en la superficie celular

Se analiza el efecto sobre la dindmica de la cascada de sefiales de una varizacién en el ndmero de

. . 100 400,1000
receptores en la superficie celular. Para ello se consideran los modelos PSM 20((;)}? r Y PSMgorg -

7.4. Modelado de la Apoptosis Inducida por FAS

Existen, bdsicamente, dos mecanismos de muerte celular: necrosis y apoptosis. La necrosis es una
forma de muerte celular que suele ocurrir cuando las células son dafiadas por heridas o lesiones pro-
duciéndose una rotura de la membrana plasmética que provoca una dispersién de los materiales in-
tracelulares por el entorno. En cambio, la apoptosis es una forma de muerte celular que se produce
como una secuencia ordenada de sucesos que culmina con el suicidio de la célula sin que el contenido
intracelular de la célula llegue al entorno de la misma, evitando las inflamaciones t{picas de la necrosis.

El término apoptosis (también denominado muerte celular programada) fue introducido por Kerr,
Wyllie y Currie [67] para distinguir ambos tipos de muerte celular.

La apoptosis aparece de manera natural durante el desarrollo orgdnico y en la eliminacién de
células que representen una amenaza para el organismo. Asi por ejemplo, juega un papel importante
en la homeostasis celular (en la médula ésea una ingente cantidad de leucocitos, aproximadamente
2-208 cada 24 horas). La apoptosis suele provocar una cascada de sefiales, a la vez intra y extracelular,
que convergen en la activacién de un grupo especifico de protefnas denominadas caspases.

El mecanismo de la apoptosis estd compuesto de condensacién del contenido celular, fragmentacién
del ADN, rotura de la membrana nuclear y la formacién de cuerpos apoptéticos que facilitan la
fagocitacién de la célula, proceso en el que pueden intervenir células vecinas. La apoptosis protege al
resto del organismo de potenciales agentes dafiinos, y su disfuncién puede contribuir al desarrollo de
enfermedades del sistema inmunolégico y de cénceres. La apoptosis puede ser inducida a través de
terapias anticancerigenas y por irradiacion.

La decisién del suicidio de una célula puede provenir de la propia célula, del tejido circundante o
bien del sistema inmunoldgico.

Existe diversas patologias asociadas a la apoptosis:

» Por inhibicién: Cénceres, enfermedades autoinmunes, infecciones virales.

= Por sobreexpresién: SIDA, enfermedades neurodegenerativas, dafio isquémico (infartos de mio-
cardio, apoplegfa, etc)

El Premio Nobel de Fisiologia y Medicina del afio 2002 fue otorgado a S. Brenner, H.R. Horvitz y
J.E. Sulston por sus descubrimientos relativos a la regulacién genética del desarrollo de érganos y de
la apoptosis.

La familia de proteasas que regulan la apoptosis estd clasificada en dos subgrupos. El primero
consta de la caspasa 8, la caspasa 9 y la caspasa 10, y tienen una funcién iniciadora del proceso
apoptético. El segundo grupo tienen una funcién de efectores y contiene las caspasas 3, 6 y 7. Existen

77



otras moléculas con funciones efectoras, entre las que destaca la Apaf-1, que junto con el citocromo ¢
estimula la produccién de pro-caspasa 9.

Los otros reguladores de la apoptosis son la familia de los Bel2 que, de acuerdo con su estructura
molecular, la integran tres subgrupos: el primero tiene una funcién anti-apoptética y la integran el
Bel2 y el Bel-xL; los dos restantes subgrupos tienen funciones pro—apoptéticas y lo integran Bax, Bak,
Bid y Bad.

La apoptosis puede ser disparada por una amplia variedad de estimulos, entre los que destacan el
producido por un dafio en el nicleo ( controlado por la proteina p53), y las rutas de sefiales reguladas por
la proteina FAS que parece ser uno de los procesos més relevantes para entender y combatir el céncer,
el SIDA, la apoplegfa isquémica u otras enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, etc.).

La protefna FAS (también denominada CD95 o APO-1) es un receptor de la superficie celular
que posee una regién extracelular, un dominio sobre la propia membrana plasmética y una regién
intracelular. La apoptosis mediatizada por FAS comienza con el enlace del receptor FAS a su ligando
FASL y finaliza con la fragmentacién del ADN.

misFasL
.L TNF

Caspase 3 -~ Caspase 9

\

pran— Caspase 2

Figura 7.3: Caminos de la apoptosis regulada por FAS, de [2]

El ligando FASL es un trimero que al enlazar con el receptor FAS crea un complejo (clister)
que produce la activacién del receptor (por medio de su trimerizacién). En el dominio intracelular,
el receptor FAS contiene una secuencia denominada dominio de muerte (DD). El receptor activado
recluta unas moléculas adaptadoras (como FADD, Fas-associating protein with death domain) que
interactian con el dominio de muerte del receptor FAS reclutando procaspasa 8 al complejo, la cual
permite la liberacién al citoplasma de la caspasa 8.

Finalmente, la caspasa 8 actda como detonante de la activacién de la caspasa 3 y lo puede hacer
mediante dos caminos diferentes que han sido identificados por Scaffidi y otros [114]. Dichos caminos
se denominan como tipo I (ecamino de recpetor de muerte) y tipo Il (camino mitocondrial). Ambos
caminos divergen tras la activacién de las caspasaa iniciadoras y convergen en la activacién de las
caspasas ejecutoras de la apoptosis. Mediante el camino de tipo I, la caspasa 8 iniciadora se adhiere
directamente a la procaspasa 3 activando la caspasa 3 ejecutora. El camino mitocondrial produce
una cascada de sefiales bastante m4s complicada y estd regulada por proteinas de la fabilia Bel2: la
caspasa 8 provoca una escisién en la proteina Blid (de la familia Bcl2), la cual produce unos poros
en la mitocondria que permiten la liberacién de numerosas proteinas, en particular de citocromo ¢, el
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cual enlaza con la proteina Apaf-1 (apoplectic protease activating factor) activando la caspasa 9 que
al adherirse a la procaspasa 3 activa la caspasa 3 que desencadena las ultimas fases de la apoptosis.

