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RESUMEN

El trabajo de esta tesis esta dedicado a la creacion de modelos computacionales
de las vias de sefalizacion intracelular para la busqueda de blancos
terapéuticos, potencialmente utiles en el control de enfermedades.

A las vias de sefalizaciéon intracelular las conforman elementos de
diferente naturaleza quimica (proteinas, iones, hormonas lipidicas entre otros).
Las reacciones en las que participan los diferentes elementos sirven para
transmitir sefales exteriores a través de la membrana plasmatica hacia el interior
de la célula; o sefales internas a través de receptores nucleares. En ambos
casos finalmente se provocan respuestas celulares como por ejemplo
diferenciacion, envejecimiento y muerte celular. Generalmente, los elementos de
las vias forman una complicada red de interacciones y el comportamiento del
sistema completo es dificil de comprender y predecir. Por ejemplo, no es facil
determinar la ruta que seguira una sefal para dar la respuesta celular final.

El progreso de las técnicas de computacion en las ultimas décadas hace
factible el desarrollo de programas que ayudan a representar y modelar el
comportamiento de complicados sistemas biolégicos. En esta tesis hemos
estudiado las posibilidades de la aplicacién de estas técnicas para modelar las
vias de sefnalizacién con la esperanza de obtener informacién que puede ser util
para la identificacion de posibles blancos terapéuticos. Consideramos un blanco
terapéutico a una proteina esencial para la célula.

Las vias seleccionadas para modelar son aquellas en las que participa la
proteina Ras (producto del protooncogen ras. Los protooncogenes son genes
normales que generalmente estan relacionados con la regulacion de la
proliferacion celular, que por mutacién pueden convertirse en oncogenes o
genes promotores de cancer). Se eligié a esta proteina, ya que es un punto de
convergencia para varias vias de sefalizacién, implicadas en el desarrollo y
control de la proliferacion celular, asi como en el control del ciclo celular.

Se han desarrollado dos modelos. El primero se hizo en base al calculo
tradicional para sistemas dinamicos, donde el estado del sistema en el siguiente
momento del tiempo depende de su estado en el momento anterior. Para la
computacién los momentos de tiempo son discretos y no continuos. Finalmente
el sistema llega a algun estado de equilibrio, o a la repeticiéon continua de cierto
namero de estados llamado ciclo limite. En este caso a cada uno de los
elementos que participa en las vias de sefializacién se le asigna un valor inicial
(activo o inactivo). El probiema, entonces, se reduce matematicamente a la
determinacién del estado final del sistema, dado su estado inicial. La dificultad
consiste en el gran numero de posibles combinaciones iniciales, porque
tipicamente el nimero de combinaciones depende de manera exponencial del
tamano de sistema. Usualmente las vias de sefializacién incluyen mas de 100
elementos, por lo que el calculo directo se hace imposible. Hemos desarrollado y
aplicado la técnica que permite reducir de manera drastica el volumen de
calculo, utilizando el hecho de que existen ciertos grupos de elementos de las
vias de senalizacion que tienen interacciones entre si. En este caso se
consideran posibles blancos terapéuticos a aquellos elementos que no

iii



RESUMEN

importando la combinacién de estados (activo o inactivo), se requiere que
siempre estén activos; si no estan activos el sistema no funciona.

El segundo modelo es un sistema experto, un programa basado en
técnicas derivadas de la inteligencia artificial. Los sistemas expertos emplean
una base de conocimientos y un programa que infiere nuevos hechos a partir de
esta base. En este caso cada uno de los elementos que participa en las vias de
sefalizacion cambia de estado activo a inactivo empleando una serie de reglas
de inferencia, almacenadas en la base de conocimientos; esta base se realizé
empleando la informacién experimental reportada en la literatura. EI motor de
inferencia determina qué reglas de inferencia deben cumplirse para llegar a una
combinacion final de estados (activo o inactivo). En este caso una proteina
blanco sera aquella cuya ausencia llevara a una combinacién final de estados,
que represente a la muerte celular.

Como un ejemplo particular, nuestro sistema experto indica que la
inhibicién de la proteina 14-3-3c puede causar la muerte celular. Realizamos
experimentos en la linea celular MCF 7 de cancer de mama, utilizando
oligonucleétidos que forman una triple hélice de ADN o triplex, con una
secuencia de ADN para inhibir la produccion de esta proteina. Nuestros
resultados muestran que existe una disminucién de los niveles de la proteina
14-3-3c y disminucion en la viabilidad celular.

Nuestra experiencia con los sistemas computacionales nos indica, que aunque
ellos muestran algunas dependencias utiles y pueden ser de ayuda, todavia se
necesitan mucho mas datos sobre las vias de sefalizacion y refinamiento de
técnicas computacionales para llegar a modelos confiables.

El comportamiento real de las células y sus vias de sefalizacion es mas
complicado de lo que actualmente se puede con seguridad predecir utilizando
las técnicas de computacién. Si embargo, los modelos computacionales de
sistemas biologicos se desarrollan rapidamente y tienen gran potencial para el
futuro.

iv



ABSTRACT

The work of this thesis is related to the creation of compu
intercellular signal transduction pathways to the purpose of finding the
therapeutic targets, which can be potentially useful for illness control.

The intercellular signal transduction pathways contain agents of different
chemical nature (proteins, ions, and hormones, among them). The reactions in
which different elements participate serve to transmit exterior signals through the
plasmatic membrane into the cell; or to transmit internal signals through the
receptors of nuclei. In both cases the cellular response, for example cell
differentiation, aging and death. Normally, the pathway elements form the
complicated network of interactions, and the behavior of the system as a whole is
difficult to understand and to predict. For example, it is not easy to determine the
route of the signal to obtain the final cellular response.

The recent progress of computer techniques makes possible the development
of the programs, which help to represent and model the behavior of complicated
biological systems. In this thesis we have studied the possibility of the application
of these techniques to model the signal pathways with a hope to obtain the
information useful for determining possible therapeutic targets. We consider as
the therapeutic target the protein, which is vital for the cell.

The pathways selected for modeling are those in which the Ras protein is
involved. The Ras protein is the product of ras protooncogen (protooncogens are
normal genes, usually related to the cell proliferation regulation, which by
mutation can be converted to oncogenes, or cancer promoting genes.) We have
chosen this protein, because it is the convergence points for various signal
pathways related to the development and cellular proliferation control, as well as
in the cellular cycle control.

Two models have been developed. The first one was made on the basis of the
traditional calculation for the dynamic systems in which the System State at the
next moment depends on its state in the previous moment. For the computation
the time is discrete, and not continuous. Finally, the system arrives to some
equilibrium state, or to the repetition of a certain number of states called the limit
cycle. In this case to every one of the elements participating in the signal
transduction pathways the initial value (active or non-active is assigned). The
problem thus is reduced mathematically to the determination of the final state of
the system with a given initial state. The difficulty is in the great number of
possible initial states because typically the number of combinations exponentially
depends on the system size. Usually the signal pathways include more than 100
elements this makes the direct calculation impossible. We have developed and
applied the method, which reduces drastically the amount of calculation, using
the fact that there are some groups of elements, which do not interact one with
another. In this case the possible therapeutic targets are those elements which
always remain active independently on the initial state of the system; if they are
not active, the system does not work.

The second model is an expert system, the program based on the techniques
derived from the artificial intelligence methods. Expert systems contain the
knowledge database and the program, which extracts new knowledge from the
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database. In this case every element participating in the signal transduction
pathways change the state from active to inactive through the series of inference
rules stored in the knowledge database; this base was made with experimental
data reported in the literature. The inference engine determines which rules must
be fulfilled to arrive to some final combinations of states (active or inactive). In
this case the target protein is the one, which, if absent, produces the cellular
death.

As a particular example, our expert system indicates that the inhibition of 14-3-
3o protein may produce the cellular death. We have made experiments with
cellular line MCF 7 of the breast cancer using oligonucleotides, which form the
triple DNA helix or triplex with a DNA sequence to inhibit the protein production.
Our results demonstrate that there exists reduction in 14-3-3c protein levels and
cell viability as well.

Our experience with computational systems indicate that though they

demonstrate some useful dependencies and can be helpful, much more data on
signal pathways and refinement of computational techniques are necessary to
obtain good models.
The real behavior of cells and signal transduction pathways is more complicated
than the behavior, which can be well predicted with actual computational
techniques. Nevertheless, the computer models for biological systems are
developing rapidly and have a great promise for the future.

vi



INTRODUCCION

I.I Modelos computacionales de sistemas bioldgicos.

La célula vista como un sistema contiene un gran numero de elementos que se
relacionan de diferente manera. El comportamiento del sistema completo es
dificil de comprender y predecir, sin embargo el progreso de las técnicas de
computacion en las ultimas décadas hace factible el desarrollo de programas
que ayuden a representar y modelar el comportamiento de complicados
sistemas biologicos con cierta exactitud.

A la fecha se han empleado diferentes aproximaciones computacionales
para este fin. En la tabla 1 se resumen las técnicas empleadas para modelar
diferentes vias de sefnalizacion.

Tabla 1. Aproximaciones computacionales empleadas para modelar sistemas biolégicos.

Aproximacion
computacional

Idea relacionada con la
aproximacién

Forma de procesar
la informacién

Sistema biolégico
modelado

Referencias

Redes

Se consideran dos estados

Paralelo

Redes genéticas,

Kauffman, 1991;

booleanas para cada gen, y la interaccién interaccion entre Edwards, 1995;
entre ellos. El estado de cada genes. Karp y Paley,
gen depende de una funcion 1994; Armas et al
booleana particular. 2000

Sistemas Las interacciones entre los | Paralelo secuencial Sefializacién Lagunez-Otero,

expertos componentes de las redes de intracelular 1998; Takai-
sefializacion se  modelan Igarashiy
usando reglas de produccién. Kaminuma, 1998

Automatas La interaccion entre las | Paralelo Redes proteicas, Marijuan, 1994;

celulares proteinas se modela como senalizacion Levy, 1992;
matriz, donde el estado de un intracelular Wurthner et al.,
elemento de la matriz depende 2000
de los estados de los
elementos vecinos.

Redes de Petri La célula se considera como | Secuencial Vias metabdlicas Holcombe, 1994
grafico conectado con dos | concurrente Doi et al, 2004

tipos de nodos. Un tipo
representa elementos [
moléculas de sefalizacion y el

otro representa transiciones
como la activacion.
Redes Las redes proteicas de | Paralelo distribuido, Redes proteicas, Bray, 1990; Bray y
neuronales seflalizacion se ven como | emergente. sefalizacion Lay, 1994; Bray,
artificiales neuronas artificiales. Como intracelular 1995, Pritchard y
una neurona artificial, una Dufton, 2000;
proteina recibe un valor de Paton, 1993
entrada, produce una salida, y
un valor de activacion.
Sistemas La célula se considera como | Paralelo distribuido, Sefalizacion Paton et al., 1995;
distribuidos una coleccion de agentes que | emergente intracelular Fisher, et al., 2000
(agentes) trabajan en paralelo y se Gonzalez-Pérez et
comunican entre ellos a través al, 2003.
de mensajes.
Modelos El comportamiento de las Paralelo distribuido, | Activacién por EGF Brigthman y Fell,
continuos proteinas depende de sus emergente y NGF, y su relacion | 2000; Bhallay

variables fisicoquimicas como

con MAPK cinasas.

la concentracion y la afinidad. Ca”, PKC, PKA,
Los cambios de estas CaM y sistema
variables se representan con CaMKIl.

respecto al tiempo continuo,
mediante ecuaciones
diferenciales.

lyengar 1999




INTRODUCCION

En esta tesis hemos aplicado técnicas computacionales para modelar las vias de
senalizacion intracelular con la esperanza de obtener informacién que puede ser
util para la identificacion de posibles blancos terapéuticos.

1.0 Sistemas dinamicos.

Sistemas dinamicos en general son aquellos en los cuales el estado del sistema
se determina por su estado inicial e influencias externas que lo modifican. El
espacio de tiempo en que ocurra esto puede ser continuo, 0 una secuencia
discreta de momentos. En el primer caso la descripcion matematica usualmente
se lleva a cabo con las ecuaciones diferenciales ordinarias o en derivadas
parciales. En el segundo caso la descripciéon se produce por medio de “mapeo’.
Los parametros que definen el estado del sistema modelado también pueden ser
continuos o discretos. Por ejemplo, el movimiento de una particula se describe
con 3 coordenadas que cambian con el tiempo. En este caso tanto los
parametros, como el tiempo son continuos. Por otro lado, la computadora como
sistema dinamico tiene el estado que se describe con los numeros Oy 1, y la
unidad del tiempo se define por el pulso de reloj, entonces es un sistema
discreto. Los sistemas dinamicos se utilizan en gran escala en fisica, ingenieria y
areas afines.

2.0 Sistemas expertos.

Los sistemas expertos tratan de reproducir el razonamiento de los expertos
humanos en la resolucion de problemas.

Los sistemas expertos constituyen una de las principales aplicaciones de la
inteligencia artificial, el término fue utilizado por McCarthy, Minsky, Newell y
Simon quienes definieron sus principales caracteristicas, en la “Dartmouth
computer conference” en 1956, http://livinginternet.com/i/ii_ai.htm.

La Inteligencia Artificial es el conjunto de técnicas que se aplican en el disefio de
programas para computadora con la capacidad de razonar, en el sentido de
inferir nueva informacién, y que por la dificultad del problema a resolver
requieren una solucion “inteligente”.

Esta cualidad de inteligencia implica una serie de elementos distintivos y
fundamentales de la inteligencia, tales como la capacidad de aprendizaje, de
autocorreccioén y de razonamiento.

2.1 Elementos basicos de los sistemas expertos.

Los elementos basicos que caracterizan a las aplicaciones de la inteligencia

artificial son:

I Busqueda heuristica: Es un conjunto de técnicas que hacen posible el
proceso de seleccion de la solucion de un determinado problema, ya que
en cada etapa de decisién la situacién cambia, abriendo nuevas opciones
y haciendo que el nimero de posibles ramas sea tan elevado que es
preciso establecer ciertas reglas empiricas (heuristicas) que permitan
elegir las ramas que tienen la maxima probabilidad de llevar a la solucion
y optimizar asi el proceso de busqueda (figura 1).
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Légica y razonamiento: Es el grupo de procedimientos que permiten
deducir nueva informacion a partir del conocimiento de un conjunto de
hechos o deducir conclusiones a partir de determinadas premisas. Son los
metodos y algoritmos de trabajo, y con ellos se intenta reproducir los
mecanismos habituales en el razonamiento humano.

Lenguajes y herramientas de programacion especificos (por ejemplo los
lenguajes LISP y PROLOG) para poder desarrollar las diversas
aplicaciones de la inteligencia artificial.

Representacion del conocimiento: cuyo proposito es organizar la
informacién requerida por los métodos y algoritmos, ya que el
comportamiento inteligente se debe no solamente a métodos adecuados
de razonamiento sino también depende de un conocimiento suficiente con
el cual razonar.

Nivel 1

I\ Nivel 2

{ /A Nivel 3
O

/ N\

Figura 1. Niveles de toma de decisiones. Los puntos representan objetos o elementos, y las lineas la
relacién o flujo de informacién entre ellos, el color de los puntos representa diferentes opciones de eleccion.
La informacion no se transmite de manera lineal del nivel 1 al nivel 3, ya que en el nivel 2 hay varias
posibilidades. Es necesario establecer ciertas reglas empiricas (heuristicas) que permitan elegir la rama con
mayor probabilidad de llevar a la solucion.

2.2 Areas de aplicacion de la inteligencia artificial.

La inteligencia artificial tiene aplicacion en casi todas las areas tecnolégicas,
aunque tradicionalmente se han considerado cuatro:

El procesamiento del lenguaje natural. Emplean cualquiera de los idiomas
utilizados por los humanos para la traduccion automatica, la comprensién
y generacion de textos, etc.

La vision por computadora, que incluye las técnicas de registro y de
proceso de imagenes, de reconocimiento de la realidad que rodea a la
computadora, por medio de la captacion de las imagenes del mundo
exterior.

La resolucion de problemas y la planificacién automatica. Incluye la mayor
parte de los trabajos de inteligencia artificial. Segun la inteligencia
artificial, un problema se caracteriza por la existencia de una situacioén
inicial, un objetivo o situacién deseada y un grupo de métodos o acciones
que permiten pasar de un estado a otro.

Los sistemas basados en el conocimiento. Dentro de los que se
encuentran los sistemas expertos.
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2.3. Sistemas basados en el conocimiento.

Es una aplicacion de la inteligencia artificial que intenta construir programas que
imiten el razonamiento de los expertos humanos, o bien que utilicen
conocimientos disponibles en publicaciones especializadas; estos programas
deben tener algunas propiedades asociadas a la inteligencia humana y en ellos
se distinguen dos caracteristicas fundamentales.

l. Tienen separados los mecanismos de operacién (algoritmos, métodos), y

Il. El conocimiento (informacion).

Los sistemas basados en el conocimiento se dividen en:

l. Sistemas expertos, en los que el conocimiento requerido para resolver un
problema viene dado por la experiencia adquirida por un técnico en la
materia al que se denomina experto, y enriquecidos con el conocimiento
publicamente disponible en la documentacion técnica y cientifica sobre la
materia.

Il Bases de datos Inteligentes. La diferencia entre los sistemas expertos y
los incluidos en este segundo grupo radica en que en estos ultimos, el
conocimiento suele estar basado no en la experiencia de los técnicos,
sino en el conocimiento publicamente disponible en la documentaciéon
técnica y cientifica sobre la materia.

2.4 Sistemas expertos.

Un sistema experto es un programa inteligente de computadora, que usa
procedimientos de conocimiento e inferencia para solucionar problemas que son
suficientemente dificiles como para requerir experiencia humana en su solucion.
El conocimiento necesario para operar en tal nivel, afadido a los procedimientos
de inferencia utilizados, puede ser considerado como un modelo de la
experiencia de los mejores operadores en dicho campo.

De esta definicion se obtienen las caracteristicas principales de un sistema
experto:

l. Es un programa de computadora.

Il. Tiene una gran cantidad de conocimiento de hechos (publico) y heuristico
(experto humano) sobre un problema.

1B Realiza un razonamiento similar al que haria el experto.

V. Puede operar con datos cualitativos y cuantitativos.

V. Puede obtener conclusiones a partir de datos incompletos o inciertos.

2.4.1 Estructura de un sistema experto.

Un sistema experto esta formado por:

l. Base de conocimientos.

Il. El motor de inferencia.

Il Las interfaces graficas con el usuario del sistema experto y con el
programador.

V. El control de ejecucion del sistema.
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El siguiente diagrama representa las distintas partes que forman el sistema
experto y las relaciones que unen a estos componentes.

Base de
Conocimientos

Base de Datos

Interfaz Usuari
Programador | Interfaz Motor de ' [ usuaro
9 Inferencia Grafica Final

Control de Ejecucion

Figura 2. Diagrama de los componentes de un sistema experto. El programador construye la base de
conocimientos, motor de inferencia y el control de ejecucion, del sistema experto. El usuario final a través
de la interfaz grafica, alimenta a la base de datos, y controla la ejecucion.

l. La base de conocimientos.

