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Resumen

El objetivo de la presente tesis es determinar la influencia de los pardmetros
de los modelos en la dindmica de la red regulatéria oscilatoria del p53 y la robustez
estructural del sistema. Las redes biomoleculares que presentan comportamiento
oscilatorio son muy abundantes en la naturaleza. Aunque se han identificado
algunos principios de disefio, sigue siendo poco conocido cémo estas oscilaciones
son afectadas cuando los pardmetros cinéticos estdn en constante cambio, o no se

conocen con precisién.

En este trabajo se evaliia la influencia de cientos de valores de pardmetros
en las sensibilidades de dos modelos de un sistema oscilatorio, conocido como la
red principal p53. Se muestra que, en ambos modelos, el parametro relacionado a
la retroalimentacién positiva p53, es el inico que presenta sensibilidad importante
en los valores extremos, periodos y de retardo, para todos los conjuntos de
pardmetros. Ademas, la sensibilidad de cada pardmetro varia mucho més en el

modelo con mayor detalle para diversos valores de parametros.

Estos resultados resaltan la importancia de la presencia de patrones
especificos de la red, ademds de la funcién de valores de pardmetros, cuando

se quiere caracterizar los sistemas bioquimicos oscilatorios.



Capitulo 1

Introduccion

Los osciladores son importantes porque regulan una serie de eventos o
procesos en diferentes aplicaciones industriales y domésticas. Para desarrollar un
reloj (ver Figura 1.1a) fueron necesarios cientos de aflos hasta su concretizacién
en el siglo XIX. Luego, en siglo XX se creé el oscilador de Cristal (ver Figura
1.1.b) que se usa en la industria electrénica. En el siglo XXI se vienen estudiando
los osciladores bioldgicos. Un ejemplo del desarrollo de osciladores biolégicos es el
caso del represilador desarrollado por Michael Elowitz et al. [27], el cual constituye
una red regulatdria sintética implementada en la bacteria Escherichia coli (ver
Figura 1.1¢). Una red regulatoria esta compuesta por una serie de interacciones

bioquimicas que ocurren en la celula.

La presente tesis tiene como objeto el estudio de la red de regulacién
principal de la proteina tumor-supresor p53, cuyo mal funcionamiento se asocia al
desarrollo del céncer [36]. El estudio de la red se centra en el an4lisis estadistico de
la sensibilidad para el modelo de Chickarmane [17] y el propuesto en este trabajo.
El objetivo es determinar cual es la influencia de los pardmetros en la dindmica

de la red regulatéria oscilatoria del p53 y la robustez estructural del sistema.

3
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Figura 1.1: Ejemplos de osciladores a) Oscilador mecdnico base de los relojes de péndulo b)
Oscilador de cristal de cuarzo c) El represilador, oscilador bioldgico que muestra la evolucién
de las imdgenes del andlisis de fluorescencia de una la poblacidn de bacterias de Escherichia
coli sobre un periodo de 10 horas.

A continuacién se explicard la situacidn problemética, la definicién del

problema, los objetivos, la justificacién, las limitaciones y la viabilidad.

1.1. Situacion problematica

En el Pert hay alrededor de 42 mil nuevos casos de céncer al afio y con
una tasa de mortalidad de aproximadamente 15 mil personas al afio, segin el
Instituto de Enfermedades Neoplésicas. Asi, el cdncer ocupa el tercer lugar como
causal de muerte. Los casos mas comunes son el cancer de pulmén y de estémago,
tanto para a varones y mujeres. Mientras el cdncer de mama y de cuello uterino
es mas frecuente en las mujeres. En tanto que para los varones son més frecuentes
el cdncer de estémago, de pulmén y de préstata. Se estima que para el 2030 la

tasa de incidencia del cdncer aumente en 90 % [34].



Tengamos en cuenta que el p53 es un elemento importante en la respuesta
al dafio genético y su mal funcionamiento, pues estd asociado al 50% de los |
canceres [37]. La comprensién de la oscilacién del p53 es crucial para la simulacién
de cémo los farmacos afectarian a la dindmica del p53 llevando a la célula a la
apoptosis y asi tener terapias mas efectivas. Debido a ello es necesario un estudio

detallado de la sensibilidad de sus oscilaciones.

1.2. Definicion del problema

A la fecha, se tienen diferentes modelos de la red regulatoria p53, con
diversos grados de detalle. A pesar de décadas de estudio del sistema p53 [42] atin
no se conocen los valores de los parametros que definen las reacciones bioquimicas,
debido a su gran variabilidad en condiciones de trabajo. Hay pocos estudios sobre
cémo la variacién de los pardmetros influye en la dindmica del sistema. Se sabe
poco sobre la influencia de la complejidad de la estructura en la robustez del
sistema. Ademds, no esta claro que tanto la arquitectura de la red, sus pardmetros

o una combinacién de ambos influyen en la dindmica de las oscilaciones.

Para estudiar el sistema del p53 se ha elaborado una hipétesis y una

metodologia de solucién que se explicard a continuacién.

1.2.1. Hipdtesis

La hipétesis consiste en desarollar un modelo simplificado deterministico
de la interacci6n de la proteina p53 y sus reguladores, cuando hay dafio genético y
en este caso la red p53 oscila. Este modelo reflejara las caracteristicas principales

del comportamiento observado en los resultados experimentales. As{ mismo,



mediante el andlisis estadistico de la sensibilidad, se identificardn los procesos
criticos y los principales pardmetros que modifican la dindmica del sistema

(periodo, retraso y extremos).

1.2.2. Metodologia de solucién

Los pasos para la solucién son los siguientes:

1. Desarrollar un modelo de la red p53-Mdm2 basado en los modelos de
Chickarmane [17] y Ciliberto [25]. Serdn considerandas las especies del p53

activo, p53 inactivo, Mdm2 citoplasmatico y Mdm2 nuclear.

2. Estimar mediante blisqueda estocdstica de los pardmetros de las reacciones,
diversos conjuntos de parametros que produzcan para ATM fosforilado una
respuesta oscilatoria. Estas oscilaciones tendran un periodo de 5.5 horas y

un retraso de 2 horas segin el experimento Zatorsky et al [18].

3. Biscar las concentraciones iniciales de las especies para estado estable (sin
daiio genético) para ATM defosforilado, de modo que la concentracién de
Mdm?2 sea mayor a la del p53 en el modelo de Ciliberto y la concentracién
de Mdm2 nuclear sea mayor a la del p53 activo en el modelo propuesto. En

este paso se uso el programa de NumPy.

4, Calcular la sensibilidad de la respuesta oscilatoria ante la variacién

paramétrica.

5. Anélisar de los resultados mediante técnicas estadisticas de agrupamiento

jerdrquico promedio y Bootstrap, usando el 1enguaje de programacién R.

6. Identificar los principales procesos y pardmetros que influyen en la dindmica

de la red p53 de oscilacién.



1.3. Objetivos

En el estudio de la red oscilatoria p53 se establece un objetivo general,

objetivos especificos y alcances esperados que se explica a continuacién:

1.3.1. Objetivo general

Estudiar la influencia de los pardmetros en dos modelos de la red

regulatéria oscilatoria p53 considerando su dindmica y robustez.

1.3.2. Objetivos especificos:

a. Desarrollar un modelo deterministico de la red principal del p53 que incluya las
especies del p53 activo, p53 inactivo, Mdm?2 citoplasméatico y Mdm2 nuclear.

Este modelo debe reproducir cualitativamente las oscilaciones.

b. Identificar los procesos criticos y los principales pardmetros que modifican la

dindmica del sistema (periodo, extremos y retraso).

c. Estudiar las diferencias entre la arquitectura de un modelo establecido de la
red principal del p53 y del modelo propuesto mediante el andlisis sensibilidad

paramétrica del sistema.

1.3.3. Resultados esperados

Los resultados del modelo simplificado de la red principal del p53, de
acuerdo con datos experimentales, servirdn para tener una mejor comprensién del

la red de oscilacién del p53. Esto es fundamental en el discernimiento de las rutas



de sefializacién como la apoptosis (muerte celular programada), la reparacién
del ADN, senescencia celular (envejecimiento celular) y la detencién del ciclo
celular (pérdida de habilidad de la célula para replicarse). También inferir bajo
qué circunstancias se manifiestan estas rutas de sefalizaciéon y estimar otros

comportamientos bajo diferentes estimulos. [16].

1.4. Justificacién

El modelo disefiado podré servir para la simulacién del ensayo de farmacos
que puedan intervenir sobre aiguna etapa del proceso cancerigeno y retardar su
evolucién. Por lo tanto, el modelo de la regulacién del p53 tiene implicaciones en .
el dese:mrrollo de farmacos anti-cancerigenos. Para ello, se necesita saber cémo cada
uno de los transductores y reguladores del p53 trabaja en células cancerigenas.
Asf se podrén discernir las estrategias terapéuticas mds efectivas y controlar el

crecimiento de las células cancerigenas.

En general, las redes regulatérias oscilatorias estdn teniendo considerable
importancia por su gran potencial industrial, asimismo su estudio contribuird en

el desarrollo del conocimiento de diversas aéreas como la bioelectrénica [35].

1.4.1. Importancia de las redes regulatérias oscilatorias

Una red regulatoria est4 compuesta por una serie de interacciones
bioquimicas que ocurren en la célula. Esta red tiene como misién decidir que
procesos se deben efectuar controlando su desempefio. Estas redes regulatorias

son como controladores celulares que usan un contador 6 reloj.



Ademids de la import'ancia de las redes regulatorias en la medicina, su
estudio impactar4 en otras dreas como la bioelectrénica y la robética. Por ejemplo,
el desarrollo de un oscilador bioldgico sintético tendra un gran importancia en la
industria bioelectrénica, como lo fue el oscilador de cuarzo en la electrénica.
Incluso se est4 usando experimentalmente la teoria de redes regulatorias para

programar €l comportamiento colectivo de robots [38].

1.4.2. Contribucién al avance de los conocimientos

Los métodos usados en ingenierfa de control y dindmica de sistemas ofrecen
una oportunidad inica en la caracterizacién de la red del p53 y el estudio del

céncer.

Un gran interés desde la Ingenierfa de Control es entender cdmo funcionan
los sistemas biologicos y a partir de ello desarrollar sistemas de ingenierfa mds
robustos y éptimos. Recientes descubrimientos en la biologia motivan el desarrollo
de nuevas teorfas y métodos de andlisis. La interrelacién entre la bidloga y
la ingenierfa de control sirve para que ambas dreas se desarrollen de manera

interdependiente [35].

El presente trabajo hace uso de conceptos de las nuevas aéreas de
investigacién que estdn muy interrelacionadas, tales como: Sistemas Complejos y

Biologfa de Sistemas.

1.4.2.1. Comprensién del cdncer y de los sistemas complejos

El 50 % de los casos de cancer estd asociado a una mutacion de la proteina

p53 [36]. El cdncer es una enfermedad heterogénea, muy compleja. Existen varios
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tipos de cancer, que cambian de persona a persona. Incluso dentro de una misma

poblacién de células cancerigenass hay diferentes niveles de agresividad.

El proceso cancerigeno ocurre de diferentes modos y con diferentes
resultados. Lo que muestra la variacién de los parametros de las reacciones que
ocurren en las células cancerigenas. Ante esta variacién de los pardmetros es

necesario tener en cuenta un andlisis estadistico de la red de oscilacién p53.

Un obstéculo clave para la terapia del cdncer es la adquisicién de robustez
por parte del tumor. Esta robustez es la capacidad de mantener el funcionamiento
estable a pesar de diversas perturbaciones. Diversos enfoques para el tratamiento
contra el cancer han tenido poco éxito, por lo cual lograr una cura universal

estd atdn muy lejana.

Los sistemas complejos son exitosos, pues son robustos frente a una
amplia gama de excitaciones externas e internas. Por lo general, este tipo
de caracteristicas robustas se habilitan con controles de retroalimentacién,

redundancia modular y la estabilidad estructural.

Para entender a los tumores cancerigenos como sistemas complejos
robustos es necesario tomar un enfoque de anilisis de sistemas. Un desafio
crucial es la induccién de los tumores hacia la apoptosis sin provocar mutaciones
adicionales, para manipular su robustez sistémica y asi desarrollar terapias contra
el cdncer [40]. Este es un gran desafio porque las células cancerigenas son
muy robustas y mutan para mantener sus mecanismos de retroalimentacion, lo
que permite mantener sus funciones celulares, su sistema de reproduccién y su

resistencia a los farmacos.

Hoy en dfa, las infraestructuras que permiten nuestra civilizacién en

el siglo XXI se pueden describir como sistemas de sistemas. La complejidad
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de los sistemas de informacién, las fibricas, las redes eléctricas estd creciendo
considerablemente. Para asegurar la integridad de las infraestructuras vitales para

la humanidad, es necesario un abordaje de anilisis de sistemas complejos.

La complejidad entre sistemas fisicos a grandes escalas y los sistemas
bioldgicos es comparable (ver Figura 1.2). Por esto se espera que estudiando
el cancer podamos entender sus mecanismos de robustez, sensibilidad y

adaptabilidad para usarlos en disefiar mejores sistemas de ingenierfa.

t Redes de
Computadoras

Pathways

X .
¢ Reaciones
; Bioquimicas

o _ Proteinas
T my "\‘ Genes

e el Sl ’
b P : 4
AT ST RS A ¥ L
~. -

Ll ey 8 -

Figura 1.2: Una jerarquia comparable entre la biologia de sistemas y la ingenieria informdti-
ca.(Andrianantoandro et al, 2006)

Finalmente, se puede decir que el cdncer es un problema muy complejo [33],

su estudio a la manera tradicional experimental, no ha dado mayores resultados.
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Hoy en dia, con nuevas técnicas y mayor poder computacional se abre un frente

de posibilidades para el estudio del problema del céancer.