Usando ODEs, en [55] se modelan los dos camimos activados por FAS a partir de la estimulacién
del FASL (ligando FAS) hasta la activacién de la caspasa 3. En esta seccién se presenta un modela-
do alternativo basado en sistemas P que permite mejorar una aproximacién dada en [55], asi como
corroborar unas conjeturas formuladas en [114] y que no pudieron ser modeladas mediante ODEs.

7.4.1. Una Especificacion de Sistema P de la Apoptosis Inducida
por FAS

En esta seccién se presenta una especificacién de sistema P para la apoptosis mediatazada por FAS
que se ha descrito anteriormente. Las regiones relaventes en la especificacién son: el entorno etiquetado
por e, en donde aparece las senales FASL; la superficie celular, etiquetada por s, en donde estd situado
el receptor FAS y tiene lugar la formacién de complejos involucrados en el proceso; el citoplasma,
etiquetado por ¢, en donde las cascadas tienen lugar, propiamente; y una regién etiquetada por m
que representars la mitocondria. La raiz de la estructura es el entorno, la superficie celular es hija del
entorno, el citoplasma es hijo de la superficie celular y la mitocondria es hija del citoplasma.

En nuestro modelo hay 53 protefnas y complejos proteinicos que constituyen el alfabeto de trabajo
0.

O = {FASL, FAS, FASC, FADD, FASC-FADD, FASC-FADD;, FASC-FADD3,FASC-FADD;-CASPS,
FASC-FADD3-CASP8,FASC-FADD,-FLIP, FASC-FADD;3-FLIP,FASC-FADD,-CASP82,
FASC-FADD3-CASP8,,FASC-FADD,-CASPS-FLIP, FASC-FADD3-CASPS8-FLIP,
FASC-FADD9-FLIP,, FASC-FADD3-FLIP2, FASC-FADD-CASP8,FASC-FADD-FLIP,

CASPS, FLIP,FASC-FADD;3-CASP83, FASC-FADD3-CASP8,-FLIP,FASC-FADD3-CASP8-FLIP>,
FASC-FADD;-FLIP3,CASP8F4!, CASPS;, CASP3, CASP83-CASP3,CASP3*,CASP83-Bid,

tBid, Bid, Bax, tBid-Bax,tBid-Baxs, Smac, Smac*, Cyto.c, Cyto.c*, XIAP,Smac*-XIAP,

Apaf, Cyto.c*-Apaf-ATP, CASP9,Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9, Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9.,
CASP9*, CASP9*-CASP3, CASP9-XIAP, CASP3*-XIAP,Bcl2, Bcl2-Bax}

Las interacciones moleculares del sistema estdn especificadas a través de las siguientes reglas de
reescritura:
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Regla Constante

ri: FASL[FAS], =% [ FASC |, kif
ro: [FASC], 2> FASL [ FASC |, kir
r3: FASC | FADD], = FASC FADD] . kay
r4: FASC-FADD [ |. = FASC [ FADD]. kar
rs : FASC-FADD [ FADD |, = FASC-FADD: | |. ks
re : FASC-FADD, [ | = FASC-FADD [ FADD . kor
r7: FASC-FADDy | FADD ], < FASC-FADDs | . kaf
rg: FASC-FADD;3 [ |c = FASC-FADD, [ FADD], kar
r9: FASC-FADDy-CASP8 | FADD |, — FASC-FADD3-CASP8 | . koy
ri0 : FASC-FADD3-CASPS8 [ |. =% FASC-FADD,-CASP8 [ FADD | Koy
r11 : FASC-FADDo-FLIP [ FADD |, 2% FASC-FADDs-FLIP [ |. kof
r19: FASC-FADD3s-FLIP | |. 2% FASC-FADDo-FLIP [ FADD |, kar
r13 : FASC-FADDy-CASPS8y [ FADD |, 2% FASC-FADD3-CASP8; [ |c kaf
r4: FASC-FADD3-CASPS8; [ | 2% FASC-FADD,-CASP8; [ FADD |, Koy
r15 : FASC-FADDo-CASP8-FLIP | FADD |, 2% FASC-FADD3-CASP8-FLIP [ ]. kog
ri6 : FASC-FADD3-CASPS8-FLIP [ ]. 2% FASC-FADD>-CASP8-FLIP [ FADD |, kar
r17 : FASC-FADDo-FLIP, [ FADD | 25 FASC-FADD3-FLIP, [ |. Koy
rig : FASC-FADD3-FLIP; | ]. 2% FASC-FADDy-FLIP, [ FADD |, kar
r19 : FASC-FADD-CASP8 [ FADD |, 2% FASC-FADD>-CASP8 | | kg
roo : FASC-FADDy-CASPS [ |. 2% FASC-FADD-CASP8 | FADD |, kor
o1 : FASC-FADD-FLIP [ FADD ). 2% FASC-FADDo-FLIP | |, kay
99 : FASC-FADDo-FLIP | |, 22 FASC-FADD-FLIP [ FADD ), k2,
93 : FASC-FADD3 [ CASPS|. 2% FASC-FADD3-CASP8 | . kay
ro4 : FASC-FADD3-CASPS [ |. <% FASC-FADD; [ CASP8). kor
ros : FASC-FADD3 [ FLIP |, 2% FASC-FADD3-FLIP [ . kg
ros : FASC-FADD3-FLIP | |. 2% FASC-FADD; [ FLIP . k3r
ror : FASC-FADD3-CASP8 [ CASPS|. 2% FASC-FADD;-CASPS; [ |. kg
rog : FASC-FADD3-CASP8; [ |o =% FASC-FADD3-CASP8 [ CASP8 . K3y
o9 : FASC-FADD3-CASP8 [ FLIP ). < FASC-FADD3s-CASPS8-FLIP [ |. ks
r3o : FASC-FADD3-CASPS-FLIP | . 2% FASC-FADD3-CASP8 [ FLIP |, k3,
r31 : FASC-FADD3-FLIP [ CASP8 ). =% FASC-FADD3;-CASPS-FLIP [ |. kg
r32 : FASC-FADD3-CASP8-FLIP [ |. 2% FASC-FADDs-FLIP [ CASP8 . k3
r33 : FASC-FADD3s-FLIP | FLIP ). 2% FASC-FADD3-FLIP, | . kag
r34 : FASC-FADD3-FLIP; [ |. 2% FASC-FADD3-FLIP [ FLIP ]|, k3,
r35 : FASC-FADD3-C ASP8s [ CASP8 ). =% FASC-FADD3-CASPS83 [ |. kg
36 : FASC-FADD3-CASPS8; [ |. =% FASC-FADD3s-CASP8; [ CASP8 ], ks,
r37 : FASC-FADD3-CASPS8y | FLIP |, =% FASC-FADD3-CASP8y-FLIP | |, ks
r3g : FASC-FADD3-CASP8y-FLIP [ |. =% FASC-FADD3-C ASP8y [ FLIP |, ka,
39 : FASC-FADD3-CASP8-FLIP [ CASP8 ). =% FASC-FADD3-CASP8y-FLIP [ |, kg
740 : FASC-FADD3-CASP8y-FLIP [ |. 2% FASC-FADD3-CASP8-FLIP [ CASP8]|, K3y
ry : FASC-FADD3-CASPS8-FLIP [ FLIP), 2 FASC-FADD3-CASP8-FLIP, | |. ks
r42 : FASC-FADD3-CASP8-FLIP; [ |. < FASC-FADD3-CASP8-FLIP [ FLIP|. k3,
r43: FASC-FADD3-FLIP, [ CASP8 . 2% FASC-FADD3-CASPS8-FLIP: | |. kg
r4 : FASC-FADD3-CASPS8-FLIP; [ |. 2% FASC-FADDs-FLIP, [ CASP8], k3,
45 : FASC-FADD3-FLIP, [ FLIP). =5 FASC-FADD3-FLIP; [ |. kg
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Regla Constante