Esta constituida por todo el conocimiento e informacién que el programador haya
podido reunir, a partir no solamente del experto, sobre el problema a tratar, sino
también de la informacién cientifica publicada sobre el area. Todos los demas
bloques estaran condicionados a una serie de decisiones tomadas al realizar la
base de conocimientos. De ahi la importancia de su desarrollo dentro del tiempo
dedicado al desarrollo del sistema experto.

La base de conocimientos contiene dos tipos de conocimiento acerca del
problema que trata: Los hechos y las relaciones heuristicas entre los hechos.

.1 Los hechos son datos, situaciones presentes o relaciones admitidas entre
las distintas variables del sistema. Forman la realidad que rodea al problema que
trata el sistema experto. El programador, ademas de plantearlos, debe organizar
dichos hechos de forma eficaz para que puedan ser manejados y comprendidos
por el sistema experto; por otra parte, debe también conseguir que la estructura
de los hechos tenga una gran capacidad de crecimiento y modificacién.

Il Las relaciones heuristicas representan el conocimiento de las relaciones
causales entre los distintos tipos de hechos: son las relaciones admitidas entre
los valores de las distintas variables, las consecuencias que tendran las
modificaciones de ciertos elementos respecto a otros, etc.

La forma mas utilizada para la representacion del conocimiento en la base
de conocimiento, es la de las reglas de produccion, conocidas también como
reglas de situacion-accion o reglas SI-ENTONCES-ACCION (IF-THEN-AND DO)

Una regla esta formada por un conjunto de condiciones iniciales o
antecedentes que deben cumplirse para que la regla pueda aplicarse. La
aplicacion de la regla da como resultado un conjunto de acciones sobre la base
de conocimientos.

La base debe poseer un conocimiento muy amplio sobre la materia, pero
no redundante, y estructurado adecuadamente para que sea rapidamente
accesible, evitando asi tiempos de busqueda largos.
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Hay que considerar como parte integrante de la base de conocimientos a
las bases de datos. Estas bases son modulos en los que se almacena toda la
informacién general que no depende explicitamente del problema tratado.

Il. El motor de inferencia.

Constituye con la base de conocimiento el otro bloque fundamental de un
sistema experto. Su misién principal es la de utilizar toda la informacién
disponible en la base de conocimiento para llegar a la solucion buscada; los
motores de inferencia utilizan mecanismos de razonamiento lo mas parecido
posible al de los expertos humanos.

El motor de inferencia realiza dos tipos de actividades:

.1 El examen de los datos existentes y de las reglas, anadiendo hechos a la
base de conocimiento, en caso necesario.

[I.II La decision sobre el orden en el que se ejecutan las reglas cuando hay
varias disponibles (prioridad de reglas) .

Cuando el motor de inferencia examina una regla, comprueba si sus
condiciones iniciales se cumplen. En ese caso, ejecuta o afirma el conjunto de
acciones de dicha regla. Si hay varias reglas ejecutables en el mismo instante
(bajo una serie de situaciones y condiciones), el motor de inferencia debe elegir
a la que tiene mayor prioridad atendiendo a diversos criterios: aquélla cuyos
antecedentes hayan sido activados recientemente, la de un coeficiente de
prioridad mas alto, la mas especifica, etc. La ejecuciébn de una regla puede
aportar nuevos datos a la base de conocimiento, y puede hacer que haya mas
reglas ejecutables. El proceso se repite hasta que no queda ninguna regla por
ejecutar con las condiciones dadas normalmente, el motor de inferencia puede
presentar dos tipos de mecanismos de razonariento:

A. Razonamiento hacia atras o deductivo (Backward Reasoning). EI motor de
inferencia debe evaluar una hipoétesis, por ello intenta aplicar todas aquellas
reglas que apunten a dicha hipotesis. A su vez, para aplicar estas reglas, debe
evaluar sus respectivos conjuntos de condiciones, entre los que puede haber
nuevas hipotesis que hagan que el proceso se repita.

B. Razonamiento hacia adelante o inductivo (Forward Reasoning). A partir de los
valores de las propiedades de objetos concretos (datos), el Motor de inferencia
evalua aquellas reglas que contienen dichos datos.

. Las interfaces del sistema experto.

Estos bloques se encargan de traducir las representaciones de conocimiento
exterior a una forma interna que pueda ser comprendida por el cédigo del
sistema.

Se pueden clasificar en cuatro grupos:

.l Interfaz grafica con el usuario.

[lI.I1 Interfaz con el programador.

1.1 Dos interfaces con las bases de datos, una entre el sistema experto y la
base de datos, y otra de conexion de éstas con el mundo exterior.

De estas cuatro, la mas importante es la interfaz con el usuario. Permite la
comunicacion bidireccional entre éste y el sistema experto, es decir, es capaz de
enviar informacién en los dos sentidos, de tal forma que el usuario puede tener
informacion sobre lo que esta realizando el sistema experto, y éste a su vez,
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puede obtener mas datos acerca del problema gracias al usuario. Se debe
procurar que esta interfaz sea lo mas amigable para el usuario, utilizando todos
los medios posibles (graficos interactivos, menus, pantallas de texto,
histogramas, etc) .

La interfaz del programador facilita la labor de construcciéon del sistema experto
Suele disponer de todas las herramientas de la Interfaces de usuario y tiene
ademas editores de gran potencia, asi como mecanismos de seguimiento del
razonamiento y de deteccion y correccion de errores. Una buena Interfaz del
programador supone una reduccion importante en el tiempo de desarrollo del
sistema experto

2.4.2 Desarrollo de un sistema experto.

La herramienta de programaciéon debe ser elegida después de un riguroso
estudio de las necesidades y tareas que planteara el desarrollo del sistema
experto concreto. Se deben considerar.

l. La complejidad del problema a tratar.

Il Las personas que intervienen en el proceso de desarrollo: los expertos, el
programador, el usuario final. La adquisicidon del conocimiento por parte
del ingeniero a partir de los expertos puede ser muy compleja vy
problematica.

. La flexibilidad del propio sistema, es decir, la capacidad del sistema
experto de trabajar con un universo de respuestas (entradas) amplioy a la
vez ambiguo, donde todas las situaciones posibles tengan cabida. Un
sistema experto debe ser muy generoso con los errores del usuario, si se
considera flexible.

En esta tesis desarrollamos nuestro sistema experto en una plataforma

comercial Xpert rule KBS (Knowlwdge-Based System), en la que creamos la

base de conocimientos a partir de informacion recabada por nosotros.

2.5 Xpert rule KBS.

Para la realizacion de este modelo, se ha utilizado el programa Xpert rule KBS
(versién 3.6), de la compania Attar Software Ltd.

Es una aplicacion elaborada en lenguaje C, y existen diferentes versiones para
trabajar en diversos sistemas operativos, tales como DOS, UNIX, MacOS, VM y
VMS, etc, y en sus respectivos entornos hardware (PC, AT, Macintosh,
VAXstations, Mainframes, etc.) .

La aplicaciéon Xpert rule KBS se ejecuta bajo los entornos de ventanas de cada
sistema operativo, ya sea Microsoft Windows, X Windows 11 o Presentation
Manager. La Interfaz de usuario es totalmente grafica, facilitandose el acceso a
cualquier tipo de informacioén relacionada con el sistema experto y la labor de
desarrollo y creacién del sistema experto.

Xpert rule KBS y sus programas pueden llamar y ser llamados por subrutinas
externas, lo que permite la creacién de arquitecturas complejas (sistemas
expertos embebidos, sistemas expertos integrados), y la mejor resolucion de los
problemas.
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2.5.1 La plataforma Xpert rule KBS.

En la plataforma Xpert rule KBS existen tres programas distintos que son

complementarios:

l. Xpert rule KBS, orientado a la creaciéon de la base de conocimiento del
sistema experto, y que incorpora el motor de inferencia que sera utilizado
en los sistemas expertos desarrollados.

I Form Painter, programa que se ejecuta bajo Windows, y que sirve para
desarrollar las Interfaces de ventanas para el usuario final.

Il. Xpert rule KBS Forms, programa que desarrolla el proceso de
razonamiento del sistema experto para el usuario final. Ofrece la
posibilidad de automatizar y dar coherencia a las distintas sesiones de
trabajo del usuario con el sistema experto, limitando el uso de informacion
relacionada con la base de conocimiento, evitando asi posibles
modificaciones no intencionales.

|. Xpert rule KBS

Xpert rule KBS se ocupa principalimente de crear la Base de Conocimiento del
sistema experto. La base tiene las siguientes caracteristicas. Presenta las dos
representaciones de conocimientos mas habituales:

.1 Reglas (dimension del razonamiento) y

1.1 Objetos (dimension de la realidad).

.1 La dimension del razonamiento
La dimensién del razonamiento esta formada por las reglas. Estas tienen una
estructura bien definida y estan formadas por:

1. El conjunto de condiciones que se debe cumplir para que se aplique una
regla, también llamado parte izquierda de la regla (LHS: Left Hand Side).
Estas condiciones pueden ser de dos tipos:

1.1Las que comprueban, verifican, dan valor; en definitiva, trabajan, con objetos,
propiedades e hipétesis de la base, se les llama datos.

1.2Las que ejecutan diversas tareas no relacionadas directamente con datos de
la base, como ejecutar rutinas externas, mostrar ficheros y ventanas de
Interfaz.

1.3Las condiciones de la LHS de una regla pueden tomar los siguientes valores:

1.3.1 Desconocido (Unknown), cuando dicha condicion no ha sido evaluada por

el Motor de Inferencia.

1.3.2 Verdadero (TRUE), cuando la condicién ha sido evaluada y verificado su

cumplimiento.

1.3.3 Falso (FALSE) , cuando la condiciéon ha sido evaluada y ha sido verificado

gue no se cumple.

1.3.4 No conocido (Notknown) , cuando se ha evaluado la condicién, pero el

sistema experto (y el usuario) no dispone de informacion suficiente sobre
los datos implicados para dar los valores falso o verdadero.
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Este conjunto de condiciones de la LHS estan unidas por operaciones légicas de
tipo AND, es decir, se deben cumplir todas las condiciones de una LHS, para
que la regla correspondiente se pueda aplicar.

2. La parte derecha de la regla (RHS: Right Hand Side); esta formada por dos
partes bien diferenciadas:

2.1.1 La hipotesis a la que apunta cada regla.

2.1.2 El conjunto de acciones que se ejecutan si se aplica la regla.

3. La aplicacion de las reglas en el proceso de inferencia puede darse en los
dos sentidos que permite el razonamiento hacia adelante y atras (Forward y
Backward Reasoning).

4. Las relaciones y dependencias entre las reglas se establecen por la
utilizacion de datos (hipbtesis, propiedades, etc) comunes (llamados
eslabones o links). Este mecanismo se implementa de dos formas diferentes
(strong links o enlaces fuertes):

4.1Enlaces fuertes basados en condiciones (Condition based strong links), en el
que el dato que se comparte esta en la LHS de las dos reglas.

4.2Enlaces fuertes basados en acciones (Action based strong links), en el que el
dato compartido ocupa la RHS y la LHS de dos reglas (el caso mas frecuente
es la utilizacién de la hipétesis de una regla en un condicién de la LHS de
otra regla).

5. Otra forma de relacién entre reglas es el enlace débil (weak link). En este
caso, la investigacion de una regla puede hacer necesario que se explore otra,
aun cuando no se comparta ningun dato con ella. Este mecanismo se establece
cuando no existe el conocimiento suficiente para establecer una regla de manera
determinante, pero se da cierta correlacién en la que la investigacion de una
regla bajo ciertas condiciones puede ser interesante. A este tipo de relacion
también se le denomina contexto (una regla esta en el contexto de otra cuando
la primera debe ser investigada si se dispara la segunda. El proceso inverso de
inferencia no se da).

[.Il Objetos. La representacion de la realidad.

El mundo de los objetos representa la realidad a la que se le aplican los
mecanismos de razonamiento. La unidad elemental de esta dimension es el
objeto. Un objeto esta constituido principalmente por:

Su nombre.

Sus propiedades o caracteristicas.

Sus relaciones con otros objetos de la base de conocimiento.

Su influencia en el curso del razonamiento en el caso de que algunas de sus
propiedades sean consultadas o modificadas.

L=

La dimension de la representacion de la realidad o de los objetos tiene
jerarquias. Existen varios niveles:

1. Objetos, que constituyen la unidad elemental.
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2. Subobjetos. Considerados separadamente, son también objetos, pero a su
vez son componentes de otro objeto; los Subobjetos no heredan
necesariamente todas las propiedades de objeto progenitor.

3. Clases. Son conjuntos de objetos que tienen algunas propiedades o aspectos
comunes. Un objeto perteneciente a una clase es un ejemplo o un caso de
dicha clase.

4. Subclases. Son clases que comparten propiedades con otra clase de orden
superior.

Los objetos se pueden clasificar al momento de su creacion:

A. Objetos estaticos, que son aquellos objetos que son creados al mismo tiempo
gue se disefa la base de conocimientos.

B. Objetos dinamicos, que son los objetos disefiados junto con la base de
conocimientos, pero creados durante el periodo de inferencia por el sistema
experto es decir, su existencia se limita al tiempo del proceso de
razonamiento del sistema experto. Se consigue de esta forma ahorrar
memoria ante un numero indefinido de objetos que pueden ser Uutiles so6lo en
algunas ocasiones:

2.5.2 Herramientas de Xpert rule KBS.

Para desarrollar la bases de conocimiento, Xpert rule KBS cuenta con los
mecanismos de creacion de las partes fundamentales de un sistema experto:

l. El componente de adquisicion del conocimiento.
Il. El motor de inferencia (que esta incorporado).
Il. El componente explicativo o interfaz con el usuario.

I. El componente de adquisicion del conocimiento viene dado por los editores y
las listas de elementos que forman la base de conocimiento. Hay seis editores:
de reglas, de propiedades, de clases, de objetos, de "meta-slots” y de contexto.
Presentan como principales caracteristicas la cornprobacion automatica de la
sintaxis, y la existencia de un conjunto de funciones que permiten la optimizacion
de las sesiones de trabajo (creacibn automatica de objetos, clases vy
propiedades, que estan implicitos en las condiciones de una regla). También se
muestran, seis agendas con listas de hipétesis, reglas, datos, objetos,
propiedades y clases.

Il. El motor de inferencia de Xpert rule KBS realiza el razonamiento sobre la base
de conocimiento que se encuentra cargada en la memoria.

Para iniciar el proceso de inferencia, se puede actuar de dos maneras:

A. Sugerir la investigacion de una o varias hipétesis (Suggest).

B. Dar valor a unas propiedades determinadas de unos objetos (Volunteer),
para que a partir de esta informacién el motor de Inferencia pueda trabajar
sobre la base de conocimiento.

Otra de las caracteristicas del motor de inferencia de Xpert rule KBS es la

posibilidad de efectuar razonamientos hacia adelante y hacia atras, de manera

indistinta, segun cual sea la situacién.
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lll. La interfaz con el usuario de Xpert rule KBS, incluye una serie de
herramientas que facilitan la creacion de la base de conocimiento.

lIl.I Los espacios de navegacion para la dimension del razonamiento y de la
realidad (Rule Network y Object Network). En ellos se representan de manera
grafica las relaciones existentes entre las reglas (u objetos y clases) de una
determinada base, los enlaces fuertes y los débiles, asi como el estado de
evaluacion de cada una de las condiciones e hipotesis que componen las reglas
representadas, durante el proceso de inferencia. Se consigue de esta forma dar
coherencia a la base de conocimiento, estableciendo los caminos posibles de
razonamiento ante un determinado problema.

2.5.3 Form painter.
Este programa esta destinado a la creacién de la interfaz del usuario final.

Las ventanas de interfaz permiten la comunicacion entre el sistema experto y el
usuario, que a través de ellas podra responder a las cuestiones que le formule el
sistema experto, introduciendo en el sistema los valores de los datos que
mediante el razonamiento no han podido ser inferidos directamente.

Cada pantalla de la interfaz contiene varios de los siguientes elementos:

l. Recuadro de texto. Presenta mensajes en pantalla, sin recibir informacion
por el teclado.

Il Campo de entrada de un dato. Recibe datos por el teclado.

Il. Lista de seleccion unica. Se puede elegir una opcidon entre las que
aparecen en una lista. Puede combinarse con el campo de entrada de un
dato.

V. Lista de seleccién multiple. En este caso, se puede elegir mas de una
opcion de la lista establecida de posibles respuestas. Puede combinarse
con el campo de entrada de un dato.

1. Tabla de seleccion. En ella se ofrecen distintos objetos con sus respectivas

propiedades entre los que el usuario puede elegir los que desee.

2. Tabla de entrada de datos. El usuario puede introducir valores de distintos

objetos y sus propiedades en una tabla para estructurar la informacion.

Estas ventanas pueden tener otras opciones como texto constante, un color de
fondo, determinados tipos de recuadro de borde, teclas de funcion. etc. Con ello
se debe conseguir que el proceso de comunicacion establecido sea lo mas fluido
y facil posible. El usuario final podra contestar a las preguntas que el sistema
experto le plantea con las teclas del cursor y por medio del teclado.

2.5.4 Xpert rule KBS forms.

Es el unico programa de la aplicacion Xpert rule KBS que se ejecuta en pantalla
de tipo texto. Su tarea es hacer posible el funcionamiento de un sistema experto
desarrollado con Xpert rule KBS en cualquier computadora personal con pantalla
de texto. Ademas permite al autor de la base de conocimientos afadir una
interfaz con el sistema experto de disefio propio, de forma que impida el acceso
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del usuario final a la informacioén de la base de conocimientos, y evitar asi una
modificacion fortuita tanto de la base como del motor de inferencia.

Las posibilidades que ofrece Xpert rule KBS Forms son las mismas que las de
Xpert rule KBS, respecto a los mecanismos de inferencia y al componente
explicativo (aunque no a los editores de la Base de Conocimiento); por ello,
también le es aplicable todo lo dicho en el apartado anterior sobre estas
aplicaciones.
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I.Il Senalizacion intracelular.

En las vias de sefializacion intracelular estan involucrados un gran niamero de
elementos que se interelacionan y dan lugar a diferentes respuestas celulares
ante un mismo estimulo.

Durante la sefalizacion intracelular se debe tomar en cuenta la presencia inicial
al estimulo de un gran numero de elementos, las interacciones posteriores que
estos efectuen llevaran a una respuesta celular final. Los resultados
experimentales reportados en la literatura permiten una aproximacién real a la
respuesta celular final, y a la inversa a partir de una respuesta celular final se
pueden aproximar los elementos iniciales al estimulo que genera esa respuesta.
Las vias seleccionadas para el modelaje son las vias de sefializacién en las
cuales participa la proteina Ras. Se eligi6 a esta proteina, ya que es un punto de
convergencia para varias vias de sefalizacion, esta implicada en el control de la
proliferacion celular y en el control del ciclo celular. A continuacion se describe la
senalizacion intracelular y las vias de sefializacion seleccionadas para modelar.