1.4.2.2. Biologia de sistemas

La biologia de sistemas tiene por objeto encontrar las leyes que rigen los
sistemas biolégicos, de cémo pueden ser tan robustos a las perturbaciones y a la
vez sensibles a ciertos estimulos. Se puede decir que la tarea fundamental de la
biologia de sistemas es desarrollar modelos simplificados que puedan reproducir
las caracteristicas mds importantes del sistema. De este modo se espera que la
biologia de sistemas genere las reglas para construir topologias (arquitecturas) de

redes de procesos biomoleculares robustos.

Los métodos desarrollados y los resultados de la biologfa de sistemas van
a contribuir al desarrollo de la Biologfa de Sintética. Esta es una 4rea nueva que

modifica los sistemas bioldgicos para usarlos en procesos industriales.

1.4.3. Propésito

El propésito de la presente tesis es la aplicacién del andlisis de sensibilidad
ei; el estudio de la red principa; de la proteina tumor supresor p53, para encontrar
el grado de inﬁuencia de cada pardmetro en la dindmica del sistema. Es decir
cémo las variaciones en los valores de los parametros afectan el periodo, retraso

y extremos.

1.4.4. Motivacién

La motivacién del presente trabajo radica en entender y descubrir los

mecanismos de autorregulacién de las redes bioquimicas. Ello permitird su
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extrapolacién en el desarrollo de aplicaciones en la salud como es el tratamiento
del céncer y en otras dreas. El cdncer es un problema de salud en el Pert y es
una de las enfermedades més terribles en el mundo, por ello es muy estudiada a
nivel mundial. Se ha visto que la mayoria de cédnceres presentan un defecto en la

red del p53 [36], por esto es necesario analizar las interacciones de la red del p53.

1.5. Limitaciones

La red del p53 es una red muy compleja, con cientos de proteinas que se
relacionan entre si. A la fecha se han publicado diversos modelos con diferente
grado de detalle. Asi, es necesario tener una restriccién para el estudio del la red

regulatoria del p53, por lo cual la tesis se enfoca con las siguientes delimitaciones:

» Se compara 2 modelos, el de Chickarmane y el propuesto en este trabajo.

= Se tiene en cuenta para el desarrollo del modelo solo la red principal del

p53.

= Se trabaja con la protefna p53 en sus estados activo e inactivo y con la

proteina Mdm?2 en posicién citoplasmética y nuclear.

» Se analiza la sensibilidad en 5 regiones de estudio apartadas del espacio

paramétrico original en cada modelo.

= Se considera para el estudio una muestra de 100 conjuntos de parametros
por cada una de las 5 regiones de estudio del espacio paramétrico, en cada

modelo de estudio.

= No se considerars el circuito de activacién acoplados de conmutacién ATM-
ATMP y CHKI1-CHK2, tampoco se considerars el circuito de reparacién

del dafio genético.
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» No se considera el an4lisis de plano de fase, ni el anélisis de bifurcacién.

1.6. Viabilidad

1.6.1. Viabilidad técnica

Se usaron 10 computadoras cuadcore durante 6 meses. Se utilizaron los

programas de Octave, Python, NunPy y R, en el sistema operativo Ubuntu.

1.6.2. Viabilidad econémica

El costo estimado durante 6 meses para la realizacién del proyecto son: Por

el uso de las 10 computadoras 2.5 mil soles por pago de consumo de electricidad.

1.7. Resumen de capitulos

La presente tesis consta de 6 capitulos que se describen a continuacién:

n El Capitulo '1, discute conceptos referentes a la importancia de los
osciladores y la necesidad del andlisis estadistico de sensibilidad. También
explica el interés de la ingenieria por la biologia. Finalmente se explica c6mo
se relacionan las nuevas dreas de investigacién de la biologia de sistemas y

los sistemas complejos.

« El Capitulo 2, expone los conceptos bésicos de las redes regulatorias
oscilatorias. La construccién de redes son ilustradas con ejemplos de algunas
reacciones que juegan un rol importante en la regulacién de diversos

procesos bioldgicos.
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El Capftulo 3, explica la teorfa del andlisis de sensibilidad, global y local.

También, se explica la propuesta de un método cualitativo de sensibilidad.

El Capitulo 4 se expone los métodos de andlisis estadistico como de

agrupamiento y bootstrap.

El Capitulo 5, refiere a las simulaciones y resultados obtenidos de las
oscilaciones de dos modelos de la red principal p53, para los cuales se

desarrollaran el anélisis estadistico de sensibilidad.

Finalmente, el Capitulo 6 expone las principales conclusiones y recomenda-

ciones.



Capitulo 2

Redes Regulatorias Oscilatorias

Las oscilaciones estan presentes en los sistemas bioldgicos (ciclo circadiano,
la red del p53, etc.). Los osciladores no lineales son més robustos que los
lineales. Los osciladores no lineales tienden a ser auténomos y son a menudo
importantes para poner una escala de tiempo (o secuencia) bien regulada de los
eventos bioldgicos. Por contraste, los generadores de pulso responden al estimulo
con el solo inicio de la actividad y son provocados repetidamente. Ademaés, las
estructuras de la red y los pardmetros cinéticos que son requeridos para regular
estos comportamientos son diferentes. Por ejemplo, los osciladores pueden surgir
de un solo lazo de realimentacién negativo, mientras que los generadores de pulsos
presentan la excitabilidad a menudo como consecuencia de una inhibicién y de

una la realimentacién positiva, que es crucial en la activacién.

Muchos de estos sistemas oscilatorios consisten en la interaccién de lazos
positivos y negativos, asi como en una combinacion de estos. Las oscilaciones
juegan un pa;;el importante en muchos procesos celulares dindmicos. El estudio
de oscilaciones en biologia celular provee de informacién valiosa acerca de la

organizacién de los procesos celulares.

16
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Una propuesta inicial de Novak [1] sobre las redes oscilatorias sostiene que
las caracteristicas necesarias para el comportamiento adecuado de un oscilador
son: la retroalimentacién negativa, un retardo, la no linealidad de las reacciones
y los tiempos adecuados de culminacién de procesos. Se ha propuesto en
trabajos previos [4, 5, 6, 7] que la arquitectura de la red antes que el valor de
los pardmetros determinan la operatividad y las caracteristicas dindmicas del
sistema. Se tiene claro que para los sistemas oscilatorios una retroalimentacién
negativa es suficiente para generar oscilaciones. Sin embargo, Tsai et al.
[8] demostré numéricamente que agregando un lazo de retroalimentacién
positiva se aumenta la robustez y sintonizacién del sistema. Este resultado
ha sido corroborado experimentalmente [9, 10]. Por otro lado, se ha mostrado
numéricamente ‘[15] que pardmetros especificos pueden llevar a un sistema a
comportarse oscilatoriamente o actuar como integrador (acumula la respuesta

de una sefial).

2.1. Bases teoricas

El presente trabajo hace uso de conceptos de osciladores auténomos y de
procesos bioquimicos, que son necesarios para comprender la red de regulacién

p53.

2.1.1. Osciladores auténomos

Los osciladores son sistemas dindmicos que se caracterizan por tener una
periodicidad en su comportamiento. Es necesario hacer una distincién entre las
diferentes clase de osciladores; osciladores de ciclo limite (OCL), osciladores de

no ciclo limite (ONCL).
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Se utilizard el término de oscilador de no ciclo limite (ONCL) para
describir cualquier sistema auténomo, en el cual cualquier condicién inicial se
repita periédicamente. En otras palabras el periodo de su 6rbita no estd aislado
y no exhibe un comportamiento transitorio. Las condiciones iniciales y los

parametros determinan la trayectoria de oscilacién.

La orbita periddica de los osciladores de ciclo limite es aislada y cerrada
[26], significa que ésta es determinada solamente por los pardmetros del sistema.
La forma y posicién del ciclo limite en el diagrama. espacio estado es independiente
de las condiciones iniciales, siempre y cuando las condiciones iniciales se
encuentren en la regién de atraccién de orbita periédica. Los ciclos limites
estables se aproximan de manera asintdtica de cualquier condicidn inicial dentro
de esta region de atraccién, a menos que las condiciones iniciales se encuentran
exactamente en la trayectoria lfmite de ciclo. Los OCL son gobernados por

EDOS(ecuaciones difereciales ordinarias) no lineales [26],

Muchos sistemas bioldgicos oscilatorios son modelados como OCL, como
el reloj ciclo circadiano. Una propiedad intrinseca de los OCL es su capacidad
de volver a la condicién original después de una perturbacién en una o muchas
variables de estado. Esta propiedad hace a los OCL una opcién para modelar
sistemas bioldgicos. Por ejemplo el ciclo circadiano, el cual exhibe una robustez
a perturbaciones con respecto a la amplitud y al periodo [50]. Los modelos
cuantitativos son muy importante para el estudio de los sistemas incluyendo a los

oscilatorios [2, 3]

Un ejemplo de un sistema dindmico, es el sistema predador-presa. En este
sistema se observa que existen ciertos lazos de retroalimentacién del tipo positivo

y negativo (ver Figura 2.5).

Algo caracteristico del sistema predador-presa, es que la presa tiene un

crecimiento potencial en su poblacién por su alto nivel de reproduccién (conejos)
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Figura 2.1: Esquema de modelos dindmicos con diferente grado de detalle. (o) Modelo
simplificado conejo-zorro (b) modelo mds detallado considerando crias y adultos en las especies
de conejo y zorro.

en tanto la tasa de reproduccién de los predadores (zorros) es mucho mas
lenta. Las presas sirven de alimento a los predadores que tiene incidencia en su
reproduccién, pero si el nivel de consumo de los predadores es alto, por lo cual la
taza de mortalidad de las presas es muy alta y por encima de su tasa de natalidad.
Lo que conlleva a una reduccién de la poblacién de las presas lo que implica una
escasez de comida para los predadores entonces cae €l nivel de reproduccién de los
depredadores y aumenta la mortalidad por inanicién. A traves de estos procesos se
vuelve al estado inicial de las especies repitiéndose esto ciclicamente (ver Figura

2.6). Este sistema se conoce como oscilador predador presa Lotka Volterra cuyas

ecuaciones son:

dz

Fri z(a — By)
dy _ _
2 = —yy-do)

(2.1)

Donde, z es el niimero de presas, ¥ es el niimero de predadores, % y % representan
la tasa de crecimiento de las especies en el tiempo, ¢ representa el tiempo, a, 3

Yy 6 son pardmetros que describen la integracién de ambas especies.
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Figura 2.2: Grdfica de lo simulacidn de un oscilador predador presa de la ecuacion Lotke-
Volterra

2.1.1.1. Red regulatéria p53 de oscilacién

En el desarrollo de modelos del nicleo de la red tumor supresor p53, se
consideron diversos tipos de retroalimentacién, para reproducir las oscilaciones
de las concentraciones de p53 y Mdm2 observadas experimentalmente. Dichos
lazos estdn conformados por retroalimentacién negativa con retardo y la

retroalimentacién negativa-positiva, que usan en el modelado.

El sistema del p53 comparte varias caracteristicas con sistemas oscilatorios,
especificamente con una clase de sistemas dindmicos llamados osciladores de
ciclo lfmite [26]. Los componentes de los osciladores de ciclo limite cambian
su concentracién o ubicacién con un patrén regular repetitivo. En general, los

cambios son resistentes a las pequefias fluctuaciones de la trayectoria temporal
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basal. En términos matematicos, esta trayectoria se conoce como un ciclo limite

estable (Figura 2.3.a).

El sistema del p53 también comparte caracteristicas con el sistema
generador de pulsos. En estos sistemas, el estado basal estd fuera del ciclo limite y
se conoce como un estado de equilibrio estable. Pequefias fluctuaciones del estado
de equilibrio estable pueden converger inmediatamente al punto de equilibrio
estable (Figura 2.3.b). Sin embargo, las fluctuaciones del estado de equilibrio
que son de tamaiio suficiente se amplifican, por lo general a través de una
fuerte respuesta positiva. El sistema es excitado y experimenta un gran cambio
en las concentraciones de componentes, en relacién con la perturbacién inicial,
antes de que converja al estado de equilibrio (Figura 2.3.b). Se ha propuesto
anteriormente que para obtener oscilaciones robustas es necesario agregar un lazo

de retroalimentacién positiva al lazo de retroalimentacién positiva [16, 17).

—~—
~—

foco
o inestable

foco
L estable | 2

Concentracion de especie 2P
Concentracion de especie 2 p

[

Concentracion de especie 1 Concentracion de especie 1

Figura 2.3: Trayectoria de oscilador y generador de puslso a) las trayectorias que conforma
una oscilacién siguen un camino ciclico llamado ciclo limite(ciclo azul) b) las concentraciones
de las proteinas de un generador de pulso permanecen estable en un punto fijo, para pequerios
cambios el sitema se estabiliza rdpidamente(trayectoria violeta) pero pare cambios mayores el
sistema toma un trayectoria distante hasta estabilizarse (trayectoria roja).

2.1.2. Procesos bioquimicos celulares

Los procesos bioquimicos celulares, son procesos que ocurren dentro de una,

célula (metabdlico, genénetico, sefialamiento y mecanoquimico), donde diferentes



22

tipos de mediciones son realizadas por protefnas y/o redes de protefnas (ver tabla
2.2). Esta informacién colectada es procesada para luego tomar decisiones que
regulan diversos procesos celulares mediante la expresion de genes (actuadores),
cuya complejidad de estos procesos puede ser comparada con lo que ocurren en
una mega fibrica.

Tabla 2.1: Procesos quimicos que se realizan en las células.