r46 : FASC-FADDs-FLIPs | |. 2% FASC-FADD3-FLIP, | FLIP |, k3,
r47: FASC-FADDy [ CASP8 |, 2% FASC-FADDy-CASPS | . k3g
48 : FASC-FADDy-CASP8 [ |. =% FASC-FADD, [ CASPS ). kar
49 : FASC-FADD, | FLIP |, 2% FASC-FADDy-FLIP [ |, kg
r50 : FASC-FADDo-FLIP | |. =% FASC-FADD, [ FLIP ], kar
r51: FASC-FADDy-CASP8 [ CASPS |, 25 FASC-FADDy-CASPS; | . kay
52 : FASC-FADDy-CASP8s [ | =% FASC-FADDy-CASP8 [ CASPS ], k3,
53 : FASC-FADDo-CASPS | FLIP |, =% FASC-FADD2-CASPS : FLIP | |. kg
541 FASC-FADDo-CASPS8-FLIP | |. % FASC-FADDy-CASP8 [ FLIP ], k3,
55 : FASC-FADDy-FLIP [ CASP8 |, = FASC-FADDy-CASPS-FLIP [ |, kay
56 : FASC-FADDy-CASPS-FLIP | | =% FASC-FADD,-FLIP [ CASPS . k3,
rs7: FASC-FADDo-FLIP [ FLIP |. &% FASC-FADDo-FLIP; | . ks
58 : FASC-FADDo-FLIP, | |. 2% FASC-FADDo-FLIP [ FLIP . k3,
59 : FASC-FADD [ CASP8|. =% FASC-FADD-CASPS | |. ksf
60 : FASC-FADD-CASP8 | |. =% FASC-FADD [ CASP8]. k3
r61: FASC-FADD [ FLIP |, %% FASC-FADD-FLIP | |, kas
re2 : FASC-FADD-FLIP [ |. =% FASC-FADD [ FLIP ], k3,
re3 : FASC-FADDo-CASPS; | | 2% FASC-FADD, [ CASPSE*! . ka
re4 : FASC-FADD3-CASP83 | | =% FASC-FADD3-CASPS [ CASP854 |, ks
res : FASC-FADD3-CASP8;-FLIP | | 2% FASC-FADD3-FLIP [ CASP8E |, ks
res : FASC-FADD3-CASPS8; | | 2% FASC-FADD3 [ CASP85*! ], ky
rer: [CASP8EY . &5 [CASPSS . ks
res: [CASP83+ CASP3). =% [CASP85-CASP3|. ke
reg : | CASP85-CASP3|. =% [CASPS8s+ CASP3]. ker
r70: [ CASP8s+ CASP3* ], <% [ CASP85-CASP3]. kr
r71: [CASP8S + Bid]. =% [ CASPS83-Bid]. kss
r72: [CASP85-Bid]. <% [CASPS8; + Bid|. ksr
r73: [CASPS8} + tBid |, — [ CASPS85-Bid|. kr
r74 : [tBid + Baz |, <% [tBid-Baz |, oy
75 : [ tBid-Bazx | = [tBid + Baz le ko
776 ° [th'd—Bax + Bax ]c RN [tBid-Ba.’Bg ]c kgf
r77 + [tBid-Bazs | =% [tBid-Bazx + Baz |, kor
r78 : tBid-Bazs [ Smac |;m =5 Smac* [ |m k1o
T79 : tBid-Bazs [ Cyto.c |m = Cyto.c* [ |m k1o
rso: [ Smac* + XIAP | =% [ Smac*-XIAP]|, ki1f
rg1: [ Smac*-XIAP |, <8, [ Smac* + XIAP |, ki1r
rg2: [ Cyto.c* + Apaf o =2 [ Cyto.c*-Apaf-ATP ], kiaf
rg3 : [ Cyto.c*-Apaf-ATP |, 88, [ Cyto.c* + Apaf . kior
rga: [ Cyto.c*-Apaf-ATP + CASP9]. =5 [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASPY . k13
rgs 1 [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9 |. =5 [Cyto.c*-Apaf-ATP + CASP9 ], k13

rge : | Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9 + CASP9 . =% [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9:; ). kiag
g7 : [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9; |. =5 [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9+ CASP9 |, k14r
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Regla Constante

reg ¢ [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9 ). 8, [ Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9 + CASPY* le ks
rgo 1 [ CASP9* + CASP3). =% [CASP9*-CASP3]. k16
reo : | CASP9*-CASP3]. 2% [ CASP9* + CASP3]. ki6r
ro1: [ CASP9*-CASP3 . 2% [ CASP9* + CASP3* |, k7
rep: [CASP9+ XIAP |, 22 [CASP9-XIAP], kisf
ros: | CASP9-XIAP ], 2% [CASP9+ XIAP]. K1gr
ros: [CASP3* + XIAP ), 2% [CASP3*-XIAP], k1o
ros : [ CASP3*-XIAP ]|, =5 [ CASP3* + XIAP]. k1or
Tog -« Bax [Bcl2 ]m ﬂ) [BClQ-—Ba:IJ ]m kzof
ro7 : [ Bel2-Baz |m 27, Bax Bel2 m koor
reg : Bid [ Bel2 | =% [ Bel2-Bid | koo
ror : | Bel2-Bid |m =5 Bid [ Bel2 |m ko
rogr : tBid [ Bel2 |m =225 [ Bel2-tBid | kaof
rogn 2 | Bel2-tBid |m 22 tBid | Bel2 | ksor