1. Senalizacion.

Cada célula en un organismo pluricelular es programada durante el desarrollo
para responder especificamente a un grupo de sefales quimicas o mensajes
intra y extracelulares. Estas sefales quimicas actian en varias combinaciones
para regular mediante la sefalizacion intracelular el desarrollo de la célula y
determinar cuando vive o muere, cuando prolifera o se mantiene en un estado
de quiescencia (no se divide). La mayoria de estas senales quimicas son
mediadas por el sistema paracrino, este sistema permite la comunicacion entre
células relativamente cercanas, sin que para ello exista una estructura
especializada (como en el caso de la sinapsis, que se explica mas adelante).
Generalmente estas sefales quimicas actian unicamente en células vecinas a
las células que las producen. Para evitar que las sefales salgan de la zona en la
que se producen, existen proteinas que las atrapan, ya sea, para destruirlas o
para almacenarlas.

El control central de las sefiales paracrinas esta dado por las sefales endocrinas
u hormonales. Las células de las glandulas de secrecion interna, como la
hipdfisis, la tiroides, los islotes de pancreas, las suprarrenales, los ovarios y los
testiculos, producen diferentes hormonas y las vierten al torrente circulatorio.
Una vez en la sangre, las hormonas circulan por todo el organismo e interactuan
con algunas células que son “receptoras” para una hormona determinada, a las
cuales se les llama células blanco. La sefial quimica (en este caso la hormona)
es selectiva. La selectividad se debe a los receptores especificos (Raff, 1992).
En la neurotrasmisiéon o comunicacion quimica a través de las células nerviosas,
las neuronas con sus largos axones estan muy cercanas a las células con las
que se comunican. Entre la membrana externa de la neurona y la membrana
externa de la célula, se encuentra una estructura especializada que se llama
sinapsis, en ella hay un espacio (el espacio sinaptico). El flujo o sentido de la
informacién es unidireccional y va de la neurona, o célula presinaptica, a la
célula receptora o postsinaptica. En esta forma de comunicacion, la célula
presinaptica vierte su “mensaje” o neurotransmisor al espacio sinaptico, y éste



INTRODUCCION

viaja e interacciona con la célula postsinaptica, la cual lo recibe y responde
(Changeux, 1993).

La sefalizacion celular requiere de una sefal extracelular y de un grupo
complementario de proteinas receptoras en cada célula que sea capaz de unirse
y responder a la sefal de manera especifica.

El receptor tiene dos caracteristicas fundamentales:

1. Reconoce a la sefial quimica para interactuar con ella.

2. Activa la secuencia de eventos que conducen a la respuesta celular.

Las senales quimicas extracelulares pueden tener una naturaleza quimica muy
variada; sin embargo, se pueden agrupar en cuatro clases fundamentales: los
lipidos (entre los que se encuentran los esteroides y las prostaglandinas), los de
naturaleza pesticida (como algunos factores de crecimiento), las aminas y los
iones.

Las moléculas de senalizacién hidrofébicas, que incluyen hormonas esteroides y
tiroideas, y los retinoides, se difunden a través de la membrana plasmatica de
las células blanco y activan receptores intracelulares, los cuales regulan
directamente la transcripcidn de genes especificos. Algunos gases disueltos
como el oxido nitrico y el monoxido de carbono, actian como mediadores
locales por difusion a través de la membrana plasmatica de la célula blanco,
activando a una enzima intracelular, usualmente la guanilato ciclasa, la cual
produce GMP ciclico en la célula blanco (GMP 5°-monofosfato de guanosina). El
GMP ciclico es un segundo mensajero. La mayoria de los receptores asociados
a proteinas G activan una cadena de eventos que alteran la concentracién de
una o mas moléculas de sefnalizacion intracelular. A estas moléculas se les
conoce como mediadores intracelulares o segundos mensajeros, los segundos
mensajeros transmiten la sefial, modificando la actividad de las proteinas
intracelulares. Las proteinas G son una gran familia de proteinas que unen
5’trifosfato de guanosina (GTP), (Jans, 1994).

Pero la mayoria de las moléculas de sefalizacion intracelular son hidrofilicas y
capaces de activar receptores unicamente en la membrana plasmatica de
células blanco. Estos receptores actuan transduciendo la sefal, es decir
convierten el evento de unién extracelular en sefales intracelulares que alteran
el desarrollo de la célula blanco. Son tres las familias de receptores de la
superficie celular, cada una de las cuales transduce sefales extracelulares por
una via diferente. Los receptores ligados a canales idnicos abren o cierran los
canales idbnicos en respuesta a la unién de un neurotransmisor. Los receptores
ligados a proteinas G activan o inactivan de manera indirecta a enzimas
ancladas en la membrana plasmatica o a canales idénicos mediante proteinas G
heterotriméricas (Milligan, 1993). Receptores ligados a enzimas o con actividad
enzimatica usualmente son cinasas que fosforilan proteinas especificas en las
células blanco. A través de cascadas de sefalizacion mediadas por
fosforilaciones de proteinas especificas se altera el patron de expresion genética
de la célula y como consecuencia su desarrollo. Las diferentes cascadas de
sefializaciébn se entrecruzan por lo que la célula es capaz de integrar las
multiples sefales que recibe del exterior (Nishizuka, 1992; Kato et al. 2000).
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Para que la sefial extracelular se transmita desde el exterior a través de su
receptor especifico hasta los factores de transcripcién, que activaran la
transcripcion de las proteinas involucradas en la respuesta celular, se requiere
principalmente la “comunicacion” entre proteinas mediante fosforilacion o
desfosforilacién de residuos de tirosina, treonina y serina; estos aminoacidos
fosforilados son reconocidos por otras proteinas mediante dominios especificos
como SH2 (Src homology region 2). Otros dominios proteicos que participan en
la transduccién de sefales son dominios ricos en prolina y los dominios SH3 (Src
homology region 3). Los dominios proteicos permiten la interaccion especifica
entre proteinas. En la tabla 2 se encuentran ejemplos de las secuencias de
aminodcidos de los dominios proteicos que interactuan entre si, para que se
efectue la transduccion de senales.

Tabla 2. Dominios proteicos importantes en la comunicacién entre proteinas involucradas en transduccion
de sefales y ejemplos de las secuencias de aminoacidos reconocidas por cinasas y fosfatasas de residuos
de serina, treonina y tirosina.

Proteina Ejemplo Dominio Dominios importantes Interactia con Protei
na que
la
contie
ne

Cinasas de | PAK<y C Terminal (36 Kda) KKRKS®GL cAbl

Sery Thr

Cinasas de | Raf1 CR3 GLS™YLHENQ | MEK

Ser

Cinasas de | Abl GMEYLESKNFVHRDLAARNCLVG | Y*“'AGP Crk

Tyr Dominio rico en prolinas y dominio

catalitico 362-625
Fosfatasas | PP2A LKVRYPERITILRGNHESRQITQVY | T S*°RH KKL p53
Sery Thr GFYDECLRKYGNANVWKYFTDLF

DYLPLT

C Terminal (36 Kda)

Pph21p/Pph22p
Fosfatasas | SHP-1 RYKNIVEKGRNKQMVRAQRSGMV | EY***TARE Lck
de Tyr Q

Dominio catalitico 271-514

Fosfatasas | Cdc25A GKRVIVVFHCEFSSERGPRMCRY | G TYGWV Cdc2

de Tyr, Thry VRERDRLGNEYPKLHYPELYVLKG

Ser GYEFFMKCQSYC

DominioN25A (27Kda)
C terminal

Adaptadoras | Grb2 SH2 HRWFELTKRTFSYFDVENVERRR | QRY ™°SSDPT | EGF

que unen ERGRIHLKGVRLVEEATVSGEGG | EY'®INQSV R

Tyr DPFAPDGYPFQVGYCEISASANSH

fosforiladas QLENGNGGGSG

Adaptadoras | 14-3-3 LR-NES | KGDYQKALLYLCGGDD RSTS™TP Raf1

que unen RSAS®'EP

Ser

fosforiladas

Que unen Crk SH3 MMGTKHRNSHVNGSIKSSSSLRS | P°PALPPK PI3K

dominios SSKSFQAKMDLMSERLYDVVKSG (p85)

ricos en SMVKRAQNKK

Prolina

Que se AP1 Dominio | RACCACGTGCTY ATGACTCAT c-jun

unen a ADN que se

une a
ADN
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En la figura 3, se presenta un esquema general de la transduccion de una sefal
desde el exterior hasta el nucleo.

Molécula de
Senalizacion
6 Ligando
Espacio extracelular
W
: Membrana
Proteina Enzi
nzima
—

ﬂ Cinasa de Sistema dg
Segundo Proteinas >‘ amplificacion
Mensaiero \

Cinasa de Cinasa de
Q& Proteinas Proteinas
Nucle 4 ﬂ
Sistema
Factor de Sfoctor
Transcrifcién ﬁ /

ADN

_

Figura 3. En esta figura se ejemplifican los procesos generales que se observan durante la transducciéon de
senales iniciadas por receptores de membrana. La molécula sefial se une a su receptor especifico
localizado en la cara externa de la membrana plasmatica. Al unirse a su ligando el receptor modifica su
conformacién, por lo que proteinas localizadas en el citoplasma préximas a la membrana plasmatica o en el
espacio yuxtamembranal interactian con él. Esta interaccion permite el reclutamiento de otras proteinas y
la activacion de las mismas. Estas proteinas pueden generar segundos mensajeros o activar mediante
fosforilacién a otras proteinas. Tras una cascada de activaciones finalmente se llega a la activacion de
factores de transcripcion en el citoplasma. Los factores de transcripcion son translocados al nucleo. En el
nacleo se unen a la region promotora de genes que codifican para proteinas que participan en la funcion
biolégica especifica que da respuesta a la serial recibida.

El trabajo de esta tesis esta dedicado a la creacién de modelos computacionales
de las vias de sefalizacion intracelular para la busqueda de blancos
terapéuticos, potencialmente Uutiles en el control de enfermedades.
Seleccionamos las vias en las que participa la proteina Ras por ser un punto de
convergencia de varias vias involucradas en crecimiento y diferenciacion celular.
Estas funciones celulares cuando no son correctamente controladas pueden dar
lugar a enfermedades, como por ejemplo el cancer. A continuacion se describe
la proteina Ras y sus funciones.
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2. Proteinas Ras.

Las proteinas Ras participan en la sefalizacion intracelular mediada por
receptores asociados a enzimas, en la sefializacién intracelular mediada por
receptores ligados a proteinas G y en el control del ciclo celular.

Las proteinas Ras se localizan en la cara interna de la membrana plasmatica,
forman parte de la familia de proteinas G, por tener actividad intrinseca de
GTPasa (hidrolizan nucleé6tidos de guanina), pero a diferencia de otras proteinas
G que son triméricas, son monomeéricas, por lo que forman parte de la subfamilia
de proteinas G, las proteinas G pequenas.

(
rugp | RaP-1A
4 Rap-1B
Rho Rap 9 Rap-2A
Ras M-Ras Rap-2B [R-Ras
R-Ras TC21/R-Ras2
R -
Proteinas Ras { ab Ral RalB R-Ras3
Ran RalA
H-Ras
Red A Ras (Rasin
Arf N-Ras

Figura 4. La familia de eroteinas Ras, esta formada por un grupo de proteinas de entre 20 y 25 KDa. En
mamiferos, la familia de proteinas G pequefias contiene a mas de 65 miembros. Basados en su funcion y
estructura, esta familia se ha subdividido en 6 familias: Ras, Rho, Rab, Ran, Rad y Arf. La familia Ras se
subdivide en base a su homologia en el dominio efector en 6 subfamilias: RAP (Rap-1A, Rap-1B, Rap-2A 'y
Rap-2B), R-RAS (R-Ras, TC21/R-Ras2 y R-Ras3), RAL (RalA y RalB), RHEB, M-RAS, y la subfamilia RAS
que incluye a H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras.

En este trabajo, al referirnos a las proteinas Ras estaremos considerando
unicamente a la subfamilia Ras o p21Ras (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras),
a los demas miembros de la familia se le referira con su nombre directamente.
En el humano se conocen tres formas del proto-oncogen ras: Hras, Nras y Kras,
cada uno codifica para las proteinas de188 amino acidos H-Ras, N-Ras y K-
Ras4A respectivamente; Kras produce una de 189 amino acidos, K-Ras4B,
(Lacal y McCormick, 1993; Rodriguez Viciana, 1994 y 1996, Crespo y Leon,
2000; McMahon y Woods, 2001).

Los productos proteicos de los oncogenes juegan un papel central en el
desarrollo de la mayoria, si no de todos los tipos de cancer. Los proto-
oncogenes celulares son genes que bajo ciertas condiciones son capaces de
inducir transformacion neoplasica en las células, la cual puede llevar a las
células a la muerte o derivar en cancer.

La modificacién por mutacién o cambios en el control de la expresion de genes
normales o proto-oncogenes da lugar a un oncogen. Ademas de los oncogenes
en el genoma celular, algunos virus pueden llevar oncogenes como parte de su
genoma. Los oncogenes de virus de ARN tumorigénicos son derivados de proto-
oncogenes celulares, estos virus pueden transformar rapidamente células en
cultivo e inducen tumores en animales. Algunos virus de ADN también son
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tumorigénicos pero no existe evidencia que indique que expresen oncogenes
derivados de progenitores celulares.

Algunas células son mas susceptibles a ser transformadas, esto depende de su
capacidad para reparar dafio a ADN, del potencial mutagénico de sustancias con
las que estén en contacto y de la combinacion de proteinas producto de
oncogenes que expresen.

A las células neoplasicas en cultivo in vitro se les llama células transformadas.
Las células transformadas difieren de las normales en cultivo por ser
‘inmortales”, ya que las células normales tienen un crecimiento limitado y un
namero finito de divisiones celulares. Las células transformadas tienen una
menor dependencia a los factores de crecimiento extracelulares con respecto a
las células normales.

Se han reportado mas de 100 proto-oncogenes cuyos productos proteicos
participan en las vias de sefalizacién intracelular a diferentes niveles, por
ejemplo hay receptores, cinasas de tirosina, proteinas que unen nucleétidos de
guanina, factores de transcripcién, etc. En la tabla 3 se encuentra una lista de
productos proteicos de proto-oncogenes involucrados en las vias de sefalizacion
intracelular, con su funcién y ejemplos de cancer en el que se han encontrado
con alguna mutacién.

Durante la “evolucién” de células normales a células transformadas ocurren
muchos cambios genéticos. Las células transformadas pierden fidelidad durante
la replicacion, reparacidon y segregacion de su genoma.
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Tabla 3. Productos proteicos de proto-oncogenes involucrados en las vias de sefalizacién intracelular, su
funcion y ejemplos de cancer en el que se han encontrado con alguna mutacién. Los proto-oncogenes
codifican para proteinas que participan en la transduccién de sefiales a diferentes niveles. Como se ve en
esta tabla hay ligandos 6 moléculas sefial, receptores, cinasas, proteinas G y factores de transcripcion.

Proteina Funcion Cancer
PDGFB/Sis Ligando Fibrosarcoma (Koveker, 2000)
Int2 Ligando Sarcoma de Kaposy (Kiuru-Kuhlefelt et al.,
2000)
HSTF1/HST1 Ligando Tumor en células germinales (Yoshida et al.,
1988)
EPH Receptor con actividad de cinasas de | Tumor en células germinales (Koveker,
Tirosina 2000)
EGFR/ERB Receptor con actividad de cinasas de | Adenocarcinomas y adenomas (Porebska et
Tirosina al., 2000)
Fms Receptor con actividad de cinasas de | Cancer de mama (Hung et al., 2001)
Tirosina
Kit Receptor con actividad de cinasas de | Meduloblastoma (Chilton-Macneill et al.
Tirosina 2004)
Met Receptor con actividad de cinasas de | Cancer de mama (Shaharabany et al., 2001)
Tirosina
HER2/NEU Receptor con actividad de cinasas de | Carcinoma de mama (Lee et al, 2001)
Tirosina
TRK Receptor con actividad de cinasas de | Adenocarcinoma de pancreas (Sakamoto et
Tirosina al., 2001)
Abl Cinasa de Tirosina Leucemia mieloide crénica (Gorre et al,
2001)
Src Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Cancer de mama (Garcia et al., 2001)
Fgr Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Cancer de pulmén (Zarn et al., 1996)
Fyn Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Neuroblastoma (Davy et al., 2000)
Hck Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Cancer en células B (Taguchi et al., 2000)
Lck Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Relacionado con metastasis (Harashima et
al, 2001)
Yes Cinasa de Tirosina asociadas a membrana | Cancer de pulmoén (Jeremic, 2001; Hansen
et al, 2001)
Mas Receptor sin actividad de cinasa Cancer en fibroblastos (Zohn et al, 1998)
H-Ras Proteina G asociada a membrana Células tiroideas (Cobellis et al., 2001)
K-Ras2 Proteina G asociada a membrana Cancer colorectal (Etoh et al., 2001)
N-Ras Proteina G asociada a membrana Mesotelioma (Papp et al., 2001)
Gsp Proteina G asociada a membrana Adenomas pituitarios (Shi et al., 1998)
Gip2 Proteina G asociada a membrana Cancer de ovario (Shen et al., 1996)
Ber Cinasa de Serina Leucemia mieloide (Gorre et al., 2001)
Mos Cinasa de Serina Cancer de pulmén (Gorgoulis et al, 2001)
Pim1 Cinasa de Serina Linfoma (Feldman et al., 1997)
Raf/Mil Cinasa de Serina Cancer de mama (Pratt et al., 1998)
Crk Regulador citoplasmico Cancer de células epiteliales (Donalidson et
al, 2000)
Fos Factor de transcripcion Céancer en fibroblastos (Van Dam y
Castellazzi, 2001)
Jun Factor de transcripcion Cancer en fibroblastos (Van Dam y
Castellazzi, 2001)
Ets Factor de transcripcién Cancer de mama (Behrens et al, 2001)
Myc Factor de transcripcién Melanoma (D’Agnano, 2001)
Myb Factor de transcripcion Cancer colon (Funato et al., 2001)
Rel Factor de transcripcién Leucemia (Madruga et al, 2000)
ErbA Factor de transcripcién Eritroleucemia y sarcomas (Thormeyer y
Baniahmad, 1999)
p53 Factor de transcripcion Carcinoma de colon (Mahyar-Roemer vy

Roemer, 2001)
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2.1 Activacion de Ras.

Las proteinas Ras existen en un equilibrio entre su forma activa o unida a
trinucledtidos de guanina y su forma inactiva o unida a dinucleétidos de guanina.
El ciclo de transicion entre un estado y otro esta regulado por dos tipos de
proteinas: los factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs por
sus siglas en inglés) y los factores que incrementan la actividad de GTPasa (del
inglés, GAPs). En la figura 5 se esquematiza el ciclo de activacion de las
proteinas Ras.

Pi Ras-GDP GTP
GAP1 sSOS
p120-GAP > GAPs —P» 4—— GEFs

Neurobromina C3G
H,O Ras-GTP GDP

Proteinas
Efectoras

:

Respuesta
Celular

Figura 5. Ciclo de activacion de las proteinas Ras. El ciclo de transicion entre la forma activa (Ras-GTP) y
la inactiva (Ras-GDP) de las proteinas Ras esta regulado por factores intercambiadores de guanina (GEFs)
y por factores que activan trifosfatasas de guanina (GAPs). Ras-GTP activa a sus proteinas efectoras
(Adjei, 2001).