Procesos Bioquimicos Propésitos de las Reacciones Mecanismo |
Metabdlico Conversién de comida en energia, pro- | conversién
duccién de bloques de construccién enzimética de
| metaboloides.
Genético Replicacién de ADN, control de proce- | transcripcién y

sos metabdlicos segin las necesidades | traslacién.
celulares, produccién de enzimas.
Sefialamiento Regulacién de genética y metabdlica en | fosfororilizacién
respuesta a las seflales extracelulares,
diferenciacion celular.

mecano-quimico Transporte de moléculas, quimotesis movimiento de
energia.

2.1.2.1. Redes regulatérias celulares

Las células son probablemente el ejemplo mds completo del trafico de
sefiales en todos los niveles. Ellas estdn compuestas de millones de moléculas que
actian coherentemente de forma precisa con intercambio de energia e informacién

su medioambiente.

Las funciones celulares son resultado de la interaccién molecular, pero
no se pude reducir como si se tratara de una propiedad innata o inherente de las
moléculas. La organizacién estructural es generalmente facil de reconocer a través
de la observacién (por ejemplo, microscopia). La organizacién funcional de un
sistema se realiza a través de moléculas y esta limitada por la organizacién célular
estructural (Figura 2.8). La bisqueda de principios universales o mecanismos de

la biologfa molecular y celular es en gran medida el estudio de la organizacién
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funcional. En un contexto particular, el rol de una célula puede ser para crecer,
para especializarse, para reproducirse , o morir. Todos estos procesos requieren

la transferencia de informacién a través de redes bioquimicas.

Mantenimiento Crecimiento
Reparacién Divisién
Adaptacién | ) Diferenciacién
Desarrollo Regulacién Muerte

Genética
Demandas La Celula Respuestal
Ambientales . ] o Funcién

Figura 2.4: Esquema de la organizacion funcional de la célula.

Todos estos procesos moleculares estdn controlados por las instrucciones
embebidas en los genes y toman lugar en diferentes tiempos y espacios
involucrando la direccién de las proteinas que actdan como unas nanoméquinas
para manejar la dindmica celular. La red celular pude dividirse en 3 mayores
sub-redes autorreguladas (Figura 2.9):

= Red metabdlica encargada del metabolismo, crea energia en forma de
moléculas de ATP() que es usada en el proceso de fosforilizacién. En este
proceso se produce ADP() que es reciclada para nuevamente crear moléculas

de ATP.

» Red regulatéria genética encargada de direccionar la creacién de proteinas
y el uso de nutrientes para producir los bloques de construccién de la
célula. Los genes se transcriben a partir del nicleo y se ven afectados
positivamente por una secuencia del activador ascendente y negativamente.

Ambas secuencias pueden ser ordenados por los complejos de protefnas.
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» Red de sefializacién encargada de transmitir los est{mulos externos al niicleo
celular, a través de una interaccién de protefnas que llevan el mensaje

quimico.

Red

Regulatoria

Genetica
automodificacién

Red
Metabolica

:

autoorganizacién -

—Z S

" Red de
Sefializacién
autoreestructuracién

Medioambiente

Figum 2.5: Las interacciones que toman lugar entre los tres tipos de redes bioguimicas presentes
en la célula.

2.1.3. Modelado de reacciones bioquimicas

Estas soluciones se dividen principalmente si tratan con modelos deter-
minfsticos o estocdsticos. Para la representacién grafica de los circuitos de las
redes regulatérias se uso el Markup language [55]. A continuacién se explican
las reacciones bioquimicas bésicas y otras méas complejas como las cinéticas de

conmutacién de Michaelis—Menten, Goldbeter—Koshland y Hill.
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2.1.3.1. Reacciones bioquimicas bdsicas

a) <) e) g)

=

(E]
El g .Ep.' (]

Ea

b)

Figura 2.6: Esquema de reacciones bioguimicas bdsicas a)Transcripcién basal b)Degradacion
natural c) promocidn de lo transcripcion, d) promocién de la degradacién, e) inhibicién de
la transcripcién, f) inhibicién de la degradacién, g) reaccién reversible, h) promocién de la
" fosforilizacidn (activacidn). '

Tabla 2.2: Reacciones bioguimicas bdsias

Imagen. | Descripcién de la Reaccién Cinética
a) Transcripcién natural de E '—i%l = +Kp
b) Degradacién natural ggtﬂ = —K4[F]
c) Transcripcién de E por Ec d—&—f-l = +K,[Ec]
d) Degradacién de E por Ec %%l = —K,[E)[Ec]
e) Inhibicién de la transcripcién de E g—,[,g?-l = +Kc1%
por Ec
f) Inhibicién de la degradacién de E %%] = —Ka%
por Ec
g) Reaccién reversible %—? = + Kot E] — krev[Ep)
A2 = — Kooa B} + koo [ B
h) Activacién de E g Ep por S é-([gl = k"e”EIng%[]EH - K Ag%
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2.1.3.2. Ecuacién de Michaelis-Menten

Es un proceso donde el sustrato S se convierte en producto P que es
catalizado por la enzima E. La enzima y el sustrato forman un complejo de
sustrato-enzima ES que se degrada en el producto P y la enzima E. La dindnica
de la cinética se pude presentar de la siguiente forma: E + S % ES ¥ B4+ P
Donde ky, k., and k., son las velocidades de la reaccién. Se éupone que la reaccién

enzimdtica es irreversible, y que el producto no se liga con la enzima después de

la reaccidn.

1.0 +Activador |
v R No activador ni inhibidor
Voax | &
R - nhibidor
0.5 '
: Sos Sos
:J [l Il
05 10 2.0

Figura 2.7: Forma de la sigmoide para diferente tipo de configuracidn del conmutador de

Michaelis-Menten.

Las ecuaciones cinéticas son:
48 = —ks[E)(S] + Kk, [ES]

4B = k[ E)[S) + [kkr + Keat][ES]

dt -

dBS] — ko [E)(S] — [kky + keat)[ES) = —E

4P] — ko |ES)

Siguiendo la aproximacién de la reacién que esta en estado estacionario,
donde la concentracién del complejo enzima-sustrato (ES) es pequefia y se

mantiene casi constante a lo largo de la reaccién enzimadtica:
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dES] — k4[E)[S] — k,[ES] - kel ES] = 0, asi[ES] = 2IELSL

kr+kcat

Se define: K, %’kﬂ Entonces: [ES] = @gl (1)

dip]

5 = ka[Eo] Km+18] — VmameHS]

Donde Ej es la concrentracién total de enzima, Vmax es la velocidad

maxima y k2 se denomina con frecuencia kcat.

2.1.3.3. Funcién de Goldbeter — Koshland

Esta funcién describe una solucién para un estado estable de sistema
biolégico de 2 fases. Este sistema cambia de fase por la accién de 2 enzimas
con efectos contrarios, asi la protefna Z pasa a su forma fosforilada Zp y
viceversa, este proceso se describe donde X e Y son las enzimas, asi la
cinética de Goldbeter—Koshland se describe como: Zp XT Z y la funcién de
Goldbeter—Koshland como:

2U1J2
B+ \/B2 - 4(1}2 - Ul)’UlJz '

(2.2)

R
rT= === G(’Ul,'UQ, Jla J2) =
Ry
Donde:
’l)1"“k1[X] ’U2——k2[Y] J1 [Z] s 2=%)’B=Uz—’l}1+¢]1’02+‘]2’01
2.1.3.4. Ecuacion de Hill

Muchas enzimas muestran un comportamiento mucho m&s complicado
que es considerado en la derivacién de la ecuacién de Michaelis-Menten. Las

velocidades de reaccién correspondientes pueden ser descritas por la ecuacién de
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Hill. Se describe la fraccién de la macromolécula saturada por el ligando (i6n o
molécula que se une a un dtomo de metal central para formar un complejo de
coordinacién) como una funcién de la concentracién de ligando, sino que se utiliza
para determinar el grado de cooperatividad de la unién del ligando a la enzima

o receptor.
ds| _ I _ [
dt Ki+ [L]” (KA)" + [L]"

(2.3)
Donde :

] ‘—151 Es la fraccién del aumento del producto S.
s [L] Es la concentracién del reactivo L

s K, Es la constante de disociacién aparente deriva de la ley de accién de

masas (constante de equilibrio de disociacién)

s K4 Es la concentracién del ligando que produce la ocupacién media (media
ligando concentracién de ocupacién de los sitios de unién), que también es

la constante de disociacién microscépico.

= n Es el coeficiente de Hill que describe la cooperatividad (o posiblemente
otras propiedades bioquimicas, dependiendo del contexto en el que se utiliza

la ecuacién de Hill)

Cuando sea apropiado, el valor del coeficiente de Hill describira la

cooperatividad de la unién del ligando de la siguiente manera:

s n>1 Implica la unién Positiva de cooperacién : Una vez que una molécula
de ligando se une a la enzima, su afinidad por otras moléculas de ligando

aumenta.
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= n<1 Implica la unién negativa de cooperacién : Una vez que una molécula
de ligando se une a la enzima, su afinidad por otras moléculas de ligando

disminuye.

= n =1 Implica la unién no cooperativa : La afinidad de la enzima por una
molécula de ligando no depende de si o0 no otras moléculas de ligando estan

ya obligado.

2.1.3.5. Sistemas de retroalimentacién en reacciones bioquimicas

La retroalimentacién significa que el componente de respuesta influye en su
propia produccién o degradacién. La retroalimentacion como positivo o negativo,
dependiendo si la respuesta es amplificada o suprimida. La retroalimentacién
positiva se puede realizar a través de la aceleracién de la produccién y la inhibicién
de la degradacién. En tanto que La retroalimentacién negativa, debilita la senial
de respuesta a través de La inhibicién de la produccién y la aceleracién de la

degradacién.

En la naturaleza en diferentes mecanismos de retroalimentacién hay
circuitos bioquimicos que actian como dispositivos electrénicos tales como

(Figura 2.12):

« Los conmutadores (Figura 2.12a y Figura 2.12b) tienen miltiples estados de

equilibrio, funcionan como control 1égico, interaccién de sefial y memoria.

= Los controladores (Figura 2.12¢) son sistemas con entradas y salidas no

* lineales, sirven para regulacién continua de la retroalimentacién.

= Los osciladores (Figura 2.12d y Figura 2.12e) son sistemas de ciclo limite
sirven como relojes para transcripcién periddica de la sehal a través de

sincronizacién y/o llevado de la sefial.
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a Los filtros amplificadores (Figura 2.12e Figura 2.12g) amplifican la sefial de

potencia intermedia.

» Los filtros de ruido (Figura 2.12f) regulan las sefiales de ruido.

a) c) e) 9)

[ | L]
[Ea }—{Eb | EC]
Ii

b) d) f

L . [ |
[(Ea o }[Ec] - [Eal—{Eb] [Ec}—[Ed]
T__., l P

Figura 2.8: a) commutadores, b) controladores, c) osciladores, d) Filtros Ampliﬁcadores e)
Filtros de ruido

2.2. Antecedentes del proyecto

Una serie de aportes importantes en el estudio de la dindmica de la Red
del p53 se han dado en tltimos 10 afios ( ver en la tabla 2.1).

Tabla 2.3: Ultimas publicaciones relevantes de la red oscilatoria p53-Mdm2

| Articulo Cientifico v Autor principal Afo |
| P53 Dynamics Control Cell Fate Galit Lahav 2012
The ups and downs of p53: understanding protein | Galit Lahav 2009
dynamics in single cells 7
Recurrent Initiation: A Mechanism for Triggering p53 | Galit Lahav 2008
Pulses in Response to DNA Damage
Oscillations and variability in the p53 system Uri Alon 2006 |
Dynamics of the p53-Mdm2 feedback loop in indivi- | Uri Alon 2004
dual cells
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2.2.1. Resumen del estado del arte de la red p53

El principal regulador del p53 es el Mdm2, que forma un lazo de
retroalimentacién negativo con el p53. Lahav et al. {3] al analizar la variacién
de las concentraciones de las proteinas p53 y Mdm2, en respuesta a un dafio
en la célula, observé oscilaciones donde el ndmero de dichas oscilaciones era
proporcional al dafo recibido por la célula. La altura y duracién de cada oscilacién
era fija y no dependia de la intensidad de dano recibido por la célula. Ademés se
observé que las curvas de oscilacién del p53 y Mdm?2 presentan siempre un cierto
retardo. Se cree que las oscilaciones reflejan esfuerzos repetitivos de la red p53 por
reparar la célula y que la red p53 cuenta el nimero de oscilaciones, mas alld de un

determinado niimero de oscilaciones decide efectuar la apoptosis (muerte celular).

Uri Alon y Arnold Levine [45] mostraron que en poblaciones de células
el p53 y el Mdm2 presentan oscilaciones amortiguadas en respuesta a un
dafio celular por radiacién gamma. Se ha encontrado experimentalmente por
andlisis de fluorescencia ligado a las proteinas p53 y Mdm2, que el 60% de las
células expuestas a radiacién gamma, mostraron oscilaciones no amortiguadas
con periodos de 5.5 £+ 1.5 y retardo de 2 £ 0.5, pero con mayor variacién de
las amplitudes que del periodo [18]. En este caso la altura y duracién de cada

oscilacién era proporcional al dano recibido por la célula.

Usualmente la proteina p53 durante condiciones normales mantiene niveles
bajos de concentracién. Principalmente a través de un lazo de realimentacién
negativa con el Mdm2. El p53 regula positivamente el Mdm2 activando su
transcripcién. A su vez el Mdm2 regula el p53 negativamente promoviendo
su ubiquitinacién y degradacién. Bajo varias condiciones de tensién, el pb3
es activado a través de diversos mediadores activaciéon. La mayoria de estos
mediadores producen la modificacién de postranslacional del p53 que afecta la

interaccién de p53 - Mdm?2.
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Time after Time
irradiation

0-3 hr

9-12 hr

12-15 hr

15-18 hr

Figura 2.9: Evolucién de las oscilaciones de p53-Mdm2 a través de las imdgenes de microscopio
de fluorescencia, la evolucidn de la concentraciones de p53 se muestran en rojo mientras que
las de Mdm?2 se muestran en verde, cada foto se muestra en un lapso de 20 minutos.