Las constantes cinéticas asociadas a las reglas son las siguientes:

ki = 909E —05nM~'s™' | ki, = 2,21E-03s7!

kir = 1,00E —04 s kigp = 2,78E—07nM™ls7!
koy = B5,00E—04nM~'s7' | kipr = 5,70E—03s7?

kyr = 02571 kisp = 2,84F—04nM~1s7?
ksf = 3,50E—03nM™1s7! | kis = 0,07493 s7!

ks» = 0,018 571 kg = 441E—04nM1s™?
ke = 03s7! kiyr = 0,151

ks = 0,1 s71 kis = 07 s1

ke = 1,00E—05nM~1s7! | kigz = 1,96E —05nM 1s7!
ke = 0,06s7" kier = 0,05707 s71

k7 = 0,1 s71 kim = 48 s71

ksf = 5,00E—03nM~1s7! | kigy = 1,06E—04 nM s}
ks = 0,005 s7! kisr = 1,00E-03s7!

kof = 2,00E —04 nM~1s71 kiof = 247FE—03 nM ™ 1s71
ko» = 0,02 s71 kior = 2,40FE —03 s71

kio = 1,00E—-03nM7's™1 | kyps = 2,00E—03nM1s7!
ki1 = T7,00E —03 nM~*s™! | kg = 0,0257¢

7.4.2. Anadlisis de la Apoptosis Inducida por FAS usando Modelos
de Sistemas P

De manera similar a como se ha hecho en los casos previos, una vez que se ha desarrollado una
especificacién de nuestro sistema P para la apoptosis mediatizada por la proteina FAS, Ilpas, es
necesario identificar los pardmetros asociados a la especificacién y asignarles valores que nos permita
realizar un andlisis del sistema.
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En primer lugar se estudia la activacién de la caspasa 3 y comparamos los resultados obteni-
dos en nuestro modelo usando el algoritmo determinista con tiempo de espera, con los resultados
experimentales y los deducidos del modelo basad en ODEs en [55].

Los pardmetros correspondientes a los multiconjuntos iniciales son calculados de las condiciones
iniciales del sistema de ecuaciones diferenciales presentado en [55].

My, = (e, FASL'®" ))
M, = (s,FAS%9%3 ))

Ms = (c, FADDY0 4 CASP8®O™ 4 FLIP%786  CASP3120460 + B;glo05T 4 (7.2)
Bam50189 + XIAP18069 + Apaf60230 + CASP912046, )\)
My = (m,Smac’? 4 Cyto.c0%0 4 Bcl243172, ))

Las constantes de las reglas son calculadas a partir de las constantes macroscdpicas, excepto para
las reglas rogr, g7, ogr Y rg7 cuyas constantes serdn puestas a cero en el primer experimento. Este
primer conjunto de constantes se denota por C?.

En el modelo basado en ODEs [55], la caspasa 3 se activé al cabo de cuatro horas. Este resultado
era aceptable en relacién con los datos experimentales (6 horas). No obstante, en nuestro modelo la
activacién se consiguié a las 7 horas, mejorando la aproximacién del modelo basado en ODEs.

Existen células (como los timocitos y los fibroblastos) que no son sensibles a una sobreexpresién
del Bcl2, como se cita en [114]. En estas células, la caspasa 8 activa directamente la caspasa 3.

En [114], Scaffidi y otros sugirieron que el tipo de camino apoptético regulado por FAS se elegia
en funcién de la concentracién de caspasa 8 activada a través del ligando FASL. Si la concentracién
de la caspasa 8 activada es alta, entonces la caspasa 3 se activa directamente; caso contrario, se elige
el camino tipo II a fin de que a través de la mitocondria se amplifique la sefial de muerte y se pueda
producir la muerte celular.

Para chequear esta hipétesis, el valor de la concentracién inicial de la caspasa 8 se incrementé 20
veces en relacién con su valor base; el resto de los valores permanecen inalterados. Ello provocé una
disminucién dréstica en el tiempo de activacién de la caspasa 3, de acuerdo con los datos experi-
mentales. Los resultados que hemos obtenido en nuestro modelo de sistemas P coincide con los datos
experimentales ([114]) y con los obtenidos por la simulacién ODE ([55]).

En cambio, analizando la sensibilidad de la activacién a la concentracién inicial de Bcl2, se com-
probd que al incrementar concentracién inicial de Bel2 entre 10 y 100 veces respecto del valor base, el
tiempo de activacién de la caspasa 3 no sufrfa variaciones ostensibles, probdndose que la activacién de
la caspasa 3 no es sensible a los cambios de concentracién de Bel2 (cuando el camino tipo I es elegido).

Se sabe que la familia de proteinas Bcl2 permite bloquear el camino apoptético mitocondrial, sin
embargo, no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual realiza dicho bloqueo. En [85] y [127]
se sugieren distintos mecanismos posibles para bloquear el camino tipo II: mediante enlaces de Bel2
con (a) Bax, (b) Bid, (c) tBid, o (d) a la vez con Bax y tBid.

A continuacién, analizamos la cinética de la activacién de la caspasa 3 en los posibles mecanismos
de bloqueo de camino tipo II. Para ello, hemos de considerar un modelo de sistemas P para cada uno
de los posibles mecanismos. Y aqui se pone de manifiesto uno de los aspectos mds interesantes del
modelado en el marco de la computacién celular con membranas, la modularidad: pequenos cambios
en la cascada de sefiales produce pequefios cambios en el disefio del sistema P que lo modela.