Las proteinas H-Ras, N-Ras y K-Ras son modificadas post-traduccionalmente
en su regién amino terminal en la secuencia CAAX (figura 6). En la secuencia
CAAX (C=cisteina 186, A= aminoacido alifatico y X aminoacido no alifatico), la
cisteina es alquilada por un grupo farnesilo, los amino acidos AAX son
removidos por protedlisis. En el carboxilo a de la cisteina terminal se da una
metilesterificacion. El producto modificado es mas hidrofébico que el no
modificado y se asocia débilmente con la membrana celular. Posteriormente las
proteinas N-Ras, H-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas en las cisteinas de la
region hipervariable (amino acidos 165-185), incrementandose su uniéon a la
membrana figura 6. En la proteina K-Ras4B no ocurre la palmitoilacion, ya que
posee 6 lisinas en los amino acidos 175-180 que le permite unirse a la
membrana, por interacciones electrostaticas con fosfolipidos acidos y otros
grupos membranales cargados negativamente en la cara interna de la
membrana plasmatica (Hancock et al., 1990; Ghomashchi et al., 1995).
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Farnesil- _ o
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Figura 6. Modificaciones post-traduccionales en la region amino terminal de las proteinas Ras. En la
secuencia CAAX (C corresponde a cisteina 186, A corresponde a aminoacido alifatico y X corresponde a
aminoacido no alifatico), las proteinas Ras son modificadas pos-traduccionalmente, estas modificaciones
incrementan su hidrofobicidad y consecuentemente su unién a membrana. El nombre de las enzimas que
catalizan la reaccién correspondiente se encuentra sobre las flechas. Las modificaciones que se dan son:
primero a la cisteina 186 se le une un grupo farnesilo, segundo los amino acidos AAX son removidos por
protedlisis, tercero en el carboxilo o de la cisteina terminal se da una metilesterificacion y cuarto las
proteinas N-Ras, H-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas en las cisteinas de la regiéon hipervariable. En la
proteina K-Ras4B no ocurre la palmitoilacién, ya que posee una region de poli-lisinas que le permite unirse
por atracciones electrostaticas con fosfolipidos negativos a la membrana plasmatica (Hesketh, 1994,
Hancock et al., 1990; Ghomashchi et al., 1995).

2.2 Vias de senalizacion en las que participa Ras.

Diferentes tipos de sefales extracelulares, que estimulan a la célula a través de
receptores localizados en la membrana plasmatica, con o sin actividad de cinasa
de tirosina, o acoplados a proteinas G, activan a Ras. Una vez activada como
Ras-GTP, activa a su vez a proteinas intermediarias de la sefalizacién o
proteinas efectoras. Se requiere de la unidn especifica entre las diferentes
proteinas y Ras para que éstas sean activadas. En la figura 7 se encuentra un
esquema de la proteina Ras en donde se identifican los diferentes dominios y los
sitios en los cuales se unen las diferentes proteinas. Las tres proteinas efectoras
de Ras mejor caracterizadas son: Raf, PI3K y Ral-GDS. Existen otras proteinas
que interactuan con Ras como MEKK1, Rin1, AF-6 y Nore-1, pero aun no se ha
determinado si son efectoras de Ras, por lo que para nuestros modelos
unicamente consideramos las vias en las que participan Raf, PI3K y Ral-GDS.

/77

165 186

CAAX

m Dominio efector

m Regulador |
¥ v v ¥ /7, Regulador |l

Raf g%'js Raf PI3K

Region
heterogénea

Figura 7. Dominios importantes en la actividad de las proteinas Ras. El dominio efector es el sitio en el que
interactuan las proteinas efectoras de Ras. El numero y letra indican el aminoacido importante en la
interaccion con Raf, Ral-GDS o PI3K. La region heterogénea como su nombre lo indica, varia en las
diferentes proteinas Ras. La region heterogénea contiene la secuencia CAAX, estd secuencia sufre
modificaciones post-traduccionales importantes para el anclaje de Ras en la cara interna de la membrana
plasmatica. El dominio regulador | esta relacionado con la interaccion de GAPs, factores que activan
trifosfatasas de guanina (GTPase Activating Proteins). El dominio regulador Il esta relacionado con la
interaccion con factores intercambiadores de guanina GEFs (Guanine Exchange Proteins). Las GAPs
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mantienen a Ras unido a GTP, que es su forma activa y las GEFs unido a GDP o inactivo, (Crespo y Leén,
2000).

2.3 Proteinas efectoras de Ras.

2.3.1 Raf.

La fosforilacion catalizada por proteinas cinasas permite la transmision de las
sefales extracelulares. Las vias de las cinasas activadas por mitégenos MAPK
(mitogen-activated protein kinases), se dividen en tres modulos involucrados en
la transmision de la sefal.

Un modulo esta formado por la MAP cinasa o cinasa regulada por sefales
extracelulares, ERK (extracellular signal-regulated protein kinase). Esta es
activada por fosforilacidon por una cinasa de MAP cinasa o también llamada
cinasa de ERK (MEK o MAPKK). Esta cinasa es activada por fosforilacion por
una cinasa de MEK (MEKK o MAPKKK). Raf es una cinasa de residuos de
serina y treonina, y es una MEKK.

Raf se une a Ras de manera GTP-dependiente. Esta asociacién permite
que Raf se localice en la cara interna de la membrana plasmatica, en donde es
activada mediante un mecanismo en el que participa la proteina 14-3-3£. Una
vez activa, la proteina Raf activa a MEK, por fosforilacion en residuos de serina.

La funcion de MEK tiene una especificidad dual ya que fosforila residuos
de tirosina y de treonina, sus substratos son MAPKs como ERK 1y ERK 2. La
activacion de MAPKs da como resultado la fosforilacion y activacién de la cinasa
ribosomal S6 (,70S6K), de factores de transcripciéon como c-Jun, c-Myc y c-Fos,
que se unen a genes cuyos productos protéicos estan involucrados en la
proliferacion celular.

Las ERKs tienen diferentes tipos de substratos incluyendo proteinas
citoplasmicas como: la proteina SOS que es un factor intercambiador de
nucleétidos de guanina, la cinasa supresora de Ras Rsk, PHAS-1, la fosfolipasa
A2 (PLA2), y otras proteinas que al ser fosforiladas por ERK son translocadas al
nucleo como los factores de transcripcion Elk-1, Ets-2, C/EBP y SMADs.
(Kosako et al., 1992; Marshall, 1994; Mansour et al., 1994).

2.3.2 PI3K.

Otra proteina efectora de Ras es la fosfatidil inositol-3 cinasa (PI3K
Phosphatydilinositol 3-kinase). PI3K es una cinasa de lipidos que cataliza la
fosforilacion de fosfoinositidos en la posicion 3’del anillo de inositol en respuesta
a diferentes estimulos, mediados por receptores asociados a proteinas G. PI3K
estd compuesta de dos subunidades, la reguladora p85, de la cual se han
identificado 5 isoformas y la catalitica p110 también con 5 isoformas descritas,
con diferente especificidad por substrato. Dos de estas isoformas, p110a vy
p110b se unen a Ras-GTP. Esta interaccién da lugar a un aumento de la
actividad de PI3K, y consecuentemente al incremento en la concentracion de
inositol fosforilado en 3", como el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3
activa a Rac. Rac induce la produccion de fosfatidil 4,5-bifosfato (PIP2) por
activacion de las cinasas Pl4 y P15, (Vanhaesebroeck et al., 1997; Fruman et al.,
1998; Rodriguez-Viciana et al., 1996; Downward, 1998). Los substratos de PI3K
son PKB/Akt y la proteina ribosomal p70S6K, los que participan en el control
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transcripcional. La activaciéon de PKB genera sefales antiapoptéticas y la
regulacion de vias metabdlicas que llevan a la fosforilacion de GSK3 y otros
substratos. La activacion de PI3K es suficiente para inducir la transcripcion del
promotor de fos, la proteina Fos es un factor de transcripcién que se activa por la
via de las MAPK, pero se requiere de la activacién PI3K para la estimulacion de
la sintesis de ADN (Hu et al., 1995; Mcllroy et al., 1997; Toker y Cantley, 1997).

2.3.3 Ral-GDS.

La tercera proteina efectora de Ras es la proteina Ral-GDS. Ral es un miembro
de la superfamilia de proteinas G pequenas y consiste en RalA y RalB. Asi como
otras proteinas G pequefias, la forma inactiva de Ral esta unida a GDP y la
forma activa unida a GTP. La conversion de Ral unido a GDP a Ral unido a GTP
la realiza Ral-GDS, e inversamente la forma unida a GTP cambia a la unida a
GDP por RalGAP (Hinoi et al., 1996; Shirouzu et al., 1998).

Ral-GDS se une a Ras en respuesta a sefiales de estimulacion de
crecimiento. Rap1 regula la interaccion de Ras con Ral-GDS. Rap fue
identificado por revertir la transformacion oncogénica inducida por Ras.

La proteina cinasa A inhibe la activacién de Raf, pero no la interaccién entre Ras
y Ral-GDS. (Spaargaren y Bischoff, 1994).

Se conoce poco sobre la actividad de Ral-GDS, pero se sabe que inhibe
la miogenesis del esqueleto, lo que explica por ejemplo el hecho de que Ras
inhiba la diferenciaciéon de las células musculares independientemente de que
las células sigan proliferando. Ya que por un lado Ras activa a Raf que a través
de las MAPKs activa la proliferacion y por otro lado activa a Ral-GDS que
participa en la inhibicién de la diferenciacion (Ramocki et al, 1998).

2.4 Regulacion del ciclo celular y apoptosis por la via Ras/Raf/MEK/ERK.

Las vias de transduccién de sefales que involucran a Ras/Raf/MEK/ERK
regulan el ciclo celular y la apoptosis en diferentes tipos celulares. Mutaciones
en estas vias se han observado en lineas de células transformadas y
frecuentemente estan relacionadas con cancer. Estas vias pueden inducir tanto
eventos asociados con proliferacion, como con el arresto del ciclo celular. Estas
vias también estan involucradas en mantener la supervivencia celular por

modular la actividad de moléculas que participan en la apoptosis como Bad y
BC|2.

2.4.1 Efecto proliferativo y antiproliferativo de la via Ras/Raf/MEK/ERK.

Las proteinas Ras tienen diferentes habilidades para activar RaffMEK/ERK vy la
via PI3K/Akt. K-Ras activa preferentemente Raf/MEK/ERK y H-Ras activa la via
PI3K/Akt. En células tumorales es mas frecuente encontrar mutado K-Ras, lo
que sugiere que la via Raf/MEK/ERK es un blanco mas para la generacion de
tumores
El control del ciclo celular es un proceso complejo, controlado esencialmente por
las siguientes proteinas:

Las cinasas dependientes de ciclina (CDKs cyclin-dependent kinases) y
sus subunidades reguladoras, las ciclinas.
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Un grupo de proteinas inhibidoras de las CDKs, las CKls.

La familia Ras participa en el control del ciclo celular al regular a las proteinas
pRb, p53, ARF y Mdm2.

La regulacion de estas proteinas la hace en general por medio de su
proteina efectora Raf. Raf induce la expresion de CKis, de las familias INK4 o
Cip/Kip. La induccién de CKis da lugar a la inhibicion de CDKs, deteniendo a las
células en la fase G1 y/o G2.

2.4.2 Regulacion de pRb.

pRb es un supresor de tumores, evita que las células entren en la fase S del
ciclo celular. Ras influye en la actividad de las CDKs que fosforilan a pRb. La
fosforilacion de pRb promueve la actividad de los factores de transcripcion E2F
que se requieren para la expresion de genes que promueven la entrada en la
fase S.

2.4.3 Induccion de ARF y p53.

El mecanismo por el cual Ras induce p53 es a través de la via de las MAPK.

En esta via, como se menciond, Ras activa a la cinasa Raf. Raf fosforila y
activa a la cinasa ERK. ERK activa a ARF. ARF se une a Mdm2 y lo secuestra
en el nucleo, Mdm2 es un regulador negativo de p53. El secuestro de Mdm2
provoca la acumulacién de p53. p53 induce a los genes que codifican para
p21°P 14-3-3 6 y GADDA45. p21°" inhibe la actividad del complejo Ciclina/cdk2
y detiene el ciclo celular. La proteina 14-3-3c se une a Cdc2 manteniéndola en el
citoplasma, evitando su entrada al nucleo y la formacion del complejo
Cdc2/CiclinaB, y con ello el inicidé de la mitosis, y GADD45 induce senescencia,
(McMahon y Woods, 2001 y Wilkinson y Millar, 2000)

El mecanismo por el cual Ras induce la expresion de CKls en células
transformadas, es a través de la activacién de Raf que induce la expresion CKls,
de la familia de INK4 o Cip/Kip. La inhibicion de las CDKs lleva a la detencion de
las fases Gi y/o G del ciclo. Este hecho sugiere que en algunas células
neoplasicas, el control del ciclo celular esta en estado de dormancia, pero bajo
ciertas circunstancias puede ser activado. Aparentemente la habilidad de Ras
para provocar senescencia prematura se debe a un mecanismo de defensa
natural para evitar transformacién neoplasica (Nurse, 2000; Blagosklonny y
Pordee, 2001).

La figura 8 es un esquema de las diferentes fases del ciclo celular con
algunas proteinas que participan en su control.
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actores de crecimiento

Figura 8. Fases del ciclo celular. Cada fase se realiza en un tiempo determinado, aqui se presenta el
tiempo promedio de duracidn en células normales. También se muestran algunas de las proteinas que
participan en las diferentes fases y en los puntos de control (Wilkinson, 2000).

2.5 Proteinas 14-3-3.

A continuacion se describe a la familia de proteinas 14-3-3. Los miembros de
esta familia no son proteinas efectoras de Ras, pero algunas de ellas participan
en las vias mediadas por Ras y en el control del ciclo celular

Generalidades.

Las proteinas 14-3-3 se expresan en la mayoria de los tejidos, aunque en 1967
fueron identificados por primera vez dentro de un grupo de proteinas acidicas
de 30 KDa abundantes en el cerebro (Moore y Perez, 1967). El nhombre 14-3-3
corresponde a su posicién de migracién en una cromatografia de DEAE-celulosa
de las proteinas del cerebro con 30 KDa. Se determiné posteriormente por HPLC
que 14-3-3 es una mezcla de 7 isoformas a las que se les identifica con letras
griegas.

En el humano existen 7 isoformas, productos de 7 genes diferentes,
aunque se reportan 9 isotipos «, 3,3,¢,1,7,0,0,wyC,de los cuales ay d son
formas fosforiladas de B y 6 respectivamente.

Mas de 15 isoformas estan presentes en plantas y se han identificado dos
isoformas en levadura, en Drosophila melanogaster y en Caenorhabditis elegans
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(Rosenquist et al, 2001; Wang y Shakes, 1996). En la tabla 4 se resumen las
propiedades de las proteinas 14-3-3.

Tabla 4. Propiedades generales de las proteinas 14-3-3. R corresponde a arginina, S a serina, pS a serina
fosforilada, X a cualquier residuo de aminoacidos, P a prolina y T a treonina.

Propiedades fisicas Sitios de union Actividad
Proteinas acidicas Proteinas que se unen a pS/pT | Modula la actividad enzimatica
28-33 KDa Consenso: Modifica la localizacion

RSXpSXp
RXXXpSXP
No consenso
Estructura conservada Unién independiente de Previene la desfosforilacion
fosforilacién
Forma homo y Promueve la estabilidad protéica
heterodimeros
En mamiferos al menos 7 En algunos casos inhibe
isoformas, 15 en plantas y 2 interacciones proteicas y en otras
en Drosophila y C.elegans. media interacciones proteicas

Relacion entre la estructura y la funcion.

Las proteinas 14-3-3 forman homo y heterodimeros, lo que les permite
interactuar con una gran variedad de proteinas celulares. Se han reportado mas
de 50 proteinas de senalizaciébn que pueden unirse a 14-3-3; en la tabla 5 se
presentan algunas de ellas (Dougherty y Morrison, 2004). Las proteinas 14-3-3
se unen a residuos de fosfoserinas/fosfotreoninas; reconocen dos grupos de
secuencias RSXpSXP y RXXXpSXP, donde X es cualquier aminoacido, R
arginina, P prolina y pS serina fosforilada (Rittinger et al, 1999; Yaffe et al, 1997;
y Aitken, 2002). También se han encontrado algunas interacciones de las
proteinas 14-3-3 que no requieren de ningun residuo fosforilado, por ejemplo la
union a la exoenzima S, p190RhoGEF y al peptido inhibidor R18 (Henriksson,
2002; Masters et al 1999, Petosa et al, 1998; Wang et al 1999 y Zhain et al,
2001). Independientemente de que se requiera fosforilacion o no, la interaccion
se da en el mismo dominio de las proteinas 14-3-3 (Wang et al, 1999).

La primera funcion conocida de las proteinas 14-3-3 fue su relacion con
hidroxilasas de tirosina y triptofano, enzimas involucradas en la sintesis de
neurotransmisores. Posteriormente se describieron como proteinas chaperonas,
adaptadoras, localizadoras o translocadoras y como reguladoras de las vias de
transduccion de sefiales; en la tabla 5 se enlistan algunas proteinas que unen
las diferentes isoformas de la proteina 14-3-3.

La estructura de las proteinas 14-3-3 se presenta en la figura 9, como ejemplo
se presenta un heterodimero de las isoformas 6y y un homodimero de la
isoforma ¢, las flechas sefalan los sitios de union a peptidos con residuos de
fosfoserina. Cada monémero esta compuesto de un arreglo de 9 alfa hélices
antiparalelas organizadas en dos dominios estructurales (Rittinger et al, 1999).
La formacion de heterodimeros facilita la regulacién de proteinas con funciones
diferentes, ya que una isoforma puede unir a una proteina y la otra isoforma a
otra proteina (Praseuth et al, 1999).
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Tabla 5. En esta tabla se enlistan algunas proteinas que se unen a las diferentes isoformas de la proteina
14-3-3. Se presentan las secuencias de union y el efecto biolégico de la misma.