El p53 es catalizado en respuesta a muchas formas de la tensién celular,
incluyendo varias clases de dafio del ADN [46]. La presencia de la tensién es
detectada y transmitida al p53 por el movimiento de transductores de sefial que
transcripcionalmente modifican el p53 activandolo y afectando su estabilidad.
Luego de la activacién, el p53 regula la transcripcién de cientos de genes [47].
Estos genes cifran protefnas con un amplio rango de funciones, incluyendo la
de inhibicién de la evolucién del ciclo celular, la activacién de la apoptosis

y la regulacién del p53 directamente o a través de transductores de sefial de

retroalimentacién negativa [47] (Figura 2.2).

La activacién el p53 regula la transcripcién de numerosos genes (ver Figura
2.2). Algunas seiniales del p53 actdan como reguladores de retroalimentacion,
modificando la actividad de las quinazas y la estabilidad del p53. Las otras sefiales
del p53 son reguladores de respuesta que provocan resultados celulares especificos,

incluyendo la detencion del ciclo celular y la apoteosis.
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[~ Chemotherapeutic Stalled replication endoplasmic reticulum
Input drugs v-irradiation forks UV light stress
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Figura 2.10: Red de la proteina - p53. Las sefiales de estrés genético (entradas) son
detectadas y translucidas al p53 a través de algunas quinazas (transductores de sefial). Los
nombres de las proteinas mostradas son los siguientes: APAF1 (apoptotic protease-activating
factor), ATM(atazia telangiectasia mutated), ATr(ataxia telangiectasia and rad related), CHK
(checkpoint kinase), DNA-PK, DNA-dependent protein kinase), JNK (JUN N-terminal kinase),
p53r2 (p58-inducible ribonucleotide reductase small subunit 2-like protein) y Uv (radiacidn
ultravioleta).

2.2.1.1. Reparacién del dano genético

El dano del ADN inicia una serie de pulsos del p53. La explicacién mds
simple de estos pulsos es que son oscilaciones intrinsecas del lazo de realimentacién
negativa del p53-Mdm?2. Sin embargo, resultados recientes [REF], muestran
que este mecanismo simple es insuficiente para explicar los pulsos del p53.
Lahav muestra que las pulsaciones del p53 son impulsadas por las pulsaciones
exteriormente sobre las quinasas de sefializacién de activacién, ATM(ataxia
telangiectasia mutated) - CHK2(checkpoint kinase). También en la reaccién
negativa entre el pb3 y el ATM, via Wipl, es esencial para mantener la forma
uniforme de los pulsos del Lahav et al. [3]. Por lo cual los, pulsos de p53 resulten de
la iniciacién repetida por ATM, que es reactivado por el dafio del ADN persistente.
Estos estudios muestran que la dindmica del p53 en respuesta al dano genético es

formada por una combinacién de dos retroalimentaciones negativas, incluyendo
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la reaccién negativa entre p53 - MDM2 y la reaccién negativa entre p53, ATM y
CHK2 mediados por el WIP1 (Figura 2.4). Un cuidadoso andlisis de la dindmica
de estas dos retroalimentaciones, reveld que los reguladores de activaciéon ATM y
el CHK2 mostraban las oscilaciones que son requeridas por la dindmica del p53
[2].

El dafio en el ADN produce la autofosforilizacién répida y la activacién
del ATM. El ATM fosforiliza el CHK2 que fosforiliza el p53, colaborando mds
directamente en la estabilizacién del p53. Después del dafio de ADN causado por
la irradiacién-gama, la funcién del p53 y Mdm2 se repite. Lahav mostré en los
experimentos de células individuales, que las células individuales muestran varios
pulsos del p53 de amplitud y de duracién fija [45]. La apariencia de las oscilaciones
amortiguadas resulta al determinar el promedio de los pulsos de una poblaciéon

de células.

Sin embargo un estudio in vivo reciente mostré pulsos de la actividad del
p53 en de un ratén transgénico, esto sugiere que la dindmica no esté limitada al

cultivo de células cancerigenas [48].

Un estudio reciente mostré que el Wipl también estabilizaba el Mdm2
desfosforilandolo sobre Ser395[30]. Ya que los pardmetros cinéticos exactos de las
interacciones dentro del sistema adn no son conocidos. Un modelo mds complicado
incluye las interacciones directas entre Wipl y p53 [17] y entre Wipl y Mdm?2 [30},
puede dar el mismo aumento del comportamiento dindmico que resulta del modelo
simplificado de Lahav. Lahav mostré la recurrente activacién del ATM y el CHK2
resultaba en un pulso completo del p53 [2], fuera de su estado fundamental, esto
sugiere que podria ser un mecanismo estabilizacién que controlaria los ritmos del
p53. El hecho de que un lazo de realimentacién negativo simple puede generar
fluctuaciones sostenidas, pero no la excitabilidad. Esto sugiere la existencia de

una realimentacién positiva en la red que controla niveles del p53.
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Figura 2.11: Modelo del rol pdtenci_a,l de los pulsos de ATM en la reparacion del ADN. a)
Cuando el rompimiento del ADN ocurre, b) varias proteinas forman un complejo en el sitio de
rompimiento, c) luego, el ATM es activaedo por las proteinas de reconocimiento de rompimiento.
d) Una vez activado, el ATM estabiliza el p53 y provoca su acumulacidn. e) El p53 luego cataliza
la expresion de algunos genes, incluyendo genes de reparacion del ADN y del inhibidor del ATM,
el WiP1. f) La inhibicién del ATM por el WiP1 podria resultar en la disociacidn del ATM de
la ruptura, g) permitiendo el acceso al rompimiento. h) Aqui la reparacién del ADN es exitosa,
por lo cual el ATM no seria activado otra vez, y ya no activaria el p58. i) Si el rompimiento
del ADN no es reparado, una nueva secuencia de activacién del ATM comenzaria, resultando
en un nuevo pulso del ATM y el p53.

Algunas realimentaciones positivas han sido identificadas en la red del
p53(33], pero estudios adicionales son requeridos para determinar si éstos o la
realimentacién positiva atin oculta son importantes en el desarrollo de la respuesta
del p53 para el dafio en el ADN. Queda como pregunta: jel sistema de p53

funciona como un oscilador de ciclo de limite o como un generador de pulso?

Como explica Lahav una posible razén de los pulsos del ATM [2] son los pulsos
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que son importantes para la reparacién correcta del dafio del ADN, y los pulsos del
p53 son solamente un fenémeno superficial de este comportamiento. Después de
la activacién del ATM, ocurre un pulso del p53 [2], resultando en la transcripcién
de algunos genes de transcripcién incluyendo proteinas de reparacién del ADN y
los reguladores de reaccién negativa. E1 WIP1 es un regulador negativo que tiene
un papel importante en inhibir el ATM [49], resultando en un pulso de activacién
del ATM [2]. Lahav hipotetiza que la inhibicién del ATM podria resultar en la
disociacién del ATM al dano genético, as{ permite que las proteinas accedan a la

reparacién del dafio de la cadena de ADN(1] (Figura 2.3).

El lazo de retroalimentacién negativa entre el p53 y el Mdm2 se compone
de la interaccién entre dos ramas con diferente tiempo de respuesta: una rama
positiva lenta (de transcripcién) y una rama negativa répida (de interaccién
proteina-proteina), ver Figura 6A. Modelos matematicos predicen que este tipo
de retroalimentacién puede exhibir un comportamiento oscilatorio [48], el cual
serfa una explicacién simple para los pulsos reiterados. Lahav [47] observé que
las oscilaciones eran intrinsecas al lazo p53/Mdm2 (Figura 6A). Otros modelos
incluyen caracteristicas adicionales, tales como una retroalimentacién positiva
del p53 [13], o suponer una constante alta para los niveles de activacién de
las proteinas de sefializacién (ATM y CHK2) del dafio del ADN, para tener
oscilaciones sostenidas [14,46]. Otra propuesta, de Uri Alon y sus colegas [3],
sugiere que el p53 podria depender de las oscilaciones de los elementos de

sefializacién (ATM y CHK2) referidos al daiio del ADN (Figura 2.4).
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DNA DSBs

Figura 2.12: Circuito del oscilador del p53-Mdm2 con los conmutadores acoplados de ATM-
CHK? y el regulador Wipl. En respuesta al dasio en el ADN, el ATM es activado, y activa el
CHK?2, ambos catalizan el p53 afectando su interaccion con uno de sus genes de senalizacién que
es el Mdm2. P53 también cataliza'la trascripcion del fosfato que WiP1 requla negativamente el
circuito entero mediante la desfosforilizacion del ATM, CHK2, p53 y Mdm2. Las lineas sélidas
representan las interacciones proteina a proteina.

2.3. Formulacién del un modelo de oscilador de

la red p53

La red de regulacién p53 es altamente compleja e incluye varios cientos
de genes y procesos [19, 20].De estos procesos se conoce solo una parte de las
reaciones, pero se desconoce el valor real de los pardmetros y su rango, ya que en
las condiciones naturales estos parametros tienden a variar. Es necesario tener un
modelo simplificado de la red principal del p53, que pueda tener una adecuada
interaccién con la red de activacién (ATM y CHK2), asi como con sus reguladores

(Mdm2 y Wipl) y la reparacién del dafio genético.
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2.3.1. Modelos de la red p53-Mdm2 basicos

Para el estudio de la red principal del p53 se tomo como base dos

modelos sencillos, uno desarrollado por Chickarmane [17] y otro por Ciliberto

[25], considerando los datos esperimentales de Zatorsky et al. [18], se propone un

modelo similar a otros modelos [16, 22, 23]. En el modelo de Chickarmane y el

propuesto el sistema se comporta como oscilador para ATM fosforilado, es decir

cuando el sistema esta activado funciona como oscilador. En tanto que para ATM

no fosforilado, el sistema debe estar en estado estable (homeostasis), es decir el

sistema mantiene las concentraciones de las especies constantes, de tal manera

que la concentracién del Mdm?2 sea mayor a la del p53.

2.3.1.1. Modelo de Chickarmane

En el modelo de Chickarmane[17] son consi-

deradas 2 especies: p53 y Mdm2. Este modelo de os-

cilador se activa por respuesta a la fosforilacién del

ATM, lo que convierte ATM en ATMP. la mayor con-

centracién de ATM, promueve la acumulacién del

p53. Asi mismo el p53 promueve su auto trascripcién

(retroalimentacién positiva). Ademaés el p53 promue-

ve la transcripciéon del Mdm2, el cual promueve la

degradacién del p53 (retroalimentacién negativa).

ps3 o0
Mdm2 }—-D—’ﬁ

Figura 2.18: Diagrama de la red
del p53 del modelo de Chickar-
mane.

&
— |

it

Tabla 2.4: Especies de estudio de la red p53-Mdm?2 en el modelo de Chickarmane

] Nombre de la Especie variable I concentracién
p53 total(inactivo y activo) p53 [p53]
Mdm?2 nuclear Mdm2 [Mdm2}
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Las ecuaciones del modelo del oscilador p53 de Chickarmane son:

4
d[3§3] = ao[ATMp] + a1 E{"[:%EZ — (1 [Mdm2] + g2)[p53] (2.4a)
4
d[lwd(imm =aq + a3'k—2-'[?'§)lﬁz — g3|[Mdm?2) (2.4b)

Tabla 2.5: Reacz’onés de la red p53-Mdm2 del Modelo de Chickarmane

" Nim. | Descripcién de la Reaccidn Cinética,

Rel. | Transcripcién del p53 por ATM,, | ap[AT M)

Re2. | Auto Transcripcién del p53 GIEE%%F
Re3. | Degradacién del p53 (91[Mdm2} + go){p53]

Red. | Transcripcién basal del Mdm2 as
Re5. | Transcripcién del Mdm2 por p53 agk—zl%‘%%]q

Re6. Degradacién natural de Mdm2 | gs[Mdm2]




2.3.1.2. Modelos de Ciliberto

El modelo de la red p53 de Ciliberto [25]

considera 4 especies: p53 inactivo, p53 activo

(f‘osforiladO)‘, Mdm?2: citoplasmdtico y Mdm2

nuclear. El sistema se comporta como oscilador

cuando aparece dafio genético (DMG > 0). En

tanto que para cuando no hay dafio genético
(DMG = 0), el sistema debe estar en estado
estable (homeosta313) es decir mantener las
concentraciones de las especies constantes, de

del Mdm2 sea mayor a la del p53.
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Figura 2.14: Diagrama de la red del
53 del modelo de Ciliberto.

tal manera que la concentracién

~ Tabla 2.6: Especies variables de la red p53-Mdm2 en el modelo de Ciliberto

Nombre de la Especie variable concentracién
p53 inactivo p53 [p53]

p53 activo P53, [p53,]

p53 inactivo y activo P53total [p53t0tai)
Mdm2 citoplasmético Mdm2.; [Mdm2.)
Mdm?2 nuclear Mdm2,.c [Mdm2pu)
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Las ecuaciones del modelo del oscilador p53 de Ciliberto son:

d[p53] [p53,]*
el k1553 + k2453 TE, + P55 + kin[p53,)
i 153,
el B3] = e I S oo
— (k1453 + koass FGE)[p53] (2.5a)

4
AP535] _ g 053] + Ksuee 2O 1053.]

dt J3 + 53,
— (kasa + k2ass FGK)[p53,)] (2.5b)
dMdm2.] [p53,]¢
7 = k1s2 + kas2 TE + [p53,]! + ko[Mdm2pyc]
— ki[Mdm2e] — koaa[Mdm2e:] (2.5¢)
d[—AlddtZ}—Tw—cl = ]Cz [M dm2mt] — ko[M dm2,wc]

Donde FGK = G([Mdm2.uc],6, J/[p53t0tal]) €s la funcién de Goldbeter-
Koshland.