Los cuatro sistemas P distintos a considerar, dnicamente se diferenciardn en el conjunto de reglas:

= 71,...,T95,T96, o7 Para modelar el caso (a).

= 71,...,7T95,Tgg, Tg; Para modelar el caso (b).
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" T1,...,T95,Togs Ty Para modelar el caso (c).
.7 T97,Tog, Ty delar el d
1y--+,797,Togs Tor Para modelar el caso (d).

Todas las restantes reglas son iguales para todos los casos (ver apéndice).

La dindmica de la activacién de la caspasa 3 se estudia nuevamente variando el valor de la concen-
tracién inicial de Bel2, 10 veces 0 100 veces respecto el valor base. Como consecuencia de la simulacién
ODE se concluyé que el enlace de Bcl2 con, a la vez, Bax y tBid, era el mecanismo més eficiente para
bloquear el camino tipo II. Los mismos resultados han sido obtenidos usando el modelado y simulacién
con sistemas P.

La tabla siguiente muestra un resumen de la sensibilidad de la activacién de la caspasa 3 a la
concentracién de la protefna Bcl2, en funcién del camino apoptético seleccionado.

Activacién Caspasa 3
(con sobreexpresién de Bcl2)

Type I (camino recpetor de muerte) Insensible

Type II (camino mitocondrial) Sensible
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Capitulo 8

Un Modelo del Quorum Sensing

Las bacterias se consideran organismos unicelulares independientes. Sin embargo, se ha observado
que ciertas bacterias, como la bacteria marina Vibrio fischeri, exhiben comportamientos coordinados
que permiten a toda una colonia regular la expresién de ciertos genes de forma coordinada, dependiendo
del tamafio de la poblacién. Este sistema de regulacién de genes dependiente de la densidad celular
se denomina Quorum Sensing (percepcién o deteccién de quorum) [128]. El Quorum sensing es un
mecanismo de control de expresién de genes en funcién de la densidad celular y ha sido descrita como
la historia més importante de la microbiologia molecular de la dltima década [51].

Este fenémeno permite a una colonia de bacterias dar una respuesta coordinada cuando se verifican
ciertas condiciones.

= Emisién de luminiscencia (Vibrio Fischeri)

= Secrecién de sustancias viscosas provocando infecciones (Pseudomona aeruginosa, Gram nega-
tiva)

= Liberacién de toxinas que matan a organismos que servirén de alimento (Pfiesteria)

8.1. Quorum Sensing en Vibrio Fischeri

La bacteria marina Vibrio fischeri puede vivir libremente formando parte del plancton, o bien en
estado de simbiosis en un calamar (en peces o en algunos invertebrados).

Dicha bacteria tiene la capacidad de producir luz mediante la activacién de unos genes de lu-
minscencia. Esto nunca sucede cuando vive en el plancton y puede ocurrir cuando vive en estado de
simbiosis. [110].

El Quorum Sensing en Vibrio fischeri se basa en la sintesis, acumulacién y envio al medio de una
sefial OHHL. Este fenémeno comienza propiamente con la actuacién de una regién del ADN de la
bacteria (LuzBoz) que activa la produccién de dos proteinas, LuzR y Luzl La primera de ellas actia
de receptor intermembranal y la segunda permite la sintesis de una molécula sefializadora, OHHL.
Estas sefiales se difunden al entorno a través de la pared celular y pueden entrar en la bacteria desde
el entorno por el mismo procedimiento.

Cuando la bacteria percibe que el nimero de sefiales existente en su interior supera un cierto
umbral, entonces el receptor LuzR se une con la sefial OHHL formando un complejo, LuzR.OHHL,
que actuard como factor de transcripcién enlazando con la regién LuzBoz, provocando la ezxcitacion
de la bacteria y dando lugar a una produccién masiva de sefiales y de receptores, a la vez que induce
la activacién de un pequefio clister de cinco genes, encargados de la produccién de luz (ver figura 8.1).
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Si la densidad de bacterias es baja, las sefiales se producen a niveles basales, caso contrario, la sefial
se acumula en el entorno siendo capaz de interactuar con la proteina LuxR para formar un complejo,
que enlaza con la regién Lux Box provocando la transcripcién de los genes de luminiscencia.

[ExBoX LR DAL

Figura 8.1: Quorum sensing en la bacteria Vibrio Fischeri

8.2. Una Especificacién de Sistema P del Quorum Sen-
sing en Vibrio Fischeri

En esta seccién se presenta una especificacién mediante sistemas P del sistema del quorum sensing
en Vibrio fischeri, en el que existen dos regiones relevantes, que denominaremos entorno y bacteria.
Cada bacteria de la colonia se especificard usando una membrana y se introduce una variante de
sistemas P en la que el entorno externo se divide en trozos a fin de que cada uno de esos trozos se
pueda considerar como una regién bien mezclada. Esta estructura se denomia multienentorno.

Definicién 8.2.1 (multientorno) Un multientorno es una coleccién de membranas denominadas
entornos y enlaces de comunicacidon entre ellas. Formalmente, un multientorno es un grafo, G = (V, S),
cuyos nodos V' son membranas representando entornos. Estos entornos estdn conectados de acuerdo
con las aristas de S que define dichos enlaces.

Cada entorno contendrs un multiconjunto de objetos que representan entidades moleculares, y un
nimero de sistemas P de especificacién que representan las bacterias individuales localizadas en la
regién del sistema representada por ese entorno. Ademds, cada entorno tiene asociado un conjunto de
reglas del siguiente tipo:

= Las entidades moleculares del entorno pueden interactuar produciendo nuevas moléculas.

[obj1 )i = [obj2 i (8.1)

Estas reglas inicamente pueden cambiar el contenido del entorno. Con el fin de poder aplicar
la teorfa de Gillespie, una propensidad serd asociada a cada una de esas reglas- En este caso,
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Figura 8.2: Un multientorno con 25 entornos.
la propensidad es calculada multiplicando la constante estocéstica ¢ asociada especificamente a
esa regla, por el nimero de posibles combinaciones de objetos en el multiconjunto obj;.

s En el caso de movimiento de diferentes sustancias de un entorno a otro (conectado con él) se
usa el siguiente tipo de reglas:

[objli—[ Jv = [ )i — [obj v (8.2)

= Ademds de multiconjunto de objetos que representan moléculas, pueden existir en el entorno un
cierto nimero de copias de sistemas P que representan individuos de la colonia. Estos individuos
pueden desplazarse de un entorno a otro.

el =1l =1 L=l (8.3)

Finalmente, para estudiar una colonia de individuos cada uno de ellos es representado por un
sistema P que es distribuido aleatoriamente en los entornos del multientorno.