Ligando Actividad Secuencia Efecto después de la Referencia
unién
cRaf Cinasade Sy T RS™*TS™TP La mantiene en su McPherson el al, 1999
forma activa e inactiva
Raf1 CinasadeSyT RS*AS™'EP La mantiene en su Muslin et al, 1996;
forma activa e inactiva | Morrison y  Cutler,
1997
Bad Homélogo de Bcl2 RS”RS™AP La retiene en el Zha et al, 1996; Zha et
citoplasma e inhibe su | al, 1997
funcién proapoptotica
Antigeno mediano T Producto proteico del RSZTHS™YP Promueve tumores en | Cullere et al, 1998;
oncogene mta algunos tejidos Senften et al, 1997
ASK1 CinasadeSyT RS™IS™TLp Inhibe su funcién Zhang et al, 1999
proapoptotica
Cdc25C Fosfatasa de Y yT RS*™PST*MP La retiene en el Peng et al, 1997,
citoplasma y evita la Kumagai et al, 1998;
entrada en mitosis Yang et al, 1999;
Lépez-Girona et al,
1999
Receptor de [ receptor RS™TS™VP Regula su actividad Zilliacus et al, 2001;
glucocorticoides por relocalizacion del | Wakui et al, 1997
receptor rip 140
KSR1 CinasadeSyT RSZ'PS™Fp Favorece su Cacace et al, 1999;
interaccion con Rafy | Xing et al, 1997
la via de las MAPK
PLCy Fosfolipasa RS™ES™SP Regula su resistencia | Andoh et al, 1998
aluz UV
PI3K (p85) Cinasa RS®' PSP Permite la union de Munday et al, 2000
GP1bIX
PTPH1 Fosfatasa de Y RS™LS®VE Participa en su Zhang et al, 1997
RVDS**EP regulacién
WPK4 Cinasa RS™RS™YP Represién catabdlica | lkeda et al, 2000
Cbl Adaptadora RHS®PLPFS™ Formacion de Liu et al, 1997; Liu y
RLGS™*TFS%? complejos Altman 1998
Queratina 18 Componente de | RPVSS®AAS™ Distribucion subcelular | Ku et al, 1998
citoesqueleto
PKC u CinasadeSyT RRLS™NVS?LT Inhibe su actividad de | Hausser et al, 1999

IRTSS?"°AELS*®T

cinasa

Receptor de IGF1 Cinasade Y SVPLDPS™"A Posiblemente regula | Craparo et al, 1997;
S88'28gLP la diferencia entre la | Furianetto et al, 1997;
sefial por unién de Rivera et al, 2000
IGF o de IR
5-Fosfatasa p43 Fosfatasa RS™ES™EE Estimula su actividad | Waterman et al, 1998
de fosfatasa
p53 Factor de | KGQS*™TS*®RH Incrementa su unién a | Campbell et al, 1997
transcripcién ADN
IRS-1 Proteina de unién RSKS?°Qs Regulacién de Ogihara et al, 1997
HSRS*IP sensibilidad a insulina
KSVS™ AP
Lip35 Proteina asociada a|RS’RS’CR Permite su salida de | Kuwana et al, 1998
MHC RE
FKHRL1 Factor de | RS¥CTWP Lo retiene en el Brunet et al, 1999
transcripcion RAVS*MD citoplasma e inhibe su
funcién proapototica
Siob Proteina que une | RSNS™A| Modula su Zhou et al, 1999
canales de K* RS"AS™SE sensibilidad al voltaje

de sus canales de K*
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Figura 9. La imagen (A) corresponde al heterodimero de la proteina 14-3-3 isoformas 8 y £. La imagen (B)

corresponde al homodimero £; en ambos casos las flechas indican el sitio de unién a peptidos con residuos
de fosfoserina (Protein data bank ID acceso IQJB).

El papel de las proteinas 14-3-3 en la transduccion de seiales.

Las proteinas 14-3-3 participan en las vias de sefializacion al unirse a las
proteinas PKC, Raf1, Bad, Bax, KSR1, Rin1, Byr2, RGS3, RGS7 y p90Rsk.

Proteinas 14-3-3 y su relaciéon con PKC.

En este punto existe un conflicto, ya que hay grupos que presentan a las
proteinas 14-3-3 como regulador positivo y otros como regulador negativo de
PKC. Aparentemente la interaccion de las diferentes isoformas de 14-3-3 con
PKC da lugar a diferentes resultados. Algunas isoformas pueden unir lipidos o
unirse a la regiébn amino terminal de la membrana plasmatica, por lo que las
proteinas 14-3-3 en algunos casos median la interaccién de PKC con proteinas
de membrana. PKC fosforila a algunas isoformas de 14-3-3 (Van der Hoeven et
al, 2000; Tan et al, 1999; Hausser et al, 1999).

Proteinas 14-3-3 y su interaccion con Raf.

La cinasa Raf1 tiene un papel importante en la transduccion de senales
inducidas por factores de crecimiento. Después de la activacion de Ras, Ras
interactia directamente con Raf1 y lo relocaliza en la membrana plasmatica. La
activacion de Raf1 es un mecanismo que no se ha explicado completamente.
Raf se mantiene en su estado activo al unirse una proteina 14-3-3 a los residuos
de serina 259 y 621 fosforiladas. Se ha propuesto que la interaccion de las
proteinas 14-3-3 con Raf1 evita su desfosforilacion y en consecuencia prolonga
su activacion.

Las isoformas B y £ estan relacionadas con la regulacion de Raf. Se ha
demostrado que las proteinas 14-3-3 no se requieren para inducir la
dimerizacion de Raf. Posiblemente se requieren para mantener a Raf en su
forma inactiva en ausencia de Ras-GTP y estabilizar la conformacion activa de
Raf.

Ras-GTP desplaza a la proteina 14-3-3 del residuo de serina 259
fosforilada. En la Figura 10 se presenta un esquema general de la interaccion
entre las proteinas 14-3-3 y Raf1 (Weber et al, 2001; Zhang et al, 2000; Widen et
al, 2000; Yip-Schneider et al, 2000; Qiu et al, 2000; Hayne et al, 2000; Yuryev et
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al, 2000; MacNicol et al, 2000; Aoki et al, 2000; Van der Hoeven et al, 2000;
Improta-Brears et al, 1999).

¢

| 4-3-3
Raf inaeihve o

RAF

Figura 10. Modelo de interaccion y regulacién de la actividad de Raf1 por la proteina 14-3-3.
Proteinas 14-3-3 y su relacion con otras cinasas.

Las proteinas 14-3-3 se unen a diferentes proteinas involucradas en la
transduccién de sefales. MEKK1; ademas de participar en la via de las MAP
cinasas, es un sustrato de la caspasa 3 (proteina involucrada en la muerte
celular). Cuando MEKK1 esta anclada, el dominio C terminal se relaciona con las
proteinas 14-3-3; eso cambia la distribucion de MEKK1 en la célula. EI dominio
de cinasa libre es proapototico, sin embargo si 14-3-3 esta unida, pierde esa
propiedad. Las proteinas 14-3-3 funcionan en parte como localizador especifico
de MEKK1 en la célula y cuando esta interaccion es destruida con la union de la
caspasa 3 a MEKK1, ocurre la redistribucién que puede alterar la funcién de la
cinasa (Fanger et al, 1998).

Proteinas 14-3-3, su relacion con Bad y la muerte celular.

La apoptosis es un proceso de muerte celular que juega un papel critico en el
desarrollo de la patofisiologia de una variedad de enfermedades incluyendo el
cancer. Un componente importante en regulacion de este proceso es la familia
de proteinas pro- y antiapoptoticas Bcl,. Las proteinas 14-3-3 interactuan con un
miembro de esta familia, la proteina Bad. Bad puede dimerizarse con otros
miembros de la familia, es un mediador de la muerte celular y sus niveles son
dinamicamente regulados por estimulos apoptéticos; su expresion forzada lleva
a la inhibicién de la poblacién celular. Bad causa muerte celular por unirse e
inhibir la acciéon antiapoptotica de Bcl-X, y Bcl,. Las proteinas 14-3-3 evitan la
interaccién entre Bad y Bcl, o Bel-X.. Al unirse las proteinas 14-3-3 a Bad, la
ultima se mantiene en el citoplasma, lo que evita que se acerque a la membrana
mitocondrial y se una a Bcl,/BclX,, de tal manera que es incapaz de inducir
apoptosis. En la figura 11 se presenta un esquema de esta interaccidén
(Korsmeyer, 1999).
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Citosol Citosol

14-3-3 14-3-3 P { Bad

AKT/PKB
Bel,/ BelX, PKA Bcly/ BelX,
Mitocondria <
Calcineurina
(Fosfatasa)

Inicia muerte celular

La célula sobrevive

Figura 11. En este dibujo se representa como la proteina 14-3-3 secuestra a BAD en el citosol y evita su
acceso a la mitocondria, y su unién a Bcly; y BelX,. La calceneurina puede revertir este proceso y causar
muerte celular, ya que desfosforila a BAD y evita su unién con 14-3-3.

Las proteinas 14-3-3, su relacion con p53 y el control del ciclo celular.

Diferentes proteinas participan en el control de la transicién de una fase del ciclo
celular a otra.

Las proteinas p21 y 14-3-3c son productos de algunos de los genes
inducidos por p53 que es un regulador del ciclo celular.

Cdc25 es un regulador del ciclo celular, desfosforila y activa a la proteina
cinasa Cdc2 para dar inicié a la mitosis. La inhibicién de la desfosforilacion de
Cdc2 es clave para detener la entrada a mitosis en respuesta a dafno al ADN.
CDC25 al estar fosforilada y unida a 14-3-36 se encuentra en su forma inactiva.
Cdc2 activo forma un complejo con la ciclina B, entra y se acumula en el nucleo,
lo que inicia la mitosis. La proteina 14-3-3c juega un papel importante en la
localizacion de Cdc2. Después de que hay dafio al ADN, la proteina 14-3-3c se
incrementa considerablemente por su induccién por p53. La proteina 14-3-3c se
une a Cdc2 fosforilada, manteniéndola en el citoplasma, evitando su entrada al
nuacleo y la formaciéon del complejo Cdc2/CiclinaB, y con ello el inicio de la
mitosis. En la figura 12 se encuentra un dibujo que representa estas

interacciones (Chan et al, 1999 y 2000; Laronga et al, 2000; Hermeking et al,
1997).
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Citosol Citosol

14-3-30 14-3-36 P @

Se detiene en G,

Inicia la Mitosis

Figura 12. En este dibujo se representa como 14-3-3c secuestra a Cdc2 en citosol, evita su entrada a
nucleo y desfosforilacion por Cdc25. Al no entrar Cdc2 al ndcleo no se da él inici6é de la mitosis.

Regulacion de las proteinas 14-3-3 por fosfatasas.

Las fosfatasas desfosforilan los sitios de union de las proteinas 14-3-3,
regulando asi su actividad. La fosfatasa PP2A desfosforila al residuo de serina
112 de BAD (14-3-3 requiere para su union que estén fosforilados los residuos
112 y 136). Desfosforila al residuo de serina 259 de Raf (14-3-3 requiere que
esten fosforilados los residuos 259 y 621). Desfosforila al residuo de serina 392
de KSR (14-3-3 requiere que estén fosforilados los residuos 297 y 392). La
fosfatasa PP1 desfosforila al residuo de serina 216 de CDC25C y al residuo de
serina 1394 de Ron, en ambos casos se requiere de esta fosforilacion para la
union de 14-3-3 (Janssens y Goris, 2001; Cohen, 2002).
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Il OLIGONUCLEOTIDOS QUE FORMAN UNA TRIPLE HELICE (TRIPLEX).

En 1968 se observd el potencial biolégico de los oligonucleétidos que forman
una triple hélice (triplex), al encontrar en experimentos in vitro que la
transcripcion mediada por la ARN polimerasa de Escherichia coli era inhibida por
una tercera hebra de ARN, (Morgan y Wells, 1968).

En 1974 se propuso el uso de oligonucleétidos con fines terapéuticos, ya
que al ser necesario probar un promedio de 10,000 compuestos para identificar
Lna nueva sustancia biolégicamente activa, se vio la necesidad de disenar
farmacos de una manera racional con varios propésitos y con la ventaja de ser
especificos por estar dirigidos a acidos nucleicos, (Arnott y Selsing 1974).

1. Oligonucleétidos terapéuticos.

Existen tres diferentes estrategias para la regulacion genética mediante el uso
de oligonucleétidos.

Los oligonucleétidos antisentido, dirigidos a ARN mensajero, los
oligonucleoétidos formadores de triplex o estrategias antigen, dirigidos a una
secuencia de ADN de doble cadena y las ribozimas (endoribonucleasa de
secuencia especifica) o fragmentos de ARN cataliticos, dirigidos a un ARN
mensajero blanco. Tanto el antisentido como las ribozimas se basan en la
formacion de puentes de hidrogeno Watson-Crick entre un blanco especifico de
ARN vy el oligonucleétido o la ribozima, figura 13.

Proteina

Ribozoma, . RNA

Oligonucledtidos
que forman triplex

Figura 13. Oligonucleétidos terapéuticos. Los oligonucleétidos antisentido y las ribozimas estan dirigidos al
mRNA, los oligonucleétidos que forman triplex estan dirigidos al DNA de doble cadena.

La inhibicion de la expresion de un gen de manera especifica en celulas en
cultivo empleando oligonucleétidos que forman una triple cadena con fines
terapéuticos fue reportada por primera vez por Zamecnik y Stephenson, 1978.
Los oligonucledtidos que forman una triple hélice, presentan varias
ventajas con respecto a los oligonucleétidos antisentido o a las ribozimas que se
dirigen al ARN mensajero (mMARN), ya que los TFO estan dirigidos al gen, del
cual solamente hay dos copias (dos alelos) mientras que puede haber miles de
copias de un mARN. Por lo que en teoria se requiere una menor concentracion
de oligonucleoétidos para bloquear la expresion de un gen especifico en la ceélula.
Al bloquear la traduccion del mARN o incluso induciendo una modificacion
secuencia-especifica de la cadena del ARN, no se evita que el gen
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correspondiente sea transcrito, de tal modo que se puede incrementar el mARN
a modificar o inhibir. En contraste, se espera que la prevencion de la
transcripcion del gen disminuya la concentracion del mMARN de una manera mas
eficiente y mas duradera, dependiendo del tiempo que dure el antigen unido a su
secuencia blanco. Por estas razones seleccionamos a este tipo de
oligonucledétidos terapéuticos para inhibir a la proteina blanco propuesta por
nuestro modelo computacional.

Para el caso de los oligonucleétidos que forman una triple hélice
inicialmente se emplearon oligonuclebtidos con uniones fosfodiester para inhibir
la expresion de genes. Sin embargo, aparecieron varios problemas como:

1. Rapida degradacién por nucleasas celulares.

2. Transporte de los oligonuclettidos dentro de las células y compartimientos
celulares.

3. La direccion de los oligonucleotidos al tipo celular apropiado dentro del
organismo vivo y la seleccion de sitios de reconocimiento apropiados como
blanco.

Para resolver estos problemas se inicio el empleo de analogos de ADN que

tienen las uniones fbsforo internucleétido modificadas lo que les da una

resistencia a las nucleasas celulares mientras mantienen su especificidad. La

sensibilidad del oligonucleétido a nucleasas, disminuye también al emplear 2'-

metil citosina (Leitner el al, 2000; Wang y Kool, 1995; Beban y Miller, 2000;

Torigoe et al, 1999; Ushijima et al, 1999) figura 14.

NH,

ﬁ“
2 -Metoxicitosina N/K

NH o

-
Figura 14. Modificaciones que pueden evitar la accién de nucleasas. Fosforotioato y 2"-metoxicitosina, las
nucleasa reconocen enlaces fosfodiester.

La entrada hasta el nlcleo se facilita con policationes, ligandos
hidrofébicos o acarreadores, liposomas, lipoproteinas o nanoesferas, como los
agentes transfectantes. Unicamente el ADN B, pero no el A o el Z, al mezclarse
con vesiculas de lipidos cationicos forma de manera espontanea complejos (CL-
ADN), los cuales se intercalan de paraleleamente a la bicapa lipidica de las
membranas. La carga positiva neta del CL-ADN es atraida por la carga negativa
de la membrana plasmatica, lo que favorece su entrada a la célula, figura 15.
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Bicapalipidicp A8

lipidica

Figura 15. Complejo Lipido catiénico-ADN, (CL-ADN). A) Modelo de una serie de bicapas lipidicas y
complejos CL-ADN. B) Micrografia electronica de bicapa lipidica y complejo CL-ADN,
http://iww.cmm.upenn.edu/research/cdna.html.

Los oligonucleotidos pueden ser empleados como inhibidores de genes
especificos, para investigar su funcién y regulacion. Un oligonucleétido se puede
utilizar también como trampa para atrapar proteinas que se unen a ADN,
evitando que se asocien a su blanco normal y como agentes terapéuticos para
modular de manera selectiva la expresidén de genes.

Los oligonucleétidos que forman una triple hélice, pueden reconocer ADN
de doble cadena en secuencias especificas formando enlaces tipo Hoogsteen o
Hoogsteen-inversa, este tipo de unién se da al unirse con una de las hebras de
la doble hélice una tercera hebra para dar lugar a una triple hélice.

La formacion de una triple hélice se da cuando las bases de pirimidina o
de purina se unen al surco mayor de la doble hélice de ADN por medio de
uniones tipo Hoogsteen con las purinas de la doble cadena Watson-Crick. El
ADN de triple cadena se puede categorizar en dos tipos, figura 16:

1. Triplex-formados intermolecularmente entre los oligonuclebtidos que forman
triplex (TFOs) y las secuencias blanco de ADN de doble cadena.

2. Triplex-formados intramolecularmente en las regiones de homopurina/
homopirimidina de ADN superenrrollado, que son los elementos principales
de ADN H, una de las estructuras inusuales del ADN.
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Figura 16. Triple hélice. A) Triplex formado entre dos moléculas de DNA de doble cadena y oligonuciettido
formador de triplex. B) Triplex formado intramolecularmente.

Para describir un triplex se emplea una notacion de tres letras: la primera letra
corresponde a la base de la hebra rica en pirimidinas (Py) del duplex, la segunda
letra corresponde a la base complementaria en la hebra rica en purinas (Pu) del
duplex, y la tercera letra (generalmente después de un asterisco) denota la base
correspondiente al oligonucle6tido que forma el triplex (TFO), figura 17. El
numero de nucledtidos es descrito generalmente por subindices, por ejemplo
T10A10"T1o.

Los TFO se categorizan dependiendo de su composicién pirimidina o
purina y su orientacién con respecto al ADN de doble cadena. Por ejemplo, para
un TFO de polipirimidinas unido de forma paralela a la hebra de purinas de ADN
mediante uniones tipo Hoogsteen. Hay dos posibilidades canonicas (PyPu*Py):
TA*T y CG*C. El triplex CG*C requiere que la citosina este protonada (C"), lo
que generalmente se logra a bajo pH, figura 17.

Para un TFO que se une antiparalelamente a la hebra rica en purinas de
ADN mediante uniones tipo Hoogsteen inversa hay tres posibilidades canonicas
(PyPu*Pu): TA*A, CG*G, y TA*T (T aparece aqui como excepcion porque es una
Py), figura 18.

La formacion de Triplex es altamente especifica; por ejemplo, 16
pirimidinas continuas reconocen y se unen unicamente a sus 16 bases
complementarias en ADN gendmico de 3 x 10° bases (Strobel et al., 1991).

Las polipurinas y las polipirimidinas, se estabilizan en ciertas condiciones
quimicas, tales como pH (C+G*C) y la concentracion de los cationes divalentes
(Mg2+, Ca2+y Zn2+).
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INTRODUCCION

A . . Oligonuclettido que forma triplex
5 »3 rico en pirimidinas
5 o p» 3 Hebra de DNA rica en purinas
L L T T T T T T T 17 ) , o
3 5" Hebra de DNA rica en pirimidinas

B . Oligonucledtido que forma triplex

STCTTCTTTCC3 : : AU
ok ok ok kKA rico en rico en pirimidinas

STCTCAGAAGAAAGGTTC T3 Hebra de DNA rica en purinas
T T T s Y I O A
3JAGAGTCTTCTTTCCAAG A5 Hebra de DNA rica en pirimidinas

Uniones
Watson-Crick Uniones

4 /_g_ﬂ Watson Cri“@
g »:3 //o “*g\\
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Figura 17. Oligonucleétidos que forman triplex, ricos en pirimidinas. A) Uniones de un TFO en orientacion
paralela a una hebra de polipurinas de DNA. Las flechas indican la orientacion de la cadena B) Un ejemplo
de oligonucleétidos que forman triplex. C) Dos triplex canénicos CG*C y TA*T.