Tabla 2.7: Detalle de las reacciones de la red p53-Mdm2 en el modelo de Ciliberto.
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Nim. | Descripcién de la Reaccién Cinética

Rel. | Trascripcién basal del p53 k153

Re2. | Activacién natural de p53 k1ac[p53)

Re3. | Activacién natural de p53 por p53, kgacjlm#j’gg%—g

Re4. | Desactivacién natural kin[p53p)

Re5. | Degradacién natural y por Mdm2p,. del | (kiass + kgd53FGk){p53]
p53

Re6. | Degradacién natural y por Mdm2py. del | (kigss + kaassFGk)[p53,)
P53,

Re7. | Trascripcién del Mdm2.; por p53, kis2 + k28224£p5T[21§)l;;F

Re8 Entrada de Mdm2,;; al Ntcleo ki[Mdm2.)

Re9. | Salida de Mdm2,,,. del Nicleo ko[Mdm2pyc)

Rel0. | Degradacién natural de Mdm2.;; ko2 [M dm2e)

Rell. | Degradacién natural de Mdm2pqc kida(1 + [DM G])[M dm2pyc)

2.3.2. Propuesta de modelo de la red p53-Mdm2

El modelo de la red p53 — Mdm2

que se propone consta de cuatros especies de
proteinas las mismas que el modelo de Zatorsky
pero se diferencia a los anteriores, en que
las oscilaciones comienzan cuando el ATM-
p promueve la activacién de p53(R3) [52] y

ATM-p promueve la degradacién de Mdm?2

propuesto.

Nuclear(R14)[51]. Asf la estructura del modelo

Figura 2.15: Diagrama de la.red p53
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consta de un lazo de retroalimentacién positivos(reacciones 2 3 4 y 9) y un lazo
de retroalimentacién negativo (reacciones 3, 4, 6, 7, 8, 9 y 10) y el p53 activo
promueve la trascripcién de mdm?2 citoplasmético(R9)[53] y la transcripcién de
p53[17], el Mdm2 al pasar a la forma nuclear promueve la degradacién del p53

inactivo(R6) y activo(R7)[54]. Las reacciones estdn detalladas a continuacién.

d[p53] [p53,]* [P53,)]
= Kio53 + Kssg i+ Ky e
g = s + Kasss T 1 [p53,]% kma + [p53p]

- w% - k1ac[p53] - (gm + Ginm1 [Mdm2nuc]) [P53] (2'63‘)

d[p53,]  [ATM,][p53]

TR A T Fraclp53]
[p53,)]
T hnT 1 ea 1 \Yac ac nuc :6b
b ] — (0 + G M2 [ (2:60)
dMdm2e) o [ps3,? |
dt = kls2 + k232 (]?2 T [p53p]3 + ko[Mdm2nuc]
—_ kz [M dm2m] - kZdZ [M dm2at] (260)
Mﬁlgf—g—’m] = ki]Mdm2) — ko[Mdm2p,.]

AT M| [Mdm2uud]

Fon + [ATM,)] (2.64)

- kle {M dmZnuc] - k3d2[




Tabla 2.8: Reaciones de la red p53-Mdm?2 en el Modelo propuesto
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| Nim. | Descripcién de la Reaccién Cinética

Rel. | Trascripcién basal del p53 kis53

Re2. | Trascripcién de p53 por p53, k%g,gygﬁ%%ﬁz

Re3. | Activacién natural y de p53 K1ac[p53]

Red4. | Activacién de p53 por ATM, af%l

Re5. | Desactivacién natural ki"ﬁz%%f]v@

Re6. | Degradacién natural y por Mdm2,yc del | (gin + gin1[Mdm2,,.])[p53]
p53

ReT. Degrédacién natural y por Mdmé,mc del | (Gac + Gac1 [Mdm2pyc])[p53p)
P53y

Re8. | Trascripcién basal del Mdm2,;; kiso

Re9. Trascripcion del Mdm?2.;; por p53, kzgﬁ%

Rel0 | Entrada de Mdm2.; al Nicleo ki [Mdm2e:)

Rell. | Salida de Mdm2,,. del Nicleo ko[Mdm2pyc)

Rel2. | Degradacién natural de Mdm2,; kaga|Mdm2cit)

Rel3. | Degradacién natural de Mdm2,,,,. k12 M dm2,,.]

Reld. | Degradacién de Mdm2,,,. por ATM,

ke g (AT M) (Mdm2n e
CR32 T AT M) <




Capitulo 3

Analisis de Sensibilidad

Los sistemas biolégicos protegen su informacién genética y su modo de
vida contra las perturbaciones. As{ mismo, también son capaces de adaptarse a
los cambios, sensar y procesar seiiales internas y externas, también reaccionar
con precisién al tipo o fuerza de perturbacién. La sensibilidad caracteriza la
habilidad de organismos vivos para un adecuada reaccién sobre ciertos estimulos.
La sensibilidad es cominmente definida como la razén de cambio entre una

propiedad debido al cambio de una variable.

El anilisis de sensibilidad se pude abordar de manera cuantitativa o
cualitativa. En el andlisis de sensibilidad el interés es saber como los parametros
de las velocidades de las reacciones influyen en la dindmica de la concentracién

de las especies (proteinas).

45
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3.1. Definicion de sensibilidad

La sensibilidad es la cuantificacién de

como la incertidumbre en la salida de un mo- V- Perturvaciones ﬂ

delo numérico puede proporcionar diferentes . vaces : v Safidas
Planta Fisica

fuentes de incertidumbre en la entrada del mo-

delo segiin Saltelli et al[41]. Generalmente el

Figura 3.1: Esquema de un planta

andlisis de sensibilidad es considerado de ma- f¥¢*

nera local, cémo la variacién de la salida entre

la variacién de una entrada asi: S; = g—}’j, donde Y es la salida y Xj es un factor
de entrada. Pero el interés radica en la sensibilidad paramétrica que es: S; = g—}:‘, y
donde P, es un pardmetro, en este contexto el anélisis de sensibilidad es orientado
a determinar que factor necesita mas una mejor determinacién y la identificacién

de los procesos criticos el circuito de funcionamiento.

3.1.1. Sensibilidad local

El andlisis de sensibilidad local se da cuando un pardmetro se varfa a la vez
dentro de un pequeilo intervalo alrededor de su valor nominal. Esto se repite con
la misma perturbacién para todos los pardmetros. El enfoque de la sensibilidad
local es posible cuando la variacién alrededor del punto medio de los factores de
entrada es pequena. En general, la entrada-salida de relacién se supone que es

lineal, pero que en la realidad los sistemas biolégicos son no lineales.

3.1.2. Sensibilidad global

El objetivo en el anilisis de sensibilidad global es cuantificar la

incertidumbre en la salida por variacién del valor de cada factor de entrada. Por
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las distribuciones que representan el grado de conocimiento de cada paradmetro
proporciona, la entrada para el anilisis. El analisis de sensibilidad se considera
global cuando a) se varfan los pardmetros simultdneamente y b) la sensibilidad

se mide en todo el rango del pardmetro [41} .

3.2. Analisis de control metabdlico

Uno de los metodos que se han desarrollado para el estudio de la
sensibilidad de reaciones bioquimicas es el anélisis de control metabdlico (ACM)
[11] cuyos resultados se han extendido a sistemas ocilatorios [12]. Otros métodos
han sido propuestos para estudiar sistemas oscilatorios como del ciclo circadiano

13, 14].

El ACM fue desarrollado originalmente para describir el control en las
vias metabdlicas, pero poSteriOrr’nente se amplié para describir la sefializacién y
las redes genéticas. El coeficiente de control referente a los proceso metabdlicos

respecto a los parametros de las reaciones es:

CJ = (e doyp) . dnJ
vi = \dpJd dpv; )~ dinw;

El andlisis de control metabdlico (ACM) es un método matematico

para describir procesos metabdlicos, de sefializacién y rutas genéticas. E1l ACM
cuantifica cémo las variables, tales como los flujos y las concentraciones de las
especies, dependen de los pardmetros de red. En particular, el ACM es capaz de
describir cémo las propiedades dependientes de la red (llamados coeficientes de

control) dependen de las propiedades locales llamados elasticidades [12].

Sin embargo este método analitico cuantitativo no ilustra como las
propiedades del sistema de periodo, extremay retardo varian independientemente

del tiempo.
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3.3. Meétodo desarrollado

Se ha desarrollado un método numérico sencillo para medir la sensibilidad
global de osciladores con respecto a sus parametros. El método consiste en hallar

las caracteristicas del sistema de periodo, extremo y retardo (Figura 3.2)

7 T T T T
p53

i S e Mdm2
Bk T L Ll -

£y Periodo del Mdm2

" ‘I I ,"‘( >

N i .
5t .. Lot Boogeoee e vy

W . &

Concentracion (nanomoles)
N

: ‘ v del Mdm2,
0 - I 1 i
0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

-«

Figura 3.2: Indicacidn de las propiedades del oscilador p53-mdm2 en la simulacion del modelo
de Chickarmane.

Tabla 8.1: Propiedades de la dindmica del sistema de la red p53-Mdm2 .

Propiedad Descripcién variable

Extremo del p53 Concentracién periddica més alta (pico) de p53. E[p53]
Extremo del Mdm2 | Concentracién periédica més alta (pico) de Mdm2. | E[Mdm?2]

Periédo de p53 Tiempo de repeticién de picos de [p53]. P[p53]
Periédo de Mdm2 | Tiempo de repeticién de picos de [mdm?2]. P[Mdm?2]
Retardo Tiempo entre el pico [p53] y [Mdm?2]. Retardo

Se considera una variacién desde 0.1 hasta 10 veces el valor nominal
del pardmetro es considerado. Lo que en escala logaritmica se traduce de una

variacién desde -1 hasta 1 veces el valor relativo nominal.
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En la variacién del valor del pardmetro desde 0.1 hasta 10 (de -1 a 1 en
escala logarftmica) se tomo una secuencia de 51 puntos igualmente distribuidos
para los cuales se ha simulado el sistema y cuya respuesta se muestran en la
Figura 3.3. En esta figura que est4d en 3D vemos como varfa la respuesta del

sistema ante la variacién del valor pardmetro a0.

3 (nanomoles)

Concentracion de p53

Figura 3.3: Respuesta ante la variacién del parametrode 0.1 veces a 10 veces el valor nominal
de ap

Para la variacién del valor del pardmetro a0 hemos identificado las
caracteristicas del sistema (periodo, extremo y retardo) las cuales se han graficado
en la Figura 3.4.b, en la cual se ve que el sistema tiene un rango de operacién
menor al rango en estudio. Luego se procede a calcular el area sombreada
mostrada en la Figura 3.5 y posteriormente se divide esta drea por el rango

en el cual se producen las oscilaciones.

Para el primer punto (de los 200) en el modelo de Chickarmane, al igual -

que para el pardmetro a0 se ha calculado la variacién de los otros pardmetros, los
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Cambio Relativo del pardmetro a,
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Cambio Relativo del pardmetro a,
Figura 8.4: a) Respuesta del sistema ante la variacién del pardmetro a0 desde 0.1 hasta 10 veces
su valor nominal. b) Dependencia de las caracteristicas del sistema con respecto a la variacion
del pardmetro a0. ‘ ’ '
cuales han mostrado diferentes rangos de oscilacién, ver Figura 3.6.a, as{ mismo
también se ha calculado la dependencia de las caracteristicas del sistema ante
las variaciones de los valores de los demds pardmetros, con lo cual usando el

método propuesto se calcula el valor de la sensibilidad global de las caracteristicas

(periodo, extremo y retardo) respecto a dichos pardmetros(ver Figura 3.6.b)

Asi varia el mantenimiento de la oscilacion del sitema(modelos de
Chickarmane y el propuesto) ante la variacién de los pardmetros (ver Figuras

3.6.ay 3.7)



51

Cambio Relativo del Extreama del p53

10
Cambio Relativo de a,
Figura 8.5: Zona de interés(intervalo donde el sistema oscila) en el método propuesto para

calcular la sensibilidad global, el intervalo de [.1;1] es donde esta la cota inferior de oscilacion
y el intervalo [1;10] es donde esta la cota superior de oscilacion.

a) b)
@ 173
£ g
§ £
8 &
g3 1
J— r 10.1
ATM_p B 15 SRR A U AR N A’]'M—p o
i L a I L
E[p53} EfMdm2) P{p53] P(Mdm2] Delay
Cambio Relativo de los Parametros Sensibilidad de 1as Propiedades

Figura 3.6: a) Rangos de los valores de los pardmetros normalizados dentro de los cuales el
sistema oscila. b) Sensibilidades globales de las caracteristicas del sistema con respecto a los
pardmetros.
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0'T8090%v0¢C00°0

[euat1y ©300 39p Owﬂﬁu

KieskassaJs538in1 Bin 81 KmiK1ac Kin KmoBac Bac Kisokosa Jszkaaz ki ko KiakaaskoA TMp

jei1owI ®303 9p oJue1

K1osk 2659055381 Bin 8¢ Km1K1ac Kin KmoBac1 Bac kisakosz Jsokogz ki ko K1aKaaskady TMp

Figura 8.7: Bozplot de las cotas inferios y superiores donde se mantinen oscilacion del sistema

propuesto ante la variacion relativa valor de los parametros. a)Bozplot de las cotas inferios en

el intervalo [.1;1] b)Bozplot de las cotas superior en el intervalo [1;10]



Capitulo 4

Analisis Estadistico

4.1. Descripciéon del trabajo

En el presente trabajo se realizan comparaciones mediante anilisis
estadistico de la sensibilidad para miltiples pardmetros en dos modelos, el
Chickarmane y el propuesto. El procedimiento para el andlisis estadistico que

se uso es el siguiente:

= Se gener6 nimeros aleatorios alrededor de puntos originales en el rango de
0.1 a 10 veces el valor original para cada valor nominal de los parametros
del modelé de Chickarmane y el propuesto. Luego se procede a la solucién
numérica de las ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOS) y la busqueda
de que conjuntos de pardmetros que cumplen las condiciones iniciales de

estado estacionario con contracién de [Mdm?2] mayor que del [p53].