Definicién 8.2.2 (Population P system Specification) Una poblacion de sistemas P de especi-
ficacién es una tupla:

Pll = (%,H,G,Ev,...,En,Riy,..., Ry, I, ... I K1y ooy Kp) (8.4)
donde:
w ¥ es un alfabeto finito de objetos.

s G = (V,S) es un grafo cuyos nodos V = 1,...,m son membranas que representan entornos
etiquetados con elementos de H = {l,...,l;} y cuyas aristas, S, definen cémo los entornos

estdn conectados.
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» E; = (I;,w;), para cada 1 < j < m, es la configuracidn inicial del entorno j, conl; € H y
w; € .

» Ry,...,Ry, son conjuntos finitos de reglas de la forma (8.1), (8.2) y (8.3) asociadas a los
entornos b1, ..., 1.

» I03,...,10, son especificaciones de sistemas P que describen los diferentes tipos de individuos de
la poblacion.

= ki,...,kp € N es el ndmero de copias de sistemasIly, ... I, que son distribuidos aleatoriamente
en los entornos de la configuracidén inicial del sistema.

A cada poblacién de sistemas P de especificacién se le asocia unos conjuntos de pardmetros que
permiten obtener los distintos modelos de sistemas P.

En el caso de estudio de este capitulo, el Quorum Sensing de la bacteria Vibrio Fischeri, se consi-
dera:

Pllyp = (2,{e},G, Es,...,FE25,Re,IIyp,N) en donde: (8.5)
1. El alfabeto ¥ contiene un tnico objeto, OHHL, que representa la sefial 3-oxo-C6-HSL.
2. Todos los entornos tienen la misma etiqueta e.

3. El medio en el que est4 la colonia se representa por un multientorno G que consta de 25 entornos
conectados segun la figura 8.2.

4. Los multiconjuntos iniciales, En, ..., Eg5 describirdn el nimero inicial de senales en cada entorno.

5. El sistema IIy p representa una bacteria Vibrio fischeri.

Myr = (0, {b},[ ], M1, Rs) donde: (8.6)

a) O = {OHHL, LuxR, LuxR-OHHL, LuxBox, LuxR-OHHL-LuxBox}
b) Cada bacteria estd etiquetada por b.

¢) El multiconjunto inicial M; Gnicamente contiene objetos LuxBox que permitirdn la pro-
duccién de sefiales, OHHL, y de moléculas protefnicas, LuxR.

d) El conjunto de reglas, R, es el siguiente:

r1: [LuxBox |, & [LuxBox + OHHL ],

LuxBox ], 3 [LuxBox + LuxR ],

LuxR + OHHL ], & [LuxR-OHHL |,

LuxR-OHHL |, % [LuxR + OHHL],

LuxR-OHHL + LuxBox |, & [LuxR-OHHL-LuxBox |,

[
ro: |
[
[
[
e : | LuxR-OHHL-LuxBox }, & [LuxR-OHHL + LuxBox ],
[
|
[
|
[

T3
Ty
T5
rr: | LuxR-OHHL-LuxBox |, % [ LuxR-OHHL-LuxBox + OHHL |
LuxR-OHHL-LuxBox |, & [LuxR-OHHL-LuxBox + LuxR [,
OHHL |, & OHHL ],

OHHL |, & [ s

LuxR]y = [ s

Tg :
Tg :
T10 -

11 :
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Figura 8.3: Una configuracién inicial de una especificacién de sistema P

r12: [ LuxR-OHHL |, & [ ],

6. Todos los entornos tienen asociados el mismo conjunto de reglas R.:

ri3: OHHL [ J, = [ OHHL J,

14 : [ OHHL ] = [ e

r15: [OHHL]e —[ Je % [ ]e —[ OHHL ],
rig: [[Jole=T]e 2 [le—1[[lole

7. Finalmente, las N copias de Ilyr en el multientorno G son distribuidas aleatoriamente. Un
ejemplo de una colonia de 44 bacterias se ilustra en la figura 8.3.

8.3. Modelos de Sistemas P del Quorum Sensing en Vi-
brio Fischeri

Los modelos de una especificacién de una poblacién de sistemas P se obtienen de la misma forma
que en el caso de un sistema P ordinario. Recordemos que los pardmetros asociados a una especificacién
de una poblacién de sistemas P son:

» Los multiconjuntos iniciales asociados al entorno. En los modelos del Quorum Sensing en Vibrio
Fischeri desarrollados en esta seccidn, todos los entornos estardn vacios y etiquetados por e; es

decir, E] = ... = E25 = ]Eo = (e, )\)
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» Las constantes estocdsticas de las reglas, C. = {e13, ¢4, c15, C16}, del conjunto Re, asociado a
los entornos. En nuestros modelos, estas constantes tienen asociados valores fijos, c13 = 1,¢14 =
5,c15 = 8 and c16 = 2.

» Los pardmetros correspondientes a la especificacién del sistemas P de la bacteria Vibrio Fischeri,
HV F

Recall that according to definition 3.2.2 the parameters of a simple P system specification are
the initial multisets and the rule constants.

Regarding the initial multiset associated with the membrane describing a bacterium, recall that
we are interested in examining how bacteria communicate to coordinate their behaviours and
how the population moves from a downregulated state, where the protein and the signal are
produced at basal rates, to an upregulated state where there is a massive production of signals
and proteins. Therefore,

En el multiconjunto inicial M; sélo existe objetos LuxBox start the production of the signal
OHHL and protein LuxR at basal rates, Mo = LuxBox.

Regarding the stochastic constants associated with the rules in Ry, Cp = {c1, ¢2, €3, €4, €5, C6, €7, €8, C9, C1
Where possible we have used estimates derived from the literature (34, 47, 48, 118, 132]. For
parameter values not available from these sources we used a ”trial-and-error.2pproach, making

an initia]l ”guess.2t the values of the missing constants and then comparing the resulting beha-

viour with known properties of the system. If they did not match the unknown constants were

then adjusted systematically, one parameter at a time.