36



INTRODUCCION

A . . Oligonucleétido que forma triplex
5 »3 rico en purinas
b e % % K K Kk * * . .
5 ) S S e e e T o 3" Hebra de DNA rica en purinas
3 < 5" Hebra de DNA rica en pirimidinas
B Oligonucleétido que forma triplex
5S5STGAAGTAAGGY ; ; ,
fk % % R KRR rico en rico en purinas
STCTCAGAAGAAAGGTTCT3 Hebra de DNA rica en purinas
trrrrererr v rrr il
3JAGAGTCTTCTTTCCAAGAS Hebra de DNA rica en pirimidinas
Cc A
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Watson-Crick

Unlones V4
Hoogsteen LV EA
N—
ot CG*G
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Uniones )
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Figura 18. Oligonuclettidos que forman triplex, ricos en purinas. A) Uniones de un TFO en orientacion
paralela a una hebra de polipurinas de DNA. Las flechas indican la orientacion de la cadena B) Un ejemplo
de oligonucleétidos que forman triplex. C) Tres triplex canénicos *GGC, *AAT y *TAT.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Crear modelos computacionales de las vias de sefalizacion intracelular en las
que participa Ras, que faciliten la identificacién de blancos terapéuticos y
observar experimentalmente el efecto de su inhibicibn empleando
oligonucleétidos que forman una triple hélice.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Modelar las vias de sefalizacién intracelular en las que participa Ras, con
diferentes técnicas computacionales, que faciliten la identificacion de blancos
terapeuticos.

b) Emplear oligonucleétidos que formen triple helice para inhibir a alguno de los
blancos propuestos.

38



MATERIAL Y METODOS

lil.I Disefio de oligonucleétidos que forman una triple hélice.

Los oligonucleétidos fueron disefiados a partir de la secuencia promotora del

gen que codifica para la proteina 14-3-3 ¢ y del gen que codifica para la proteina

14-3-3 n; como control se usaron ambos genes de humano.

Se empleo el software Matinspector Public (http://www.generegulation.com) para

realizar la busqueda de probables sitios de unién de factores de transcripcion

dentro de la region promotora, asi como de las cajas TATA y CAAT. La
busqueda se basdé en la biblioteca Transfac 5.0. La determinacién de
especificidad celular de los factores de transcripcién resultantes se corroboré
con la base de datos de TFACTOR (http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tffactor).

Aungque no se tiene aun un protocolo especifico para determinar la
secuencia y las modificaciones de las bases del TFO para dar lugar a un triplex
estable, existen varios puntos que se deben cumplir:

1. Los oligonucleotidos de polipurina deben contener 65% o mas de guanina
para estabilizar el triplex. Una cadena de polipirimidinas rica en citosina
desestabiliza el triplex (Chan y Glazer, 1997). Aunque en condiciones
fisiolégicas se requiere la protonacién de las citosinas en la triple cadena, a
pH entre 7.0y 7.5, el triplex G*GC es estable, por lo que se puede prescindir
de la C (Sun 1991, Medhi 2002).

2. La longitud del oligonucleotido que forma triplex, debe ser entre 10 y 40
nucleétidos para disminuir la posibilidad de que la misma secuencia se
encuentre en otro gen que no se quiere inhibir, cuanto mas larga es la region,
mayor posibilidad de formar el triplex correspondiente (Potaman, 2003).

3. Se sugiere que un oligonucleétido de polipurinas por lo menos debe contener
entre 12 y 14 purinas ininterrumpidas para obtener un triplex estable (Chan y
Glazer, 1997).

4. Una discontinuidad en una region de polipurinas es suficiente para causar
una union deficiente del triplex, (Potaman, 2003). Sin embargo se
recomienda utilizar zonas alternadas de Polipurinas y Polipirimidinas. Para
formar el triplex estable, la longitud de las porciones de Pirimidinas y de
Purinas en un 5°-Pu-Py-3° debe ser por lo menos 4 bases (Frank-
Kamenetskii y Mirkin 1995).

5. La inversion de algunas bases da una mayor estabilidad. Hasta la fecha, se
han identificado las combinaciones siguientes para una inversion de CG,
GC*C, GC*T y GC*T, (Horne y Dervan, 1991). Para una inversion de TA,
AT*G (Gowers y Fox, 1999).

6. Para la mejor inhibiciéon de un gen se recomienda que el TFO este dirigido a
la regién promotora para bloquear la unién de los factores de la transcripcion
(Chan y Glazer, 1997). En la cercania de la region promotora se han
observado secuencias de polipurinas y polipirimidinas, siendo estos sitios de
alta afinidad para formar triplex que podrian tener un papel importante en la
regulacion de la expresidon genética. Si se colocan secuencias de
polipurinas/polipirimidinas en un gen reportero, y se adiciona un TFO, no se
inhibe la expresion del gen; pero si se colocan antes del gen reportero se
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reduce la expresion. Por lo tanto esta estrategia funciona como un regulador
transcripcional en cis (Hobbs y Yoon, 1994).
7. En nuestro caso las citocinas fueron sustituidas por 2-metoxi-citosinas, para
estabilizar el triplex e inhibir la accion de nucleasas (Leitner et al, 2000; Wang
y Kool, 1995; Beban y Miher, 2000; Torigoe et al, 1999; Ushijima et al, 1999).
En base a los puntos mencionados se disefiaron los oligonucleétidos que se
presentan en la tabla 6.
Se comprobé que los oligonucleétidos resultantes no formaran estructuras
secundarias estables u homodimeros estables entre si, empleando el programa
Oligo Tech. http://www.oligosetc.com.

Tabla 6. Oligonuclecotidos que forman triplex disefiados para inhibir la transcripciéon del gen que codifica
para la proteina 14-3-3 5. Como control el oligonucleétido disefiado para inhibir la transcripcion de! gen que
codifica para la proteina 14-3-3 n.

Nombre | Dirigido a: oligonucleédtido

MCG-1 14-3-3 ¢ 5'AGGGCAGGGGAGAGGGG3’
MCG-2 14-3-3 ¢ 5'GGAGCAGGGGCUAGGG3’
MCG-3 14-3-3 ¢ 5'GGCTGAGAAGAGAACAGG3’
MCG-4 14-3-3¢ 5" GGACAAGAGAAGAGTCGG3’
MCG-5 14-3-3 n 5" TGGGCUGGGAGAGUGGC3’

GOGAAACTGAGETCTGAGGLALAGGAGGGG 3"

ismumcs .

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28
5 GGG MAA CYG MGG TCT GAG GGA 346 GAG GGG 3”7
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Figura 19 .Visualizacion en pantalla del resultado que ofrece el programa OligoTech. Este programa indica
si el oligonucleétido forma estructuras secundarias estables u homodimeros estables.
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Figura 20. La imagen es una representacion grafica de un triplex. La imagen fué obtenida empleando el
programa Insight de Biosym, en la Direccion general de computo académico de la UNAM.

Los oligonucleétidos fueron sintetizados en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Los oligonucleétidos quiméricos con
fluoresceina fueron sintetizados por la compaiiia “Oligos etc”.

Los oligonucleétidos fueron cuantificados espectrofotométricamente determinan-
do su absorbancia a 260 nm.

ll.Il Formacidn de triplex in vitro.

Para determinar si los oligonucleotidos disefiados y sintetizados forman una
triple cadena in vitro es necesario obtener una doble cadena de la secuencia
blanco.

1. Formacion de ADN de doble cadena (duplex) in vitro

Se mezclaron 30 nmoles de cada oligonucleétido complementario de cadena
sencilla en un volumen final de 200 ul en una solucion compuesta por 50 mM
Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl.. La mezcla se incub6 durante 10 min
a 90 °C, seguidos de 30 min a 60 °C, de 2 h a 37 °C y de 12 h a temperatura
ambiente, las incubaciones se realizaron en bloques térmicos de Fisher
Scientific (Catapano et al., 2000).
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2. Formacién de triplex in vitro.

Se incubaron 10 nmoles de ADN de doble cadena con 10 nmoles del
oligonucleotido que forma la triple cadena, en un volumen final de 50 ul a una
concentracion final de 200 uM, en una solucién que contiene 50 mM Tris-HCI pH
7.4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl,, toda la noche a 37 °C, en un bloque térmico
Fisher Scientific (Catapano et al., 2000).

Con el fin de comprobar experimentalmente la formacién de una triple cadena in
vitro, se hicieron los siguientes experimentos.

3. Desnaturalizacién Térmica.

Los experimentos de desnaturalizacién térmica se efectuaron empleando un
espectrofotdmetro Hewlett Packard 8453, 845 UV-Visible con un sistema Peltier
que permite el cambio de temperatura en la celda que contiene la muestra.

Se determind el cambio en absorbancia a 260nm, incrementando la
temperatura a una velocidad de 0.5 °C/min desde 10 °C hasta 90 °C. Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta antes de iniciar el
experimento. Se colocaron en una concentracion final de 2.0 uM de ADN de
cadena doble o triple en 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 5§ mM MgCl,, en
celdas de cuarzo de 0.5 cm, con tapa de teflon, para evitar la evaporacién de la
muestra (Alunni-Fabbroni et al., 1996).

4. Dicroismo Circular.

Los experimentos se efectuaron en un espectrofotometro para dicroismo circular
Aviv modelo 62DS, haciendo un barrido de 200 a 320 nm, empleando 2.0 uM de
ADN de cadena sencilla, doble o triple en 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 mM NaCl,
5 mM MgCl,, en una celda de cuarzo de paso 6ptico de 0.1 (capacidad maxima
200 ul), a 37 °C. Se empleé como blanco el mismo amortiguador (Alunni-
Fabbroni et al., 1996).

5. Movilidad en gel.

La electroforesis se realiz6 en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
nativas en amortiguador 50 mM tris-boratos pH 8.0, 5 mM MgCl,. A 20 ug de
ADN de cadena sencilla, doble o triple se les adicion6 5 pul de Ficoll 400 al 15% y
azul de bromo fenol y se llevé a un volumen final de 35 ul con amortiguador 50
mM tris-glicina pH 8.3. Cada muestra se colocé en un pozo diferente. La
electroforesis se corri6 a 50 V a temperatura ambiente. Cuando el colorante
llegé al borde del gel, se detuvo la electroforesis y el gel se coloc6 dentro de una
solucién de bromuro de etidio al 1%, durante 2 h, pasado este tiempo se lavo
durante 2 h con agua destilada y se observé la fluorescencia en un
transiluminador; la imagen se obtuvo empleado una camara digital Sony MVC-
FD75 Mavica (Catapano et al., 2000).
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lILIII Experimentos en lineas celulares.

Para determinar el efecto biolégico del oligonucleétido disefiado, se realizaron
experimentos en lineas celulares en cultivo.

Lineas celulares empleadas en este trabajo

Linea celular | Origen Condiciones de cultivo

NIH 3T3 Fibroblastos de ratén Se crecieron en medio de cultivo
Linea celular empleada para D-MEM (Dulbecco’'s Modified
verificar que ni el oligonucledtido, Eagle’s medium) adicionado con
ni el método de transfeccion 10% de suero fetal bovino y los
como tales son toxicos para las siguientes antibioticos y
células. antimicéticos penicilina G, sulfato

de estreptomicina, anfotericina B,
y se incubaron a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO2 en una
incubadora Forma Scientific.

MCF-7 Céancer humano de mama Se crecieron en medio de cultivo
Linea empleada en los RPMI-1640 (Roswell Park
experimentos para determinar el Memorial Institute) adicionado
efecto biolégico del con 5% de suero fetal bovino y
oligonucleétido. 5% de suero de temera y los

siguientes antibiéticos y

antimicoticos penicilina G, sulfato
de estreptomicina, anfotericina B,
y se incubaron a 37 °C en una
atmosfera con 5% de CO; en una
incubadora Forma Scientific.

Condiciones de cultivo de las células y tratamiento con adriamicina.

Se sembraron 2 x 10 ° células/ml 24 h antes de cualquier experimento y después
se centrifugaban a 1,000 rpom durante 10 min, se resuspendieron en PBS
(phosphate buffered saline solution,Fosfato de Sodio 10mM pH 7.4 y 0.9% de
Cloruro de sodio); a 50 ul de la suspensién celular se les adicioné el colorante
vital azul de tripano al 0.4%; se contaron en una camara de Neubauer y se
diluyeron con medio fresco a la concentracién requerida.

Es necesario causar dafio al ADN para activar la transcripcion del factor
transcripcional p53, el cual activa la transcripcion de la proteina 14-3-3c. Para
causar dano al ADN empleamos adriamicina que se intercala en el zurco mayor
de ADN de doble cadena e inhibe a la Topoisomerasa Il (Tewey et al., 1984,
Gelvan and Samuni, 1986; Bodley et al., 1989; Tarr y Helden, 1990).

Para determinar la concentracién necesaria de adriamicina, asi como el
tiempo de incubacién, para observar disminucién en el crecimiento celular sin
causar la muerte de la totalidad de la poblacion, se procedié de la siguiente
manera.

Se sembraron 5 x 10* células/ml en placas de 96 pozos y se incubaron
empleando 0, 0.5, 1, 5, 10 y 15 uM como concentracion final de adriamicina, y se
incubaron a 37 °C, las células se fijaron con formaldehido al 4% después de
incubar con las diferentes concentraciones de adriamicina a las 0, 1, 2, 4, 8, 12,
24 y 32 h. Una vez que todas las células se fijaron dentro de los pozos se les
adicion6 una solucién de cristal violeta al 0.5% en agua, en esta solucidon se
mantuvieron durante 20 min, pasado este tiempo se lavé con agua abundante.
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Las celulas tenidas se resuspendieron en acido aceético al 10%, posteriormente
se determind la absorbancia a 600 nm.

1. Efecto del oligonucleétido MCG3 sobre el crecimiento de la linea celular
MCF7.

Para determinar si el oligonucleétido MCG 3 tenia algun efecto en el crecimiento
celular, se sembraron 5 x 10* células/ml en placas de 96 pozos y se incubaron
empleando 0, 0.25, 0.5, 1, 2.5 y 5 ug de oligonucleétido por mi de medio de
cultivo. Antes de adicionar el oligonucleétido, éste se mezclé con el agente
transfectante Metafectene (Biontex Laboratories GmbH) en una proporcion 1/5,
en 100 pl de medio de cultivo libre de suero y antibiético durante 15 min a
temperatura ambiente; pasado este tiempo se realizaron las diluciones
necesarias para obtener las diferentes concentraciones y en cada pozo se
colocaron 100 ul de la dilucién correspondiente, se incubaron a 37 °C, 6 h
despues de haber adicionado la mezcla de transfeccién (oligonucleétido/
Metafectene), se le adicion6 a cada pozo 100 ul de medio con antibiético,10% de
suero de ternera y 10% de suero fetal bovino. La concentracion de
oligonucleoétido se calculé considerando 200 ul de medio de cultivo. Después de
48 h de la adicion de la mezcla de transfeccién se le agregd adriamicina a una
concentracion final de 5 uM y se incubaron a 37 °C, las células se fijaron con
formaldehido al 4% después de incubar con las diferentes concentraciones de
oligonucleétido alas 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16 y 24 h. Una vez que todas las células se
fijaron dentro de los pozos, se les adicioné una solucion de cristal violeta al 0.5%
en agua, en esta solucién se mantuvieron durante 20 min, pasado este tiempo
se lavo con agua abundante. Las células tenidas se resuspendieron en acido
acético al 10%. Posteriormente se determiné la absorbancia.

El Metafectane permite la entrada del ADN a las células, ya que lo
condensa en estructuras compactas, evita la destruccion osmotica y
desestabiliza los lipidos de la membrana mediante fuerzas electrostaticas
repulsivas.

El mismo tipo de experimento se realizd empleando a la linea
inmortalizada de fibroblastos de raton NIH 3T3, con el fin de determinar si el
método de transfeccion o el oligonucleétido eran téxicos para la célula. Se
empled esta linea celular porque el oligonucleétido fue disefiado contra la
proteina 14-3-3 ¢ de humano y no de raton.

2. Citometria de flujo.

Para citometria de flujo se sembraron 2 x 10° células /ml en cajas con 6 pozos y
se les adicioné 1ml de medio de cultivo libre de suero y antibidtico, Metafectene
2.5 pl/ml de medio de cultivo y oligonucleétido 1ug/ ml de medio de cultivo.

La concentracion final se calculé considerando un volumen final de 2 ml.

Las células con las diferentes soluciones, se incubaron a 37 °C durante
seis horas. Pasado este tiempo se les adicion6 1ml de medio de cultivo con 10%
de suero de ternera y 10% de suero fetal bovino.

Después de 48 h a una serie se adiciond y a otra no, adriamicina en una
concentracion final de 5 uM y se incub6 8, 12 0 24 h.
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Pasados los tiempos de incubacién las células se lavaron durante un
minuto con PBS y se despegaron de los pozos empleando 1 ml de tripsina/EDTA
al 0.025 en PBS durante un minuto o hasta observar que todas las células
estaban despegadas. La actividad de esta proteasa se detuvo agregando 1 mi
de medio de cultivo con 10 % de suero. Las células se resuspendieron
delicadamente y se transfirieron a un tubo para centrifuga de 15 ml, se
centrifugaron a 1,000 rpm durante 5 min a 4 °C. La pastilla de células se lavo 2
veces con PBS, centrifugando a 1,000 rpm durante 5 min a 4 °C.

Después del segundo lavado, a la pastilla se le agregé 1ml de etanol al
70% para fijar las células, se mezclaron en vortex durante un minuto, y
nuevamente se centrifugaron a 1,000 rpm durante 5min a 4 °C.

Finalmente se resuspendieron en 200ul de una solucion de 0.5 mg/ml de
yoduro de propidio en PBS con 0.1% de azida de sodio, pH 7.4, la suspension
se diluy6é con 800 pl de PBS, se mantuvieron a 4 °C, hasta su analisis en un
citbmetro de flujo FACSCalibur de Becton Dickinson.

3. Hibridacién tipo western.

Se sembraron 5 x 10* células/ml en cajas de 30 mm y se les adicion6 1 ml de
mezcla de transfeccion previamente incubada a temperatura ambiente, la
mezcla contenia 1ug de oligonucleétido/ml de medio de cultivo y 2.5 ul de
Metafectene/ml de medio de cultivo. EI medio de cultivo no contenia suero y €l
calculo se hizo considerando un volumen final de 3 ml de medio de cultivo. Las
células se incubaron durante 6 h, pasado este tiempo se les adicion6 medio de
cultivo con 20% de suero. Después de 48 h se les adicion6 adriamicina en una
concentracion final de 5 uM y se incubaron durante 8, 12, 16 y 24 h. De manera
paralela, como control, se incubé otro grupo de cajas en las mismas
condiciones, sin adicionarles oligonucleétido. Pasado el tiempo de incubacion las
células se colocaron en una cama de hielo, se les eliminé el medio de cultivo y
se lavaron 2 veces con PBS, el cual se succioné empleando una bomba de
vacié casi hasta sequedad. Posteriormente se les adicionaron 300 pl de una
solucién de lisis que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8, 120 mM NaCl, 0.5% Nonidet
P-40, 100 mM NaF y 200 mM NaVOj; e inhibidores de proteasas: 10 ug/ml de
leupeptina, 70 Ul/ml de aprotinina y 0.58 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo
(PMSF). Se incubaron en hielo durante 5 min. Pasado este tiempo y empleando
un raspador se colecté todo el lisado y se transfiri6 a un tubo para
microcentrifuga.