» Para ambos modelos se hallaron 5 zonas diferentes de operacién. Alrededor
de cada zona de operacién se buscaron 100 conjuntos de pardmetros que

cumplan ciertas condiciones de periodo y retardo.

53



4.2.
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Con una coleccién de centenares de conjuntos de pardmetros, se analizé co-
mo afectan el cambio de los pardmetros sobre el periodo, los extremos y el
retardo. Para luego resumir en una matriz de sensibilidad para cada con-

junto.

Con los resultados en matrices de sensibilidad, se usaron técnicas
estadisticas de agrupamiento para poder identificar que pardmetros estdn o
no, la mayor parte de las veces, relacionados a producir mayor sensibilidad
de una o algunas caracteristicas de un oscilador, como son periodo, extremos

y retardo.

Otra técnica para poder hallar de forma més precisa el nivel de un parametro
que afecte a la sensibilidad del sistema, es el de BootStrap. El método
de BootStrap puede reconstruir en base a los datos obtenidos la curva de
distribucién de la sensibilidad y hallar una mediana global con la cual se
puede ponderar el grado de influencia de un pardmetro en el modelo del

sistema.

Herramientas estadisticas

En esta sesién para el analisis de los resultados, se describird brevemente

unas técnicas de anélisis estadistico como los de: intervalo de confianza, boxplot,

agrupamiento y el método de BootStrap

4.2.1. Intervalo de confianza

encue

El intervalo de confianza indica el rango de la probabilidad de donde se

ntra la media de la poblacién. De una poblacién con media p y desviacién

tipica o se pueden tomar muestras de sus elementos, as{ se tiene:
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Plu < p < po) =1-— a, luego se tiene:
P [:E - Za/gﬁ <p<zi+ Za/g"‘\;%] =1 — a, ver (Figura 4.1:)
de lo cual se obtendra el intervalo de confianza:
(T — 24 /2:/‘-’—77, T+ 24 /2ﬁ), para hallar este intervalo

se usan los valores de 24/ ver la (Tabla 4.1)

Hz= U

af2

a/2 .
Xos2

X2

Figura 4.1: Intervalo de confierza en una distribucién gaussiana.

Tabla 4.1: wvalores de interval confianza

@fa z1 |2z05 |z025]z01 |2005]2.0005

7 [ 1.282 [ 1.645 | 1.960 | 2.326 | 2.576 | 3.291

Intevalo de Confianza (%) || 80 90 95 98 99 99.9
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4.2.2. Boxplot

El boxplot es una representacién grafica de la distribucién de una
poblacién. Asi el boxplot esta basado en cuartiles @1, @2, @3 y el Rango
Inter Cuartilico (RIC), mediante el cual se visualiza un conjunto de datos.
Estd compuesto por un rectdngulo, la ¢ajaz dos brazos, las " T”. Donde @), (valor
que agrupa hasta 25% de los datos) @2 o mediana (hasta el 50 % de los datos),
Q3 (hasta el 75% de los datos) y RIC = Q3 — Q. Hay que calcular los limites
superior e inferior, Li y Ls, para identificar a los valores atipicos, que son aquellos

inferiores a Q1-1.5*RIC o superiores a Q3+1.5*RIC.

Q1-1.50QR : 1 341 52I0R
. ] Atipito —»o

Li= Q1 -RIC-1.5

Ls=Q3+ RIG]S
i mediana i

.
¢
]
1
i
I

Figura 4.2: Relacién del boxplot con la curva de distribuciones.

Con los datos obtenidos del analisis de sensibilidad se elaboraron unas
figuras donde se utilizo el boxplot en relacién al grado se sensibilidad de los

pardmetros, lo cual se aprecia en las figuras 4.3 y 4.4.
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Figura 4.8: Izquierda: boxplot del valor de las sensibilidades para los valores normalizados de
los puntos de operacidén hallados en el modelo de Chickarmane. Derecha: representacion de la
distribucién del valor de las sensibilidades pare los valores de los pardmetros obtenidos para
los 150 conjuntos de pardmetros a) Boxplot del extrema p58 b) Bozplot del extrema Mdm2. La
barra de la derecha muestra el valor de la sensibilidad asociada a lo escala de grises.
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Sensibilidad del Periodo respecto a los parametros
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Sensibilidad de! Retardo respecto a los parémetros
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Figura 4.4: Izquierda: bozplot del valor de las sensibilidades para los valores normalizados de
los puntos de operacién hallados en el modelo de Chickarmane. Derecha: representacion de la
distribucion del valor de las sensibilidades para los valores de los pardmetros obtenidos para los
150 conjuntos de pardmetros. a)Perido b) Retardo.
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4.2.3. Conceptos de agrupamiento

El metodo de agrupamiento (clustering), que es una de las tecnicas de
analisis multivariado, es una de las técnicas se usan ampliamente en el anélisis
de datos y minerfa de datos. Existen numerosos métodos para observaciones de

grupos.

100 7
90 1
80 1
70 1
60 1
50 1
40 1
301
20 1
10

Caracteristica |

. ovalor
oo atipico

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
Caracteristica 2

Figura 4.5: Formacion de los grupos

El agrupamiento de aglomeracién jerarquica es un ejemplo de un método
jerdrquico para agrupar observaciones. Este método utiliza un enfoque de abajo
hacia arriba de la agrupacién, ya que comienza con cada observacién como un
miembro de un grupo separado y se juntan progresivamente grupos cercanos
hasta que todas las observaciones son un miembro de un solo clister al final.
La principal limitacién de la agrupacién de aglomeracién jerarquica es que
normalmente se limita a conjuntos de datos pequefios (a menudo menos de 10.000
observaciones[24] ) y la velocidad para generar el 4rbol jerdrquico puede ser lenta

para un mayor numero de observaciones.

Para ilustrar el proceso de agrupamiento jerdrquico de aglomeracién, se
utilizan el conjunto de datos numeéricos de variables, las variables se miden en

la misma escala, sin embargo, donde las variables se miden en diferentes escalas
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que deben ser normalizados a una gama comparable (por ejemplo, de 0 a 1).
Esto es para evitar que cualquiera de una o mds variables que tengan un peso

desproporcionado y generen un sesgo en el anilisis.

Primero, se calcula la distancia entre todas las combinaciones de
observaciones (diferencia entre el valor de las variables). El método para la
evaluacién de la distancia entre el valor de las variables se debe establecer antes
de la agrupacién. Las dos distancias més cercanas se identifican y se fusionan en
un solo grupo. Estas dos observaciones a partir de ahora se considerardn un solo
grupo. Luego, todas las observaciones (menos los dos que se han fusionado en un
grupo), junto con el grupo recién creado se comparan para ver que la observacién
o clister deben unirse en el siguiente grupo. Ahora estamos analizando tanto
las observaciones y grupos individuales. La distancia entre una observacién y un

grupo se determina con base en una regla de aglomeracién predefinida.

Figura 4.6: Diferencia entre los metodos de agrupamiento

Las reglas de enlace son usadas para encontrar la distancia entre una
observacién (o grupo) y un grupo ya identificado. En la figura se ve que ya se han
identificados 2 grupos: grupo A y grupo B. Ahora se quiere saber si la observacién
X es mimbro del grupo A o del B, hay varias maneras de determinar la distancia

entre una observacién y un grupo identificados. Las reglas de aglomeracién por
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enlace promedio, simple o completa, que se aprecia en la figura enlace promedio es
el promedio de las distancias entre la observacién y todos los elementos del grupo
en consideracion. El enlace simple esta determinado por la menor distancia entre
la observacién y los miembros de del grupo de consideracién, mientras el enlace
completo esta determinado por la mayor distancia entre la observacién y todos
los elementos del grupo en consideracién. En este trabajo se utilizé el método de
agrupamiento jerarquico promedio para agrupar tanto los juegos de parametros

y los pardmetros del modelo que muestran sensibilidades globales similares.

0 0.93 1.86 ~

B 51

a3

ay

ag

Figura 4.7: Formacidén de los grupos para las sensibilidades de los 100 conjuntos de parametros
pars B0 en el modelo de Chickarmane

En la Figura 4.7, se muestra el agrupamiento de la sensibilidad del periodo
[p53] se divide la muestra de parametros (eje horizontal) en 10 grupos (Figura
A.5), para encontrar grupos pequenos cuyas sensibilidades sean las quemads
difieren de toda la muestra. También dividamos los pardmetros (eje vertical) en
3 grupos que corresponden a los grupos de pardmetros que tienen baja, medina

y alta influencia en la sensibilidad, viendo la variacién de las sensibilidades, se
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pude observar que el pardmetro g; (asociado con degradacién natural de Mdm?2)
en general es el mas influyente. Luego también se aprecia que el pardmetro
ag asociado con la transcripcién del p53 devido a AT M, presenta las mayores

sesnisbilidades .

Los demds pardmetros tienen menor sensibilidad como a; (auto retroali-
mentacién positiva de p53 ), as (trascripcién de Mdm2 por p53) y g1 (la degra-
dacién de p53 por Mdm2) tienen aiin importancia. Por tltimo se tiene k; y k2
(constantes de disociacién de in Hill), a; ( transcripcién basal de Mdm2 b) y g,

(degradacién natural de p53 ) como los pardmetros menos influyentes.

L] 0.090.170‘260.34,—2 I l ‘ ’ I

”

® b
®» ©
-

Figura 4.8: Un grupo formado de los 200 conjuntos de parametros B0 en el modelo de
Chickarmane ’

Viendo los resultados para el modelo propuesto el agrupamiento de las
sensibilidades globales para el periodo de [p53] que se aprecia en la Figura
4.9, para todos los 100 'conjuntos de pardmetros encontrados alrededor de B0,
los pardmetros que presentan la mayor influencia son k3 (producion basal de
p53) v ksge (Mdm2,,,. degradacién de Mdm2y,,,. por AT M,). Comparando estos
resultados del modelo propuesto respecto al modelo de Chickarmane, Figura 4.8,
se observa una gran variabilidad de las sensibilidades de las propiedades para

cada juego de parametros.
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Fzgum 4 9: Formaczon de los grupos para las senszbzlzdades de los 1 00 con]untos de pammetros
pars B0 enel modelo propuesto ‘

"0 0.06-0.12 0.18 0.24

Fzgum 4.10: Un gmpo formado de-los 200 conjuntos de pammetros pars B0 en el modelo de
propuesto:
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4.2.4. Técnica de Bootstrap

T T " T

0.5 0.0 g5
Figura 4.11: La figura muestra dos curvas de probabilidades, la curva simétrica de linea curva,
es la curva que tedricamente deberia conseguirse para una distribucidn de una muestra basada
en 20 observaciones. La curva con ragged es la curvae de la aproximacidn de bootstrap basada
en 20 obsevaciones aleatoriamente muestreadas de la curva normal.

La prueba de hipétesis (calculo de intervalos de confianza) con una muestra
del método T Student dado que el teorema del limite central sostiene que el
método T Student tiene un mejor rendimiento mientras que el tamafio de la
muestra se hace mas grande. Es decir, que probabilidad de error tiende a cero
a medida que el tamafio de la muestra tiende a infinito. Pero para situaciones
reales que se necesitan alrededor de 200 observaciones para obtener una muestra
de control satisfactoria sobre la probabilidad de un error de tipo I, o la cobertura
de probabilidad exacta al calcular los intervalos de confianza. Al comparar las
medias de poblacién de dos grupos de individuos, el uso de T Student es conocido
por ser insatisfactorio cuando los tamaiios de las muestras son pequefios o incluso
moderadamente grande. De hecho, podria ser insatisfactorio no importando lo

grande que los tamanos de las muestras resultan ser debido a que bajo las

condiciones generales que no converge a la respuesta correcta.

La idea bédsica detrds de los métodos de bootstrap es utilizar los datos
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Figura 4.12: La figura muestra una aproximacion de la curve de probabilidad de la muestra
basada en 1000 muestras de bootstrap generadas de la data. El 95 % de la muestra de bootstrap
esta en el intervalo de 13.8 y 23.85 que es usado para el intervalo de confidencia par ala media
poblacional.

obtenidos de un estudio para aproximar las distribuciones de la toma de muestras
utilizados para calcular intervalos de confianza y la prueba de hipétesis. Cuando
se trabaja con medias, por ejemplo, una versién de bootstrap utiliza los datos
para estimar la curva de probabilidad asociada con T. Esto estd en contraste
con la estrategia estandar de suponer que debido a la normalidad esta curva
de probabilidad tiene una forma especifica que estd completamente determinada
solamente por el tamano de la muestra. La otra versién usada en esta tecnica es

la denominada bootstrap percentil, estima la distribucién muestran de la media

de la muestra en su lugar.
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Figura 4.13: El bootstrap estima la muestra de distribucion de T basada en la date. El 95%
de la muestra de bootstrap esta en el intervalo de -2.01 y 2.14 que es usado para el intervalo de
confidencia par ale medie poblacional.
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Figura 4.14: La figura muestra como se aplica la aprozimacion de bootstrap sobre la curva de
probabilidad T..



Capitulo 5

Simulaciones y Resultados

En este trabajo se encontraron centenares de conjuntos de pardmetros para
ambos modelos donde sus caracteristicas de periodo y retardo se asemejan a los
resultados experimentales [18]. Estos centenares conjuntos de pardmetros fueron
hallados a partir de valores nimericos aleatorios en el rango de 0.1 a 10 de valor
nominal cada conjunto de parametros en las tablas S1 y S2, que se incluye en el

anexo.