By following this process the following set of parameters were chosen: ¢ = 2,c0 =2,c3 =9,¢c4 =
1,05 = 10,66 = 2,07 = 250,08 = 200,09 = 50,010 = 30,611 = 20,012 = 20, C13 = 1, Clg = 5,615 =
8,c16 = 2. These values have been set such that the degradation rates compensate the basal
production of the signal and the protein and such that the production rates when the regulatory
region is occupied produce a massive increase in the transcription of the signal and the protein.

= Finally, the last parameter is N, the number of copies of the P system specification ITyp distri-
buted randomly in the environments. This parameter constitutes the only variable parameter of
the system in contrast to the previous ones that are assigned fixed values. This parameter repre-
sents the size of the colony of Vibrio fischeri bacteria and will allow us to study the behaviour
of colonies of different sizes.

Summing up the population P system models that will be used in this section consists in the
following construct:

En esta seccién se estudia la conducta emergente del sistema para dos colonias de diferente tamano,
y se analiza cémo las bacterias pueden percibir la densidad celular del sistema y producir luz sélo
cuando esa densidad supera un cierto umbral.

El modelo considerado es el siguiente:

PPSMyr(N) = (Pllyp; (Eo, . . ., Eo), Ce, (Ilvr; Mo, Cp), N) (8.7)

Este modelo ha sido representado en SBML (Systems Biology Markup Language) usando CellDe-
signer, un editor de diagramas estructurado para la representacién de sistemas reguladores de genes
y redes bioquimicas [37].

Las simulaciones realizadas han sido ejecutadas usando un programa escrito en C con un fichero
de entrada SBML que especifica nuestro modelo.
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= En primer lugar se ha considerado una colonia de 100 bacterias y hemos analizado la evolucién
en el tiempo del nimero de bacterias quoratadas, asi como el nimero de sefiales en el entorno.

Nuestro modelo permite realizar un seguimiento a individuos de la colonia. Por ello, se ha
estudiado la correlacién entre el nimero de sefiales dentro de ella y el hecho de que la bacteria
esté quoratada, en tres bacterias de la colonia.

También se ha estudiado la evolucién del mimero de reglas aplicadas (en particular, las reglas que
representan la produccién basal y aquellas que representan la produccién de sefiales y proteinas
debido al enlace del complejo a la zona LuxBox.

= Para analizar cémo las bacterias perciben la densidad celular en el caso de colonias pequenas,
hemos simulado el comportamiento de una colonia de diez bacterias. Se ha constatado cémo una
de esas bacterias ha pasado a un estado de alta regulacién, tomando una decisién errénea. No
obstante, ella misma se ha dado cuenta de su error y ha pasado a un estado de baja regulacién.
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Parte IV

Conclusiones
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Capitulo 9

Conclusiones

De acuerdo con la motivacién inicial [89], el objetivo de los sistemas P no es, propiamente, propor-
cionar una informacién comprensible y un modelo exacto de la célula viva, sino explorar la naturaleza
computacional de varios rasgos de las membranas biol6gicas. De hecho, la mayor parte de las inves-
tigaciones sobre sistemas P se concentran en el estudio de variantes simplificadas de los sistemas de
membranas originales para tratar de mostrar si son computacionalmente completos (es decir con la
misma potencia computacional que las mdquinas de Turing) y/o computacionalmente eficientes (es
decir, si son capaces de proporcionar soluciones eficientes de problemas computacionalmente duros.
En esta memoria hemos trabajado con los sistemas P desde un punto de vista completamente distinto;
concretamente como un marco de modelado y simulacién de fenémenos bioldgicos.

Los primeros intentos realizados en este sentido presentaban un marco semi-cuantitativo en el que
se tenfa en cuenta el cardcter discreto de las interacciones moleculares que tienen lugar dentro de
un compartimento [6,20], y segufan la estrategia cldsica para la evolucién de los sistemas basados en
el no—determinismo y el paralelismo méximal. A pesar de que se consiguié algin éxito con dichos
intentos preliminares, éstos no consiguieron modelar aspectos cuantitativos que son bésicos para el
funcionamiento de muchos sistemas celulares.

Este enfoque produce dos importantes inconvenientes:

s Las reglas de reescritura no se aplican en la tasa correcta.

= Los tiempos son iguales en todos los pasos y no capturan la evolucién temporal del sistema
celular real.

Estos dos problemas son interdependientes y han sido solucionados en esta tesis mediante la
aplicacién a sistemas P de la teorfa de Gillespie sobre la cinética estocdstica.

Nuestro marco de modelado no se ha restringido a la simple generacién de simulaciones de nuestros
modelos, como era el caso en trabajos anteriores, sino que hemos dado los primeros pasos hacia el
desarrollo de técnicas para analizar modelos de sistemas P basados en model checking simbdlico y
probabilistico.

El punto de partida de la investigacién realizada ha sido el estudio de varios casos implicados
en redes de sefalizacién y de transcripcién. Se ha desarrollado una descripcién de cémo especificar y
modelar algunas de las interacciones moleculares mds importantes que tienen lugar en las células vivas.
Ademsds, nuestras investigaciones han puesto de manifiesto el hecho de que los objetos individuales
no eran adecuados para especificar ciertas entidades moleculares, tales como operons y clusters de
genes, que poseen una estructura interna relevante. Para ello se ha introducido el uso de cadenas
para especificar tales moléculas junto con reglas especificas de reescritura en multiconjunto objetos y
cadenas.
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Recuérsdese que un buen marco de modelado enfocado a sistemas celulares, debe satisfacer unos
requisitos minimos, a saber, relevancia, comprensibilidad, extensibilidad y computabilidad. A continua-
cién se describen algunos beneficios y limitaciones en el uso de sistemas P como marco de modelado
para sistemas bioldgicos teniendo estas cuatro propiedades deseables.

» Relevancia: un buen modelo debe capturar propiedades esenciales de estos sistemas: su orga-
nizacién estructural y su comportamiento dindmico.