La mezcla se centrifugb a 4 °C durante 15 min a 12 000 rpm en una
microcentrifuga. El sobrenadante se transfirié a otro tubo para microcentrifuga y
se mantuvo a —20 °C hasta su uso.

Las proteinas contenidas en el sobrenadante se cuantificaron por el
método de Bradford, empleando albimina sérica bovina para la curva patrén de
proteinas y extrapolando las absorbancias obtenidas.

Alrededor de 100 ug de proteina de cada muestra se corrié en un gel de
acrilamida al 12.5 %, a 40 mV durante 4 h o hasta que el frente del colorante se
encontrara en el borde del gel. Se transfiri® a una membrana de celulosa y se
hibridé con un anticuerpo policlonal especifico para la proteina 14-3-3c (Santa

45



MATERIAL Y METODOS

Cruz Biothecnology, Inc.), posteriormente se adicioné reactivo para
quimiolumiscencia de Pierce y se expuso a placas radiograficas Kodak.

Una parte del gel que contenia a otras proteinas y que no se transfirié, se
tind con azul de Coomasie, con el fin de determinar que la cantidad de proteina
fue la misma en cada carril. Las proteinas en el gel se fijaron con una solucién
de isopropanol al 25 % y acido acético al 10 % en agua, a continuacion se
adicion6 una solucién de azul de Coomasie y finalmente se eliminé el exceso de
colorante con una solucién para destefiir con metanol al 5 % y acido acético al 7
% en agua. Todos los reactivos empleados en este trabajo fueron obtenidos de
Sigma Chemical Products.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Por la naturaleza de este trabajo que incluye el desarrollo de modelos
computacionales para modelar las vias de sefalizacién intracelular vy
experimentos en células en cultivo para coprobar las predicciones de los
modelos con el comportamiento real de las células, los resultados se dividen en
dos partes:

-En la primera parte se hace la descripcibn de los modelos
computacionales desarrollados y los resultados tedricos obtenidos con ellos.

-En la segunda parte se presentan los resultados experimentales
obtenidos en células en cultivo. Se inhibe la transcripciéon de uno de los blancos
terapeuticos propuesto por el sistema experto desarrollado por nosotros.

1. MODELOS COMPUTACIONALES.

Los modelos computacionales que se presentan en esta tesis se realizaron con
el fin de comprender y analizar las vias de sefalizacién en las que participa la
proteina Ras. Elegimos diferentes estrategias considerando a las proteinas
como componentes de un sistema dinamico discreto. En este tipo de sistemas
cada elemento tiene un numero de estados numerable y finito. Estos estados
cambian de manera discreta en el tiempo. La relacidén entre elementos esta
determinada por reglas légicas que indican como un elemento define el estado
de otro u otros, (Cardenas-Garcia et al. 2000; Gonzalez-Pérez et al. 2000 y
2001; Armas et al. 2000).

Un sistema dinamico discreto, es aquel en el que cada elemento tiene un
numero de estados numerable y finito 0, 1, 2, 3, etc. (activo, inactivo, fosforilado,
etc.). La varoacidn del estado depende de su interaccion con los demas
elementos. Para definir el comportamiento temporal del sistema es necesario
saber el estado inicial y las reglas con las cuales el estado siguiente se obtiene
del estado anterior.

En la literatura los sistemas de este tipo también se llaman booleanos. El
niamero de estados del sistema booleano (si consideramos como el estado del
sistema, al conjunto de los estados de sus elementos) es finito. Por eso, algun
estado del sistema debe repetirse tarde o temprano. Como los estados
siguientes se determinan Unicamente por los estados anteriores, eso significa
gue finalmente el sistema entra en un ciclo, que se llama el ciclo limite o atractor.
Puede ser que el atractor sea un solo estado que en este caso es “estado de
equilibrio”. Después de llegar no hay nuevos estados o se repiten los mismos.

Los sistemas booleanos son una aproximacién a la realidad, pero con un
numero de elementos suficientemente grande, procesos muy complicados se
pueden modelar. Hay que notar que la computadora es un sistema booleano,
por eso, estrictamente hablando, cualquier modelo computacional podria
reducirse a un modelo Booleano. Si tenemos solo dos estados por elemento en
el sistema de n elementos, el nimero total de estados es 2”. Entonces, el tiempo
de modelaje generalmente crece exponencialmente con n, lo que da lugar a un
sistema muy demandante en términos de tiempo de cémputo.

Para nuestro primer modelo empleamos un método que simplifica el
analisis, al subdividir las vias de sefalizacién en bloques. Con esto, el tiempo de
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calculo disminuye drasticamente. El mecanismo de subdivision esta basado en
la topologia abstracta que es la aplicacién de los axiomas matematicos de
topologia, aplicados a cualquier otro conjunto de puntos o elementos (O’Nell,
1982). La figura 21 corresponde a un diagrama de flujo del desarrolio de los
modelos computacionales.

Modelos de sefalizacién intracelular

|
\ 4 \ 4

Mbdalos comatunacionales de sislemas binldaicns I Viac Ada eaRalizaniAn intracshilar

Sistemas distrbiidns I"‘
JAK/STAT
I Autématas celulares I‘-

H Adenilalo ciclass I
I Modelos continuos |<_
’ Fosfoinositidos calGio
Redes de petri ‘_ »

Esfingomielina~ceramida

Redes boaleanas
Receptores oon actividad de canales ténlcos
Reder neuronales ‘ —Jp{ Proteinas cinasas activadas por mitégencs
MAPK/Ras/Raf
I Sistemas exnerns ‘_
I Base de concaimigntos I I Motor do inferencia I Do Primer mogdelo

A Aplicacién de la topclogia
abstracta y andlisis de atractores

de las senales intracelulares
mediadas por Ras
Segundo modelo.
Sisterna expeno de las sedales _H Cellutar. Leboratorio virtual I
intracelulares mediadas por Ras

v

Locahzacion de blancos lerapdulicos

¥

Expenmentos en células para anular a los
blancos terapéuticos propuestos

Figura 21 Representacion general de los pasos que se siguieron para el desarrollo de los modelos
computacionales. Ambos modelos se pueden emplear para facifitar 1a busqueda de blancos terapedticos El
sistema experto por medio de la estructura de pizarron puede comunicarse con el laboratorio virtual
Cellulat. Los experimentos en lineas celulares relacionadas con los blancos propuestos dan lugar a
informacion que incrementa la base de conocimientos del sistema experto.

48



RESULTADOS Y DISCUSION

1.1 PRIMER MODELO.

En la figura 22 se representan las vias generadas por Ras y sus proteinas
efectoras Raf, RalGDS, PLC y PI3K, asi como las vias que relacionan a Ras con
el control del ciclo celular, consideradas por nosotros para este modelo. Los
elementos que participan son proteinas, hormonas, factores de crecimiento, etc.
La flecha que va de un elemento a otro indica que el primer elemento
“determina” el estado del segundo elemento, por ejemplo: un elemento lleva a la
activacién, fosforilacion o a la formacion de un complejo de un segundo
elemento. Si el elemento tiene mas de una flecha sefialando hacia él, indica que
su estado estad determinado por la accion cooperativa de todos los elementos
conectados a él. Una flecha con la punta blanca indica inhibicidn. (Cardenas-
Garcia, 2002).

Las interacciones que se observan en la figura 22 son complicadas. Si
queremos considerar a estos elementos para hacer un modelo booleano simple,
el nimero de posibles combinaciones de estados es muy grande, por lo que
para su analisis lo dividimos en grupos de elementos que interactian, que
puedan ser analizados de manera méas o menos independiente. La tabla 7 es
una lista de los elementos que se encuentran en la figura 22.
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Eﬁgf
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m ]
B

JF—

CDC28

Figura 22. Interacciones entre los elementos que participan en las vias de sefalizacién relacionadas con
Ras. Las flechas indican interacciones positivas (activacién, fosforilacion, eic.), las flechas con punta blanca
interacciones negativas (inhibicion, desfosforilacién, etc.).
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Tabla 7. Elementos que participan en las vias de sefalizacidn que involucran a Ras consideradas para el
primer modelo computacional. La activacion o inactivacién de cada elemento a considerar depende de una
serie de elementos, dentro de los que se encuentran complejos proteicos.

No Nombre del Su cambio de estado No Nombre del Su cambio de
elemento depende de: elemento estado depende
de:
0 EGF EGF 33 RalBp1 Ral
1 EGFRA EGFRD EGFRF 34 PLD1 Rho Ral
2 EGFRD EGF 35 G2DDC PLD1
3 EGFRF EGFRD ERK 36 ATR G2DDC
4 EGFRGrb2 EGFRA Grb2 37 ATM Daiio a DNA
5 EGFRShcGrb2 EGFRA Shc Grb2 38 Darno a DNA Daiio a DNA
(S EGFRGrb2Ras EGFRGrb2 RasGTP 39 Cdc42/Rac G2DDC
7 EGFRShcGrb2Ras | EGFRShcGrb2 RasGTP 40 p53 Cdc42/Rac ATM
ATR MDM2
8 Grb2 Grb2 41 MDM2 p53 ARF
9 Shc Shc 42 ARF ERK
10 RasGTP RasGDP Sos 43 p21WAF1 p53
11 Sos Sos 44 Cdc2 CDC25 14-3-3¢
12 RasGDP RasGTP GAP 45 14-3-30 p53
13 GAP p120GAP p190GAP 46 GADD45 p53
14 p120GAP p120GAP 47 CDC25 Chk1
15 p190GAP p190GAP 48 Chk1 Cdcd42/Rac
dafio a DNA
16 RasA EGFRGrb2Ras 43 MEK Raf MKK1
EGFRShcGrb2Ras Pgi PGq
17 PGi R7DTM 50 ERK MEK
18 PGq R7DTM 51 Elk ERK JNK
19 R7DTM Adrenalina PKC 52 cFos Elk1
20 Adrenalina Adrenalina 53 AP1 cFos cJun
21 PKC DG PI3K 54 cMyc AP1
22 DG PLC 55 JNKK MKK1
23 PLC PLC 56 JNK JNKK
24 RalGDS RasA 57 cJun JNK
25 Raf RasA PKC PKA PAK 58 PDK Ptdins(3,4,5)P3
AKT/PKB
26 MKK1 RasA PAK 59 AKT/PKB PDK
27 PAK Rac 60 BAD AKT/PKB PKA
Rsk2
28 Rac Ptdins (3,4,5)P3 61 AC AC
29 Ptdins (3.4,5)P3 Pi13K 62 cAMP AC
30 PI3K RasA 83 PKA cAMP
31 Rho EGFRGrb2 EGFRShcGrb2 64 Rsk2 ERK
RalGDS
32 Ral RalGDS 65 CREB Rsk2
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Bases matematicas.

Matematicamente hablando, todos los elementos involucrados en las vias de
sefializacién constituyen un conjunto. Para analizario en detalle resulta es
necesario dividir al conjunto en subconjuntos denominados autosuficientes
(SDS, por sus siglas en inglés self-determined subsets). Estos subconjuntos se
definen como los que tienen dentro del subconjunto todos los elementos de los
cuales dependen. Cualquier SDS se puede considerar de manera independiente
de todos los demas elementos del sistema. Por otro lado, el SDS puede influir a
los elementos externos al SDS. El mismo elemento puede ser incluido en varios
SDS, entonces los diferentes SDS forman una estructura por si mismos.

Para aclarar las propiedades matematicas de los SDS consideramos que
la unién o la interseccion de dos SDS también es un SDS. La prueba formal de
este hecho se presenta en el articulo, (Cardenas-Garcia, 2002). Todos los SDS
forman lo que se llama en matematicas una topologia abstracta. De hecho, la
definicién de una topologia implica determinar cuales de los subconjuntos del
conjunto son "abiertos”. Si la unién e interseccién de los subconjuntos abiertos
es abierta, la topologia es definida (O’Neil, 1982).

La idea de esta definicibn es que si los elementos pertenecen al mismo
subconjunto abierto estan de alguna manera "cercanos’. En particular, para un
espacio de tres dimensiones la base de los conjuntos abiertos son esferas sin
frontera alrededor de todos los puntos. Todos los conjuntos abiertos se obtienen
con uniones de estos subconjuntos de base. Aungque la topologia es mas util
para los conjuntos infinitos, se define también para los conjuntos finitos.
ldentificando los SDS con los subconjuntos abiertos de una topologia, vemos
que la divisidbn en SDS define una topologia abstracta. El siguiente paso para el
analisis es ftratar de simplificar la topologia para obtener subconjuntos
autosuficientes manejables y estructurados de una manera razonable. Para eso
notamos, que algunos SDS no tienen otros SDS adentro. Estos son los mas
simples. Luego siguen los SDS con un SDS adentro etc. Partiendo de esta
observacién, se puede obtener una estructura piramidal o jerarquica. En los
escalones mas altos se encuentran los SDS que no tienen otros SDS adentro, el
siguiente peldafio correspondera a los que contienen un SDS, etc. Los
escalones mas bajos de la piramide dependen de los escalones mas altos y
definen, a su vez, a los escalones aun mas bajos. La estructura piramidal
obtenida por nosotros se muestra en la figura 23. Esta division nos permitié
visualizar en conjuntos diferentes, a los elementos relacionados con las
proteinas efectoras de Ras implicadas en crecimiento celular por un lado, por
otro a los elementos involucrados en la regulacion del citoesqueleto, y también
los elementos relacionados con el control del ciclo celular. Asi, la divisién en
conjuntos hace no s6lo mas facil el analisis, sino que también proporciona una
subdivision biologicamente significativa.

Todo el procedimiento antes descrito requiere el uso de la computadora y
se hace de una manera automatica. Para hacer el calculo es necesario tener
una tabla en la cual se indican los elementos de los cuales depende cada uno de
los elementos del sistema. La computadora calcula todos los SDS, luego asigna
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los rangos a los subconjuntos en la estructura. El procedimiento se describe con
mas detalle en Cardenas-Garcia, 2002.

Siguiendo con este primer modelo y considerando la posibilidad de que el
mismo nos faciltara la deteccion de blancos terapéuticos potenciales,
determinamos los atractores o estados finales para cada elemento. Para
obtenerlos primero determinamos los estados iniciales para cada elemento
(presencia, ausencia, activa, inactiva) y posteriormente aplicamos reglas légicas
de las interacciones, por ejemplo:

/I regla 0, un elemento es activado por otro

/I regla 1, un elemento es activado cuando otros 2 estan activos

llregla 2, un elemento es activado por cualesquiera de otros 2 elementos activos,
pero no activado cuando ambos estan activos.

Etc.

Las reglas se aplican a todos los elementos en cada paso. Finalmente, el
sistema llega a un equilibrio (no hay mas cambios en los estados de los
elementos después de aplicar reglas). A estos estados finales al equilibrio se
lama atractores de la red, o ciclo limite. Para este anélisis seleccionamos 41
proteinas, matematicamente el nimero de estados iniciales posibles es de 2*'.
Eso hace imposible la busqueda directa de todos los atractores posibles, pues la
cantidad de estados iniciales y sus combinaciones es demasiado grande.
Después de hacer la division jerarquica se obtuvieron 3 subgrupos. Tomamos el
mas pequefo. En este caso, el numero de estados finales depende de que
siempre esté EGF (lo cual es légico desde el punto de vista biolégico). En este
caso todas aquellas proteinas que se requiere que estén presentes no
importando la combinacién de estados iniciales, son consideradas posibles
blancos terapéuticos, ya que son esenciales para la célula. Los resultados de
este analisis computacional se encuentran en mayor detalle en Cardenas-Garcia
et al. 2000.
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Figura 23. Estructura piramidal o jerarquica obtenida. En el grupo superior se encuentran los ligandos,
receptores, cinasas, en el grupo intermedio factores de transcripcién, sus monémeros y cinasas de los
mismos y en el grupo infernor proteinas cuya respuesta estd regulada por factores de transcripcién
activados por la via de sedalizacion.

La realizacién de este modelo nos permiti6 mediante un método computacional
analizar y clasificar un gran nimero de datos y consecuentemente sugerir
posibles blancos terapéuticos; en este caso en particular los blancos
terapéuticos serian aquellos que jerarquicamente se encuentran en la base de la
piramide ya que su activacién se da en respuesta a un estimulo extracelular, por
lo que su ausencia puede evitar que la respuesta celular se cumpla.
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1.2. Sistema Experto.

Para el sistema experto consideramos a las vias relacionadas con 3 de las
proteinas efectoras de Ras: Raf, PI3K y Ral GDS, asi como las vias que
relacionan a Ras con el control de ciclo celular, especificamente con p53 y ARF.
También se consideraron las proteinas 14-3-3 relacionadas con estas vias.

A continuacién, el factor de transcripcién AP1 se presenta como ejemplo
de como se almacena la informacién para cada uno de los elementos del
sistema.

AP1 (Activator Protein 1), es un factor de transcripcioén tipo cierre o zipper
de leucina (bZip), se considera un mensajero nuclear que regula las acciones
generadas por las vias de transduccién que se encienden en respuesta a
factores de crecimiento, hormonas, citosinas y neurotransmisores, (Karin y
Smeal, 1992). En el sistema experto, AP1 es un objeto que pertenece a la
megaclase: proteinas, clase: factor de transcripcion, subclase: basicos tipo cierre
o zipper de leucina bZip. Como se indica en el siguiente daigrama de clases de
la figura 24.

Proteina

PN

Factor de transcripcion

2

bZip f AP1 )

Figura 24. Diagrama de clases que representa la clasificacion de AP1. AP1 es un objeto de la clase bZip, la
clase bZip pertenece a la clase factor de transcripcion y la clase factor de transcripcion pertenece a la clase
proteina.
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* 1 XpertRule - apl.xra
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Figura 25. Esta es una imagen de 1a visualizacién en pantalla de la clasificacion de AP1. AP1 es un objeto
de la clase bZip, bZip es una subclse de !a calse factor de transcripcién y factor de transcripcién es una
subclase de la clase proteinas.

El factor de transcripcion AP1 es una proteina dimérica que puede estar formada
por proteinas de la familia Jun, proteinas de la familia Fos y proteinas ATF.
Dimeros que pueden formar a AP1:

cJun-cFos c¢Jun-JunB JunD-FosB JunB-FosB cFos-FosB
cJun-cJun JunB-JunB cJun-Fra1 JunD-cFos cFos-Fra1
cJun-JunD JunB-JunD JunB-Fra1 cJun-ATF4 cfos-Fra2
JunD-JunD cJun-FosB SunD-Fra1 cFos-ATF4 FosB-FosB
JunD-Fra2 JunB-cFos cJun-ATF2 Fra1-ATF4

cJun-Fra2 JunB-Fra2 cJun-ATF3 cFos-cFos

En este caso el objeto AP1 contiene como subobjetos a cada uno de los
posibles dimeros (figura 26).
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cJun_ATF
cJun_ATF
cJun_ATF

ral_ATF

(-]

cJun_Fral

unD_Jun

unD_Fra

—

unD_Fra

BcJun ATF3
Hciun_Fra2|
cJun_Fral|
B JunD_Frai|
JunB_JunD|
qJunB_Jun|

unB_Jun

[
~N

unB Fra

unB_Fral

[

un

a [ E
= I3 E
I=I=|mw
Lﬁ"l‘l
1 H B E
=mmw

Figura 286. Esta figura muestra la visualizacién en pantalla de los dimeros que pueden dar lugar a AP1. En
este caso el objeto es AP1 y sus subojetos son cada uno de los dimeros.
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La actividad de AP1 es regulada por fosforilacién, tanto de la proteina
preexistente como de aquella sintetizada de novo. Las cinasas JNK, FRK y
MAPK son las mas importantes en dicha regulacién. Fos es fosforilado en la
treonina 232 por una cinasa especifica la FRK, fosforilacion que potencia la
transcripcién del gen. La regla que corresponde a este hecho es la siguiente.