Para obtener los 100 conjuntos de pardmetros alrededor de los conjuntos
de pardmetros base (B0,...,B5) tubieron que simular y resolver més de un millén
de conjuntos de pardmetros. Se resolvieron las ecuaciones diferenciales mediante
métodos deterministicos y se considera vilida una parametrizacién si el periodos
de 5.5 £ 0.3 y retardo de 2 £+ 0.3. Ademads, hemos considerado que en el estado
inactivado de las redes (que corresponde a AT M,, = 0) ambas sefiales no presentan
oscilaciones y que para cada modelo, se seleccionaron 100 conjuntos de parametros
(cuya distribucién se muestra en las figuras. S1 y S2). Para el anélisis de los

resultados obtenidos es necesario evaluar mds de un millén de ensayos .
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Se usé el método de agrupacién jerdrquica promedio [24] para agrupar
los dos conjuntos de pardmetros.Donde se utilizé la vinculacién media, donde
se calculé la distancia media entre todos los miembros de la agrupacién y la
observacién. Los parametros de modelo que muestran sensibilidades globales

similares.

5.1. Simulacién

La simulacién correspondiente al primer punto (tabla 5.1) de operacién
hallado correspondiente al modelo de Chickarmane (periodo=5.49hrs y retar-

do=2.01hrs), se ilustra en las Figura 5.1

Tabla 5.1: Valores de los pardfmetros del primer punto hallado en el modelo de Chickarmane

ag ay k1 g1 - 92
0.0845  52.1866 14.7136 0.6738 0.0086
az -ag ko g3 AT M,
0.0064 15.5017 23.1525 0.3007 69.3601

Para el modelo de Chickarmane se han hallado 200 nuevos puntos (Figura
5.2) dentro del rango de 0.1 a 10 veces el valor nominal de los pardmetros del

punto original del modelo de Chickarmane.
La simulacién(figura 5.3) correspondiente al primer punto (tabla 5.2) de
operacién hallado para el modelo propuesto(periodo=>5.51 hrs y retardo=1.99hrs)

tiene como valores de sus parametros:

Tabla 5.2: wvalores de los pardmetros del modelo propuesto en el primer punto encontrado

kiss3 | koss3 | Jss3 | Gin1 | Gin | @f | km Krac | kin || km2 Jacl
0.34 | 6263 | 0.003 | 39.56 | 3.90 | 0.07 | 994.46 | 0.20 | 0.11 4010 0.02
Jac kis2 | k2s2 | Js2 kago | ki ko kg2 | k3az || kma | ATM,
00011092 [1.88 {0.0030.53(0.66 10001 {0.52]0.007 ji 542.91 { 0.02

Para el modelo propuesto se han hallado 200 puntos de operacién (Figura

5.4) dentro del rango de 0.1 a 10 veces del valor nominal del primer punto hallado.
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Respuesta en el Tiempo
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Figura 5.1: Simulacidn del Modelo de Chickarmane con el primer valor encontrado cumpliedo
condiciones de periodo y retardo.
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Figura 5.2: Bozxplot de los valores normalizados de los puntos de operacidn hallados en el
modelo de Chickarmane para los 200 conjuntos de pardmetros
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Respuesta en el Tiempo
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Figura 5.3: Simulacidn del Modelo propuesto.
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Figura 5.4: bozplot de los valores normalizados de los puntos de operacidn hallados en el modelo

propuesto para los 200 conjuntos de pardmetros.
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5.2. Resultados

Se encontré que el parametro relacionado con la retroalimentacién positiva
p53 (autopromocidén), en el modelo de Chickarmane y el propuesto, tiene una
alta sensibilidad en el extremos, periodo y retardo, para todos los conjuntos
de pardmetros. En tanto que el pardmetro asociado a la tasa de produccién
basal del Mdm2 tiene una baja sensibilidad en las oscilaciones. Se observé que la
sensibilidad de los pardmetros varfa mucho més conforme aumenta la complejidad
del modelo de la red. También se observd que ambos modelos el de Chickarmane
vy el propuesto presentan robustez de la oscilacién ante ciertos conjuntos de

parametros.

Resumiendo los resultados de las correlaciones (Figura A.7 y Figura A.8),
las sensibilidades de los parametros més influyentes se muestran en las tabla 5.1
para el modelo de Chickarmane y en la tabla 5.2 para el modelo propuesto.

Tabla 5.8: Influencia de los parametros en las propiedades dinamicas del sistema de la red
p53-Mdm2 en el modelo de Chickarmane.

Parametro || proceso involucrado Ep{Em | PR
a0,ATM trascripcion p53 por ATMp 6 0 6|0
al auto promocion p53 6 6 66
g2 degradacion p53 natural 0 0 010
gl degradacion p53 por Mdm2 0 6 0|6
a2 trascripcion basal Mdm?2 0 0 010
a3 trascripcion Mdm2 por p53 0 0 016
g3 degradacion natural de Mdm2 {{ 0 | O 610

De los resultados del andlisis de sensibilidad global en el modelo de

Chickarmane, se ha podido observar lo siguiente:

1. Para todas las caracteristicas (periodo, extremo y retardo) los pardmetros

que tienen la menor influencia son: g2 y a2 (Figura A.7)
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Tabla 5.4: Influencia de los pardmetros en las propiedades dindmicas del sistema de la red
p53-Mdm2 en el Modelo propuesto.

Parametro || proceso involucrado EplEm|P | R
af Activacion de p53 por ATMp 4 |5 10 {0
k2s53 auto promocion pb3 6 6 6 6
gac, gin degradacion natural de p53, yp53 0 [0 |0 |O
gacl degradacion pb3, por Mdm2,,. 0 5 10 |5
ginl degradacion p53 por Mdm2,,,,. 4 (4 |0 [4
k1s2 trascripcion basal Mdm?2 0 0 0 0
k2s2 trascripcion Mdm2 por p53, 0 4 |0 6
k1d2 degradacion natural Mdm2,,,, 0 0 0 0
k2d2 degradacion natural Mdm2,;; 0 0 |0 0
k1s53 trascripcion basal p53 6 0 4 0
ki Estrada de Mdm2,;; al nucleo 0 0 5 5
ATMp Senal del daifio 0 4 5 5
k3d2 degradacion de Mdm,,,. por ATMp || 0 0 0 0

2. Para los periodos del p53 y del Mdm2 el pardmetro més influyente es el g3
(Figura A.7.c).

3. Para el extremo del p53 los pardmetros més influyentes son: a0, al y ATMp,
aunque existen algunos conjuntos de pardmetros en los cuales su influencia

es menor (Figura A.7.a).

4. Para el extremo del Mdm2 los pardmetros mds influyentes son: al y gl
aunque existen algunos conjuntos de pardmetros en los cuales su influencia,

es menor (Figura A.7.b).

5. Para el retardo entre el pb3 y el Mdm?2, los pardmetros méds influyentes
son: al, k1, gl y a3 aunque existen algunos conjuntos de parametros en los

cuales su influencia es menor (Figura A.7.d).

De los resultados del andlisis de sensibilidad global en el modelo propuesto,

se ha podido observar lo siguiente:

1. Para todas las caracteristicas (periodo, extremo y delay) los pardmetros que
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tienen la menor influencia en la variacién de las caracteristicas del sistema

son: kin, km2, k1s2, ko y k1d2 (Figura A.7).

2. Para los casos de los perdidos (p53 y mdm?2) el pardmetro mds influyente
es el k1s53 y k3d2 (Figura A.7.g), sin embargo su influencia no es

determinante.

3. Para el extremo del p53 los pardmetros més influyentes son: k2s53 y klac;
aunque existen algunos conjuntos de puntos en los cuales su influencia es

menor (Figura A.7.a), sin embargo su influencia no es determinante.

4. Para el extremo del Mdm?2 los pardmetros mds influyentes son: k2s53,
gacl y k2s2; aunque existen algunos conjuntos de pardmetros en los cuales
su influencia es menor (Figura A.7.b), sin embargo su influencia no es

determinante.

5. Para el retardo entre el p53 y el Mdm?2 los pardmetros més influyentes son:
k2s53 gacl, k2s2, y ki; aunque existen algunos conjuntos de parametros en
los cuales su influencia es menor (Figura A.7.h), sin embargo su influencia

no es determinante.

De los resultados del andlisis de sensibilidad global para ambos modelos

se ha podido observar lo siguiente:

1. Se encontré que el pardametro relacionado con la retroalimentacién
positiva p53 (autopromocién), en el modelo de Chickarmane(al) y el
propuesto(k2s53), tiene una alta sensibilidad en los Extremos, periodo y

retardo, para todos los conjuntos de pardmetros.

2. Se observo que la sensibilidad de los pardmetros varia mucho méas conforme

aumenta la complejidad del modelo de la red.
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3. Se ha observado que hay ciertos pardmetros que tienen poca repercusién
en la variacion de la caracteristica del sistema (g2 para el modelo de
Chickarmane y kl1s2 para el modelo propuesto, estos pardmetros indican
la tasa de produccién basal del Mdm2). En tanto que otros pardmetros
generan alta o baja sensibilidad dependiendo del arreglo de valores de los
parametros. De esta manera los parametros que controlan las caracterfsticas
del sistema influyen segiin los valores de los conjuntos de los pardmetros (ver

tablas 5.3 y 5.4).

4. Adicionalmente se observé que ambos modelos el de Chickarmane y el
propuesto presentan robustez de la oscilacién ante ciertos conjuntos de

parametros(ver figuras 3.6.a y 3.7)

5. Finalmente, hemos podido observar que el modelo de Chickarmane tiene
pocos parametros(a0, ATM, g2 y gl) con influencia apreciable en la
variacién de las caracterfsticas del sistema (ver tabla 5.3). En tanto que
para el modelo propuesto muchos més pardmetros(af, k2s53, gacl, ginl,
k2s2, k1s53, ki y ATMp) tienen una influencia pequefia en la variacién de las
caracteristicas del sistema(ver tabla 5.4). Asi los pardmetros mas influyentes
estan asociados a procesos de retroalimentacion, los cuales juegan un rol

importante en la dindmica del sistema (ver tablas 5.3 y 5.4).



Capitulo 6

Conclusiones y Recomendaciones

Los resultados muestran que es necesario considerar el rol de los
parametros y no sélo la estructura de la arquitectura cuando se quiere modelar

v

sistemas oscilatorios complejos.

Conclusiones

1. Se encontré que el parametro relacionado con la retroalimentacién positiva
p53 (autopromocién), en el modelo de Chickarmane y el propuesto, tiene
una alta sensibilidad en el extremo, periodo y retardo, para todos los

conjuntos de parametros.

2. Se observé que la sensibilidad de los pardmetros varia mucho mas conforme

aumenta la complejidad del modelo de la red.

3. Se ha observado que hay ciertos pardmetros que tienen poca repercusion
en la variacién de la caracteristica del sistema (g2 para el modelo de

Chickarmane y k1s2 para el modelo propuesto, estos parametros indican
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la tasa de produccién basal del Mdm2), en tanto que otros pardmetros
generan alta o baja sensibilidad dependiendo del arreglo de valores de los
pa,rémétrbs. De esta manera los pardmetros que controlan las caracteristicas
del sistema influyen segiin los valores de los conjuntos de los pardmetros (ver

s 5.3y 5.4).

4. Adicionalmente se observé que ambos modelos el de Chickarmane y el
propuesto presentan robustez de la oscilacién ante ciertos conjuntos de

pardmetros.

5. Finalmente, hemos podido observar que el modelo de Chickarmane tiene
pocos pardametros(a0, ATM, g2 y gl) con influencia apreciable en la
variacién de las caracteristicas del sistema (ver tabla 5.3). En tanto que
para el modelo propuesto muchos mds pardmetros(af, k2s53, gacl, ginl,
k2s2, k1s53, ki y ATMp) tienen una influencia pequeiia en la variacién de las
caracteristicas del sistema(ver tabla 5.4). Asi los pardmetros mas influyentes
estdn asociados a procesos de retroalimentacion, los cuales juegan un rol

importante en la dindmica del sistema (ver tablas 5.3 y 5.4).

Los modelos computacionales son una gran herramienta para el estudio de
la dindmica de sistemas biolégicos [1], en este caso el de la red p53, que no sélo
ha servido para la simulacién de su respuesta, sino también para el andlisis de
la sensibilidad del sistema, asf nos ha permitido entender mejor la dindmica de
los osciladores de la red del p53 estudiados. Concluyendo los resultados muestran
la importancia de considerar también los conjuntos de pardmetros aparte de la

estructura de la arquitectura de la red para sistemas oscilatorios.
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Recomendaciones

. En vista de los miltiples puntos de operacién, y de sus correspondiente
analisis de sensibilidad, es necesario usar herramientas estadisticas para
poder encontrar relaciones entre los pardmetros y las caracteristicas

(periodo, extremo y retardo).

. En el corto, plazo hallar familias de conjuntos de pardmetros que produzcan
sensibilidades parecidas ante la variacién de dichos parametros, para
asf encontrar si existe alguna relacién o interdependencia entre pardmetros

y las caracteristicas del sistema (periodo, extremo y retardo).

3. En el mediano plazo, estudiar la robustez de los diferentes modelos de

osciladores del p53.

. En el largo plazo, estudiar cémo influye la topologia en la sensibilidad y

robustez del sistema.
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Apéndice A

Titulo Anexo 1

A.l.