Por un lado, la compartimentalizacién de sistemas celulares estd explicitamente especificado
cuando se usan estructuras de membrana. Ademss, las cadenas se usan para describir entidades
moleculares con una estructura interna importante. Sin embargo, cuando la estructura interna
de entidades moleculares no es relevante, se utilizan objetos individuales.

Por otro lado, el comportamiento dindmico de los sistemas celulares se simula bastante bien con
el uso de reglas de reescritura (tanto para ,multiconjunto de objetos como para multiconjunto
de objetos y cadenas), que son similares a las ecuaciones clésicas escritas por bidlogos para
describir interacciones bioquimicas.

Un beneficio clave de nuestro marco de modelado propuesto es su habilidad para manejar la
compartimentalizacién y el papel clave que desempefian las membranas biolégicas en el funcio-
namiento de células vivas. Asi lo demuestra la coleccién de casos de estudio que se presentan
en la Parte III de la memoria. Nuestro enfoque se ha mostrado muy apropiado para modelar la
absorcién selectiva de moléculas del entorno, asf como en las colonias de bacterias que estén in-
teractuando que se comunican enviando y recibiendo sefiales de difusién. No obstante, no hemos
investigado otros procesos importantes donde las membranas biolégicas juegan un papel crucial,
como la divisién celular, la adhesién celular, la formacién de biocapas, etc. La especificacién y
la simulacién de este tipo de procesos siguen siendo un problema abierto, siendo una linea para
investigar en el futuro.

= Comprensibilidad: Quizss la propiedad mds importante de un buen modelo es la comprensi-
bilidad. Las abstracciones usadas en un buen marco de modelado de sistemas celulares debertan
corresponderse bien con los conceptos informales e ideas de la biologia molécular. Un modelo
deberfa proporcionar un mejor y mds completo conocimiento del sistema celular real, en vez
de producir un formalismo complicado y dificil de descifrar. A este respecto, y a pesar de que
los sistemas P no se introdujeron como marco de modelado de sistemas celulares comprensible,
los conceptos y la terminologia que usan son muy préximos a aquellos utilizados en biologia
molecular celular. Esto hace que las abstracciones desarrolladas dentro de este marco sean com-
prensibles para el bidlogo celular. Como los sistemas P estan inspirados en la estructura y el
funcionamiento de células vivas, existe una correspondencia directa entre las abstracciones de
los sistemas P y las componentes reales de los sistemas celulares.

Las abstracciones de los sistemas P son puramente textuales y hasta el momento carecen de una
representacién grafica formal para la visualizacién de los sistemas modelados. En esta memoria se
ha usado muy ocasionalmente una representacién gréfica basada en [71] pero la correspondencia
formal entre los modelos de sistemas P y esta representacién gréfica contindan siendo una
cuestién abierta.

» Computabilidad: un buen modelo para sistemas celulares deberfa ser computable a fin de
permitir la simulacién del comportamiento dindmico de los sistemas y el razonamiento sobre las
propiedades de los sistemas. A este respecto, los sistemas P constituyen un marco de modelado
adecuado, debido a su fécil computabilidad e implementacién. Estas propiedades son en su mayor
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parte una consecuencia de que los sistemas P consisten en sistemas basados en reglas distribuidos
en estructuras especificas. En particular, las especificaciones y los modelos de los sistemas P
son facilmente implementados usando lenguajes orientados a objetos. Cada membrana puede
pensarse como un objeto cuyos atributos son el multiconjunto asociado con él y la etiqueta que
representa su clase. El conjunto de reglas asociadas con cada membrana puede ser considerado
como funciones o métodos asociados con el objeto que representa la membrana. Mds atn, los
algoritmos usados en este trabajo para simular los modelos de sistemas P son locales, en el
sentido de que casi todas las computaciones s6lo consideran un tnico compartimento. La tdnica
computacién global que queda es la localizacién del indice de la regla a aplicar y el compartimento
donde va a ser aplicada.

» Extensibilidad: otra propiedad interesante de los modelos de sistemas P es su fécil extensibi-
lidad, desde dos puntos de vista:

Por un lado, los modelos especificos de sistemas P pueden ser ficilmente extendidos y modificados
para incorporar nuevo conocimiento. En los modelos de sistemas P las interacciones moleculares
son representadas separadamente en las reglas de reescritura. A este respecto, cuando nuevas
interacciones moleculares necesitan ser integradas en un modelo antiguo, todas las modificaciones
estdn limitadas a afiadir nuevas reglas de reescritura que describan las interacciones encontradas.
Cuando se prueba que una interaccién hipotética ya incorporada en un modelo de sistema P es
errénea, el modelo del sistema se cambia simplemente eliminando la regla de reescritura usada
para describir esta interaccién.

Por otro lado, el marco completo de modelado de sistema P es facilmente extensible. En esta
memoria se presenta un ejemplo de ello. La aplicacién de la teorfa de Gillespie de cinética
estocdstica para la estructura compartimentalizada de los sistemas P se consiguié con facilidad.
Es més, el uso de cadenas para representar algunas entidades moleculares y el uso de de reglas
de reescritura en multiconjunto de objetos y cadenas fueron incorporados al marco de modelado
de sistemas P con poco esfuerzo.

De hecho, el conocimiento obtenido durante el desarrollo de esta tesis ha puesto de manifiesto la
necesidad de ampliar el marco de modelado de sistemas P a fin de incorporar més informacién
cuantitativa de los componentes de sistemas celulares. Por ejemplo, una direccién de trabajo
futuro consiste en incorporar algunos atributos a los objetos que representan moléculas y a los
compartimentos que describen membranas.

En resumen, en esta memoria se ha intentado adaptar el marco original de los sistemas P al mode-
lado de sistemas celulares, proporciondndoles dindmicas estocdsticas y los elementos necesarios para
especificar las interacciones en sistemas celulares m4s relevantes. Se ha probado que este enfoque es
un buen marco modelador completando en gran medida las cuatro propiedades generalmente reque-
ridas en marcos de modelaje de sistemas celulares, relevancia, comprensibilidad, computabilidad y
extensibilidad.

No obstante, a lo largo del trabajo desarollado en esta memoria se han descubierto una serie de
problemas que abren viasde trabjo futuro, a fin de extender el formalismo propuesto para que sea
capaz de especificar y modelar de un modo m4s preciso los sistemas celulares.
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