Descripcion de los parametros

Tabla A.1: Descripcién de los pardmetros de la red p53 en el modelo de Ciliberto

{| Pardmetros | Descripcién Parametros | Descripcién

agp Taza de trancripcién de || ag Taza de trancripcién na-
p53 por ATMp tural de Mdm2

a1 Taza de incidencia de la || a3 Taza de incidencia de la
reacciéon de Hill en la au- reacion de Hill en la trans-
totranscripcién de p53 cripcién de Mdm?2

k1 Coeficiente de Hill en la || ks Coeficiente de Hill en la
autotranscripcion de p53 transcripcién de Mdm?2

q1 Taza de degradacién de || gs Taza de degradacién na-
p53 por mdm2 7 | trual de Mdm2

g2 Taza de degradacién na- || AT M, Maéxima concentracién de

__| tural de p53 Atmp
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Tabla A.2: Descripcién de los pardmetros de la red p58 en el modelo propuesto.

WPa.ré.metros Descripcién Parametros | Descripcién

kigs53 Taza .de la trancripcion || gac Taza de degradacién na-
natural de p53 tural de p53,.

kasss Taza de incidencia de la || k150 Taza de la transcripcién
reacion de Hill en la auto- natural de de Mdm2.;
transcripcién de p53

Js53 Coeficiente de Hill en la || kogo Tazsa de incidencia de la
transcripcién de p53;, reaccion de Hill en la

transcripcién de Mdm?2.;

Ginl Taza de degradacién de || Js2 Coeficiente de Hill en la
P53, por Mdm?2 7 transcripcién de Mdm2.;

Gin Taza de degradacién na- || kogo Taza de degradacién na-
tural de p53;, N tural de de Mdm2;

af Taza  de  inicdencia || k; taza de entrada de
de la reacion de Mdm2: al nucleo
Michaelis—Menten en
la activacién de p53;, por
AT M,

km1 Constante de || ko Taza de salida de
Michaelis—Menten en Mdm2,.. del nucleo
la activacion de p53;, por
ATM,

k1ae Taza de activacién natu- || kiqo Taza de degradacién na-
ral de p53;, » tural de Mdm2p..

kin Taza de inicidencia de la || kzqo Taza de degradacién na-
desactivacién enzimética tural de Mdm2g:
de P53,

km2 Constante de desactiva- || kna Constante de
cién enzimaética de p53,. Michaelis—Menten en la

dregadacién de Mdm2,,,.
iy por AT M,

Gacl Taza de degradacién de | ATM, Maéxima, concentracién de

D534 POr Mdm2,,,, ATM,
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AT,

A.2. Valores nominales de los parametros
Tabla A.3: Valores nominales de los pardmetros encontrados el modelo de Ciliberto.
| BO B1 B2 B3 B4 B5
agp 2e-2 2.84 8.20 4.64 7.92 9.3e-1
a1 15 50.62 1000.73 1232.12 3898.42 16.68
k3 80 3.6e-1 243 23212.52 46211.97 1.31
g1 7.5e-1 6e-3 248.50 le-2 9e-3 76.47
g2 le-3 8.9e-1 1.65e-6 1.14e-6 2e-2 9.7e-1
a3 5e-2 7.75 7.9e-4 9.32¢-5 44.85 1.15e-4
as 15 9850.78 496.33 3908.36 14145.98 l.1el
ko 80 l.le-1 22862.44 15620.49 16714.32 8.3e-1
g3 7.5e-1 1.35 1.2¢-2 3.5e-1 041 4.7e-1
50 50 50 50 50 50




Tabla A.4: Valores nominales de los pardmetros del molde propuesto.
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BO Bl B2 B3 B4 7 B5
K153 4.96 2.66e+1 | 44%-1 | 143e+3| 1.19e2 3.4le1
koss3 3.28¢e+1 1.4e+2 7.88e+2 3.36e+3 1.43 6.26e+3
Jo53 7.85e-1 3.27e-3 8.77e-3 4.95e+1 1.49e-2 2.66e-3
ginl 2.73 6.12¢e+2 | 8.35e-2 1.43 1.89e+3 3.95e+1
Gin 1.62 1.48e-2 1.37e+41 1.74e-3 1.10e-2 3.90
af 2.50 . 1.17e+2 | 1.51e+2 | 1.77e+3 1.54e+-3 6.58e-2
km1 8.86 1.34e-1 4.66e-2 1.85e-2 2.93e+3 9.94e+2
kiac 8.13 4.27 4.96e-1 6.32e+3 | 2.76e-1 1.95e-1
kin 5.59e-1 3.87e+2 | 6.22¢-4 6.89¢-2 2.18e-1 1.14e-1
km2 11.3 9.62e+3 | 7.57e+3 1.63e+3 | 6.07e+1 4.01e+3
Jacl 2.08 3.23e+2 | 4.54e+2 1.17 2.45e+2 1.58e-2
Jac 0.602 1.15e-3 3.56e-2 4.67e-3 7.07e-2 3.09e+2
k1s2 4.10e-3 9.20e-1 4.07e-1 1.08e-4 1.71e4+00 1.24e-1
kaga 7.14 1.88 2.33e+1 2.53e+2 1.53e+2 4.51e+1
Js2 5.00e-1 3.54e-3 5.04e-3 6.16e+1 1.17e-2 2.40e-3
kad2 0.254 5.33e-1 8.25¢-4 3.21e-3 | 7.53e-1 1.68e-1
k; 0.763 6.65e-1 | 1.03 3.65¢-1 1.24e-3 3.49e+-2
ko 0.0437 1.35e-3 2.04e-4 2.10e-1 1.78e-1 3.81e-4
kia2 0.0129 5.17e-1 1.15 1.67e-5 7.47e-1 2.90e-4
k3da 0.755 6.89¢-3 1.35e+2 1.85 1.25e-2 8.28e-1
kmd 4.41 5.43e+2 1.42e+1 2.26 2.85¢+2 3.35e+3
| ATM, | 7.67 2.06e-2 4.40e-2 2.72e+3 7.00e+1 4.73e+3
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A.3. Boxplot de las sensibilidades
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Figura A.1: Izquierda: boxplot de la sensibilidad del periodo enlos 200 conjuntos pardmetros de
operacién hallados en el modelo propuesto. Derecha: representacién de la distribucién de las
sensibilidades.
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Figura A.2: Izquierda: boxplot de la sensibilidad del periodo enlos 200 conjuntos pardmetros de
operacién hallados en el modelo propuesto. Derecha: representacion de la distribucién de las
sensibilidades.
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Figura A.3: Izquierda: bozplot de la sensibilidad del periodo enlos 200 conjuntos pardmetros
de operacion hallados en el modelo propuesto. Derecha: representacion de la distribucién de las

Parametros

sensibilidades.
kis53 -4
k2653 -6
Js53 -
gint 2ty
gin o + e E -]
o LT3-e
km1 -
kiac £

Figura A.4: Izquierda: boxplot de la sensibilidad del periodo enlos 200 conjuntos pardmetros
de operacidn hallados en el modelo propuesto. Derecha: representacion de la distribucidn de las

sensibilidades.
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Figura A.5: Formacidn de los grupos para las sensibilidades de los 100 conjuntos de parametros
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Figura A.6: Medias de las sensibilidad de los pardmetros que corresponden la los 6 bases de
conjuntos de parametros (B1-B6) considerando los pardmetros que contribuyen en al menos
70 % del monto total. Izquierda Modeélo de Chickarmane y Derecha modelo propuesto. (a,b)
eztrema de p53 , (c,d) extrema de Mdm2 , (e,f) periodo p53 and (g,h) retardo.
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Figura A.7: Meédias de las sensibilidad de los parametros que corresponden la los 6 bases de
conjuntos de pardmetros (B1-B6) considerando los pardmetros que contribuyen en 100% del
monto total. Izquierda Modelo de Chickarmane y Derecha modelo propuesto. (a,b) extrema de
153, (c,d) extrema de Mdm2 , (e,f) periodo p53 and (g,h) retardo.
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A.4. Cdbdigos para las simulaciones

Listing A.1: Cédigo en Octave para la generacidn de niimeros aleatorios.

rang=1og10([.1 10]); % rango de la escala logaritmica

Np=5e5; encuentra el nimero minimo de puntos

qq=le3;para cambiar el SEED cada 10mil puntos

NN=round (Np/qq) ;

matrisrandon=[];

L=length(vector);numero de parametros

Ammmmm ( cambia el SEEED)--===mm-—--—-meemm e

for j=1:10 '

for i=1:NN
RandStream.setDefaultStream(RandStream(’mt19937ar’,’seed’
,sum(l1e5*clock)));
pause (.1) %pausa
matrisrandon(i+qg*(i-1) :qq*i,:)=rand(qq,L); #genera la
matris randon con diferente SEED
end

end

/ pasando a escala logaritmica

datarand=rang (1) +(rang(2) - rang(l))*matrlsrandon,

nprueva 10."datarand;

clear datarand

save (NameDATAF , *dataf’,’-ASCII’)

Listing A.2: Cédigo en R-cran del oscilador de Lotka Volterra

# definicidn del modelo
library(deSolve)
LotVmod <- function (Time, State, Pars) {
with(as.list (c(State, Pars)), {
dx. = x*(alpha - beta*y)
dy = -y*(gamma - delta*x)
return(list (c(dx, dy)))
»
}

# valores de los pardmetros
Pars <- c(alpha = 2, beta = .5, gamma = .2, delta = .86)

# valores de las concentraciones iniciales
State <- c(x = 10, y = 10)

# definicion del tiempo de muestreo
Time <- seq(0, 100, by = 1)

out <- as.data.frame(ode(func = LotVmod, y = State, parms = Pars,
times = Time))
matplot(out[,—i], type = "1", xlab = "“time", ylab = "population")

legend ("topright", c("Conejos", "Zorros"




Listing A.3: Cédigo en R-cran del modelo de Chickarmane.

92

# valores de los pardmetros
parameters <- c(a0= 1/50,al= 15,k1= 80,gli= 0.75,g2= 0.001,a2=
0.05,a3= 15,k2= 80,g3=0.75,ATMp= 50)

#valores iniciales de las especies
state <~ c(pb3 = 1, Mdm2 = 1)

# definicion del modelo
sauro<-function(t, state, parameters) {
with(as.list(c(state, parameters)),{

# rate of change

dp53 <- a0*ATMp+al*p53-4/(k1+p53-4)-(gi*Mdm2+g2)*p63
dMdm2 <- a2+a3*p53°4/(k2+p53-4)-g3*Mdm2

# return the rate of change
list (c(dp63, dMdm2))
}) # end with(as.list

}

# defieniendo el tiempo de muestreo
times <-seq(0,50,by=0.01)
library(deSolve)

require (deSolve) : .

out <- ode(y = state, times = times, func = sauro, parms =
parameters)

head (out)

#par(oma = c(0, 0, 3, 0)) _
plot(out, type = "1", xlab = "time", ylab = "-")
plot (out[, "p53"], out{, "Mdm2"], pch = ".") :
#mtexct (outer = TRUE, side = 3, "Saturol model", cex = 1.5)
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Listing A.4: Codigo en R-cran del modelo Propuesto

# estados iniciales
vector0<-c(0.206632319,0.143671600,0.393541152,5.291089492)

# valores de los pardmetros

parameters <- c(kisb53= 1.176,k2s853=6.3178,J853=0.9,gin1=0.6211,
gin=2.5455,af=15.9681,km1=13.9,klac=2.8234,kin=0.67,km2=8.12,
gac1=1.7945,gac=0.2413,k1s2=0.0112,k282=2.2945, Js2=0.64, k2d2
=0.0667 ,ki=2.4233,k0=0.028,k1d2=0.5636,k3d2=0.3,kmd=2.5,ATMp
=5)

#valores iniciales de las especies
state <- c(pb3in=0.239792383603449,pb3ac= 0.383307902081888,
Mdm2cyt=0.196744455519198 , Mdm2nuc=0.805900879888743)

# Definiendo modelo

alex<-function(t, state, parameters) {
with(as.list(c(state, parameters)),{
# taza de cambio

dp53in <- k1s853+k2s53*p53ac~4/(Js53"4+p5b3ac~4)-af*ATMp*p53in/(
km1+p53in) -klac*p53in+kin*p53ac/(km2+pb3ac)-(gin+ginl*Mdm2nuc
)*pB3in

dp53ac <- af*ATMp*p53in/(kml+p53in)+klac*p53in-kin*p53ac/(km2+
p53ac) -(gac+gacl*Mdm2nuc) *p53ac

dMdm2cyt <- ki1s2+k2s2#%p53ac~3/(Js2"3+p53ac ~“3)~ki*Mdm2cyt+ko*
Mdm2nuc -k2d2*Mdm2cyt

dMdm2nuc <- ki*Mdm2cyt-ko*Mdm2nuc-(k1d2+k3d2*ATMp/(kmd+ATMp))*
Mdm2nuc

# return the rate of change
list(c(dp53in, dp53ac, dMdm2cyt, dMdm2nuc))
}) # end with(as.list

}

# difiniendo el tiempo y el paso de simulacidn
times <-8eq(0,50,by=0.01)

require (deSolve) ,

out <- ode(y = state, times = times, func = alex, parms =
parameters)

head (out)

#par(oma = c(0, 0, 3, 0))

plot (out, type = "1", xlab = "time", ylab = "-")

plot(out[, "pb63in"],outl, "p53ac"], pch = ".")

plot(out[, "p53ac"]l, out[, "Mdm2c¢yt"l, pch = ".")

plot (out [, "Mdm2cyt"], out[, "Mdm2nuc"}, pch = ".%)

plot (out, "p53in"J+outl, "pb63ac"], outl, "Mdm2nuc"], pch = ".")

#mtext (outer = TRUE, side = 3, "model", cexz = 1.5)
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A.5.

Respuesta oscilatorias

Respuesta en el Tiempo
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Figura A.8: Simulacidn para mdzima concentracidn de ATMp del Modelo de Chickarmane con
el valor original de parametros.



Figura A.9:
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Simulacién para
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mdzima concentracion de ATMp del Modelo de Ciliberto.
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