;‘:' XpertBule - apl.xra

IS e ) f 8

If FRK = Activa
1| Estado de Fos | 1.00 |And FosTreonina232 = Presente
: Then cFos = FosforiladaTre232

Figura 27. Esta figura muestra la visualizacién en pantalta de una regla de inferencia. En este caso para
gque cFos este fosforilado en la treonina 232 es necesacio que la cinasa FRK esté activa y treonina 232
presente.

Otras formas de regulacién de AP1, implicitas en la funcidén de Jun y Fos,
dependen de la estabilidad de los heterodimeros

Fos-Fos<dun-Jun<Fos-Jun

En el sistema experto esto se programa dandole diferentes pesos a cada uno de
los dimeros, dependiendo de la disponibilidad del mondmero y de la estabilidad
de los dimeros, como se ejemplifica en la figura 28.

" clun_cFos = Yes
Then AP1 = Yes
5 cJun_ATF2 = Yes
Then API1 = Yes
u cJun_ATF3 = Yas
Then AP1 = Yee
" ceJun_ATF4 = Yes
Then APt = Yas
If cFog_ATF4 = Yes
Then AP = Yos
It Fre1_ATF4 = Yes
Then AP = Yes

It cJun_Fre2 = Yes
Than AP1 = Yas
] clun_Fral = Yes

Then AP =‘Yos
T cJun_FosB = Yes
Thon AP1 =VYes
" cJun_JunD = Yes
Then APR1 = Yes
H JunD_JunD = Yeas
Then AR = Yes

Figura 28. Esta figura muestra a algunas de las reglas de inferencia que determinan la presencia de AP19.
en ella se observan los diferentes pesos de cada regla, estos pesos dependen de la estabilidad de los
difemtes dimeros.
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Una vez ejemplificado el almacenaje de la informacién, a continuacion se
muestra como el usuario final realiza una sesién de trabajo.

Introduccion a la sesion de trabajo.

La sesidn comienza con una bienvenida al sistema experto. En esta pantalla el
usuario debe seleccionar el tipo celular con que prefiere trabajar, figura 29.

»

0 2 e o 8 P 2 D [

SISTEMAEXPERTO

Vi XpertRule - apl.zra

i = BIENVENIDO

Figura 29. Esta imagen corresponde a la ventana de bienvenida en la que el usuario debe elegir el tipo
celular con el que desea trabajar.

Después de esta presentacion, se inicia la tarea de introducciéon de datos por

parte del usuario, figura 30.

1. La asignacién de un nombre que identifique la sesion.

2. Determinar el tipo de informaciéon con la que trabajara. Cuantitativa (si
asignara valores numéricos como concentracion a todos los elementos),
semicuantitativa (si asignara valores numéricos como concentracion a
algunos de los elementos) o0 no cuantitativa (no se asignaran valores
numéricos a ninguno de los elementos).
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i
‘
i

Figura 30. Esta imagen corresponde a la ventana en la que el usuario debe asignar el nombre a su sesién
y determinar el tipo de sesion.

A continuacién el usuario debe indicar los elementos de la base gue estaran
presentes en su sesion, figura 31.

% Indique los elementos que estaran presentes

Flgura 31. Esta imagen corresponde a la ventana en la que el usuario debe seleccionar el o los elementos
que desea estén presentes.

A continuacién se indica para cada elemento seleccionado si esta o no activo, en
el caso de una seccién cuantitativa o semicuantitativa se debe asignar una
concentracién a cada elemento. Con base en la informaciéon proporcionada por
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el usuario, el sistema experto determina haciendo uso del motor de inferencia si
la combinacién de elementos da lugar o no a una célula viable. El sistema nos
indica si la célula sobrevive 0 muere, mostrando una ventana como la que se
encuentra en la figura 32.

7 Rpsubade Final

Ls chluls vive

La cfiuls mucre

Figura 32, Esta imagen corresponde a las posibles ventanas que aparece con el resultado final, en ellas se
pueden seleccionar diferentes opciones. Repetir si se quiere modificar alguno de los parametros y repetir la
operacion, justificacion si se quiere saber el por qué del resultado final y continuar para continuar o salir.

De manera automatica, el sistema elimina todas las interacciones en las
que participa el elemento eliminado o elementos eliminados, e indica el resultado
final. De esta forma es posible seleccionar posibles blancos terapéuticos, ya que
aquellos elementos que sean necesarios para la supervivencia celular seran
posibles blancos, en el caso que |a idea sea eliminar a la célula. A continuacion
se presentan dos ejemplos. En el primer ejemplo se eliminé a la proteina Ras y
en el segundo a la proteina 14-3-3c. Al seleccionar la opcién justificacién, el
sistema nos indicara cual fue la via alterna que la célula utilizé y logré sobrevivir
para el caso de Ras figura 33. Para el caso de la proteina 14-3-3 la célula no
sobrevive, la justificacion se presenta en la figura 34.

- MpertPule - RAS XAA

YAT72Gabl

—

-

R SHZ2Gabl
EGFR

- F Gl

Figura 33. Esta imagen corresponde a ta ventana que justifica porque la célula sigue viviendo en ausencia
de Ras, ya que dos de sus proteinas efectoras Raf1 y PI3K son activadas en su ausencia.
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V1 ¥peitRule - AAS XAA :
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Figura 34. Esta imagen corresponde a la ventana que aparece con {a justificacién, de porgque en ausencia
de la proteina 14-3-3 ¢, la célula muere. Al estar libre el complejo cdc2ciclinaB, la fosfatasa CDC25C lo
desfosforita y el complejo entra a nicleo iniciandose la mitosis, 1o que lleva a la célula a una catastrofe
mitotica y finalmente a la muerte.
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2.0 RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Los resultados experimentales de esta tesis seran enviados para su publicacién
una vez que se tenga la patente de los oligonucleétidos utilizados.

El sistema experto desarrollado para buscar posibles blancos terapéuticos,
indica que la ausencia de |la proteina 14-3-3 ¢ (figura 34), da lugar a la muerte
celular, por lo que decidimos corroborar este resultado experimentalmente.

Para eliminar a la proteina 14-3-3 ¢ empleamos oligonucleétidos que forman una
triple hélice en la regibn promotora del gen que codifica para esta proteina,
evitando de esta manera su transcripcion y por ende su traduccion.

Para comprobar que los TFO disefados por nosotros realmente forman una
triple cadena con su secuencia blanco realizamos experimentos que confirman
la formacidn de triplex in vitro.

2.1 Formacion de triplex in vitro.
2.1.1 Desnaturalizaciéon térmica.

El ADN de doble cadena en soluciéon al incrementar la temperatura se
desnaturaliza, es decir la doble cadena se abre, dando lugar a un incremento en
la absorbencia a 260 nm, llamado efecto hipercromico. Al someter a una triple
cadena al mismo incremento de temperatura, el incremento en la absorbencia es
mayor, como se muestra en la figura 35 en una gréfica de densidad éptica (DO)
contra temperatura.
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Figura 35, En esta grafica de temperatura en °C, contra absorbencia a 260 nm podemos observar ADN de
dobte cadena curva inferior y de triple curva superior. A partir de los 50 grados centigrados se observa un
incremento en la absorbencia de la triple cadena con respecto a la dobie, estos resultados coinciden con los
reportados en fa literatura y demuestran la existencia de una triple cadena. Las graficas representan un
promedio de 3 experimentos, las barras indican la desviacion estandar. El mismo tipo de expenmento se
realizo con los oligonucleétidos MCG1. MCG2, MCG3 y MCG4. En todos los casos se obtuvieron espectros
similares. La curva gue se muestra aqui corresponde al oligonuclettido MCG3.
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2.1.2 Dicroismo circular.

El dicroismo circular es la diferencia de la desviacién de la luz a la derecha y la
desviacién de la luz a la izquierda, de tal manera que una molécula entre mas
asimétrica sea presentara una mayor elipticidad negativa y/o positiva. Al
comparar los espectros de dicroismo circular de la cadena sencilla, el duplex y el
triplex, se observa en el triplex incrementé la elipticidad negativa y positiva, con
respecto al duplex y a la cadena sencilla, como se muestra en la figura 36. El
hecho de que en la triple cadena la elipticidad sea mayor que en el duplex y en
la cadena sencilla indica una mayor asimetria de la molécula.
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Figura 36. En esta grafica elipticidad contra longitud de onda, se muestran los espectros de dicroismo
circular para la cadena sencilla (gris claro), el duplex (gris) y el triplex (negro). Se observa un incremento en
la elipticidad negativa y positiva de la triple cadena con respecto a la doble y de la doble con respecto a la
sencilla. Los datos obtenidos coinciden con los reportados en la literatura y demuestran la presencia de una
triple cadena. El mismo tipo de experimento se realizo con los oligonucledtidos MCG1, MCG2, MCG3 y
MCG4. En todos los casos se obtuvieron espectros similares. Los espectros que aqui se muestran
corresponden al oligonucleétido MCGS3.
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2.1.3 Movilidad en gel.

Para observar diferencias en el patrén de migracién de cadena sencilla, doble o
triple de ADN, se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones nativas, figura 37. Se utiliz6 la misma cantidad de muestra en cada
carril (20 pg). Debido a que los TFO tienen fluoresceina en su extremo 5° y que
al gel de acrilamida se le adiciona el agente intercalante bromuro de etidio que
también fluoresce al exponerlo a la luz uitravioleta, fue posible observar la
formacién de triplex, asi como la diferencia en la migracion de cadena sencilla,
doble y triple. En la fotografia de la figura 37 se observa en el carril 5 una triple
cadena mas estable con respecto a las que se presentan en los carriles 3, 4 y 6.
El carril 5 corresponde al triplex formado entre el oligonucleétido MCG3 y su
duplex correspondiente.

b ] ] ]

Figura 37. En esta imagen podemos observar en los carriles (1) una cadena sencilla, (2) una doble cadena,
(3) triple cadena entre MCG1 y su diplex correspondiente, (4) triple cadena entre MCG2 y su duplex
correspondiente, (5) triple cadena entre MCG3 y su duplex correspondiente, () triple cadena entre MCG4 y
su duplex correspondiente, (7) la mezcla resultante de la incubacién de los oligonucleétidos MCG3, MCG5 y
el duplex correspondiente a MCG3, (8) la mezcla resuitante de la incubacion de el oligonucledtido MCGS y
el diplex correspondiente a MCG3. El color verde comresponde a la fluoresceina y el naranja al bromuro de
etidio. Se confirma la formacion de una triple cadena in vitro, por lo menos entre la doble cadena
correspondiente al oligonucledtido MCG3 y el oligonucleétido MCG3 (carnl 5). La triple cadena es muy
inestable o se pierde durante la electroforesis en el caso de los oligonucledtidos MCG1 y MCG2 y su
respectiva doble cadena correspondiente (carriles 3 y 4). El oligonuctedtido MCG4 y su doble cadena
correspondiente forman un triplex parcialmente estable con respecto a formado por MCG3 y su doble
cadena correspondients, carril 6.

Hasta aquf queda demostrado que al menos uno de los oligonucledtidos
disefiado (MCG3 carril 5) es capaz de formar una triple cadena in vitro, sin
embargo hay que demostrar que in vivo es capaz de inhibir la transcripcion de su
gen blanco, por lo que realizamos los siguientes experimentos en lineas
celulares en cultivo.
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2.2 Experimentos en lineas celulares.

Con el fin de determinar si los oligonucleétidos y/o el procedimiento empleado
para su intfroduccién no es téxico para las células, transfectamos las clonas T4,
N5, C10, J3 y J20 derivadas de la linea celular de fibroblastos de ratén 3T3NIH,
ya que los oligonucleotidos fueron disenados contra el gen de 14-3-3 ¢ humano,
por lo que en estas células no se espera observar efecto biolégico directo
causado por la formacién de triple cadena al emplear el oligonucleétido MCG3.
En la figura 38 estan las secuencias de |a regiéon promotora del gen que codifica
para la proteina 14-3-3 ¢ de ratén y la de humano, asi como los sitios a los
cuales se dirigen los oligonucleétidos MCG1, MCG2, MCG3 y MCGA4.
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Flgura 38. Alineamiento de la regién promotora de los genes que codifican para la proteina 14-3-3 o de
humano (Homo sapiens) y de ratén (Mus musculus). Se indican los sitios a donde van dirigidos los
oligonucledtidos MCG1, MCG2, MCG3 y MCG4. Los nucleotidos sombreados corresponiden a las cajas
TATA y CAT.

Las células de las diferentes clonas fueron transfectadas con el oligonucledtido y
el agente transfectante Metafectane. Se determiné viabilidad por densitometria
con el método de cristal violeta a las 0, 24, 48 y 72 h después de la transfeccion,
la grafica obtenida se muestra en la figura 39. Se encontr6 que ni el
oligonucleétido o el agente transfectante Metafectane son téxicos para las
células, ya que no observamos disminucién en la viabilidad de las mismas, aun
incubando con 15ug de oligonucleétido por mililitro de medio de cultivo durante
72 h.
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Flgura 39. En esta curva de crecimiento que nos muestra densidad oOptica contra tiempo, podemos
observar que el crecimiento es similar con diferentes concentraciones del oligonucleétido. Los datos
obtenidos fueron con la clona C10, las concentraciones de oligonucleétido son en pg por mililitro de medio
de cultivo y metafectane en una proporcién 1/5.

Una vez que se determiné que los oligonucleétidos no son tdxicos por si mismos
en células de fibroblastos de ratén, procedimos a determinar el efecto de uno de
los oligonucleétidos anti-Hoogsteen (MCG 3), por presentar mayor estabilidad de
triplex in vitro. Los experimentos se realizaron en la linea celular humana de
cancer de mama MCF 7.

2.2.1 Internalizacién del oligonucleétido.

La internalizacion de oligonucleétido se puede ver ya que este tiene fluoresceina
en su extremo 5. En las fotografias de la figura 40 observamos que 24 h
después de la transfeccién, el oligonucleétido se encuentra en el citoplasma
celular y a las 48 h en el nucleo. Las fotografias A y B corresponden a 24 h y las
CyDa48nh.
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Figura 40. Fotografias de las células MCF 7 transfectadas con el oligonucledtido MCG3. “A™ y “C” Imagen
de las células con luz visible, 24 h y 48 h, después de la transfeccion, “B" y “D" Imagen de las células 24 hy
48 h, después de la transfeccién empleando ldmpara de mercurio. Las flechas sedalan a las células
fluorescentes.

2.2.2 Efecto de la concentracion del oligonucleétido MCG3 sobre el
crecimiento de la linea celular MCF7 en cultivo.

Para determinar la concentracién de oligonucleétido suficiente para la
observaciéon de un cambio en el crecimiento celular, es necesario primero causar
dafno al ADN ya que el gen que codifica para la proteina 14-3-3¢ se activa en
respuesta a dafio a ADN. Para causar dafio a ADN empleamos al farmaco
adriamicina. En la figura 41 se presenta la curva de crecimiento celular en
respuesta a diferentes concentraciones de adriamicina. Elegimos 5 pM ya que a
esta concentracion las células presentan un menor crecimiento con respecto al
control pero no todas mueren, por lo que el porcentaje que sobrevive debe
presentar dano a ADN.
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Figura 41. Curva de crecimiento empleando diferentes concentraciones pmolares de adriamicina, a
diferentes tiempos de incubacion. La densidad optica representa viabilidad celular.

Empleando 5 uM de adriamicina después de transfectar a las células con
diferentes concentraciones del oligonucledtido MCG3, se realizé otra curva de
crecimiento, que se presenta en la figura 42. En esta grafica observamos que la
concentracion de oligonucledtido necesaria para observar un cambio en el
crecimiento celular es de 1 pg/ml, 16 h después de adicionar adriamicina. En
esta grafica también se observa que el efecto del oligonucleétido sobre la
viabilidad celular, depende de su concentracién. La viabilidad celular presenta
una disminucién del 80 % con respecto al control al emplear la concentracién de
oligonucleoétido de 4 ng/ml de medio de cultivo.
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Flgura 42. Curva de crecimiento. Esta curva se realizé empleando diferentes concentraciones en pg de
oligonucleétido por ml de medio de cultivo. Se grafica densidad éptica que corresponde a viabilidad celular,
con respecto al tiempo. El oligonucledtido se adicioné 48 h anies de adicionar adriamicina en una
concentracién final de 5 uM, el tiempo corresponde al tiempo de incubacién con adriamicina, Se observa
que ta disminucion en la poblacién de células vivas depende de la concentracién de oligonucledtido, ya que
a mayor concentracion, menor densidad 6ptica. En los recuadros A y B se presentan dos fotografias de las
células en un microscopio Optico con un objetivo de 100X. (A) comesponde a la imagen de 1hr despues de
adicionaries adriamicina y (B) 2 12h despues de adicionarles adriamicina.
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2.2.3 Efecto del oligonucleétido MCG3 sobre el ciclo celular de la linea
celular MCF7 en cultivo.

Cuando hay dafio a ADN, los niveles de p53 se incrementan, p53 activa la
transcripcion de 14-3-3 ¢. 14-3-3 & se une a cdc2 fosforilada y esto impide que
la fase G2 de ciclo celular continie. En ausencia de 14-3-3c cdc2 es
desfosforilada por Cdc25, cdc2 desfosforilada se une a la ciclina B y se inicia la
mitosis, figura 43.

Darno a DNA
p53
¢ 14-33c —P Se detiene en G,
/V cdc2P
14-3-3c
14-3-30 #3530
Cdc25 cdc2P

* cdc2

Cdc25 =P cdc2 —P ciclina B —P ciclina B=——p Mitosis

Figura 43. Esquema del pape! de la proteina 14-3-3 o en el control del ciclo celular. Cuando hay dafio en
DNA, los niveles de p53 se incrementan, p53 activa la transcripcion de 14-3-3 6. 14-3-3 ¢ se une a cdc2
fosforilada y esto impide que la fagse G2 de ciclo celular continde. En ausencia de 14-3-3 o, ¢dc2 es
desfosforilada por Cda25, cdc2 desfosforilada se une a la ciclina B y se inicia la mitosis.

Con el fin de determinar si existe un incremento en la poblacion de células en
G2/M, se calculd el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo
celular por citometria de flujo. En la figura 44 se presenta un histograma de
barras del indice mitético relativo obtenido en celulas tratadas o no con
adriamicina y transfectadas o no con el oligonucleétido, se observa un
incremento de aproximadamente el 20 % de células en mitosis, con respecto al
control. En la figura 44 se presenta un recuadro que corresponde a un ejemplo
de las cuentas obtenidas en el citometro de flujo. Se observa un incremento de
la poblacion en G2/M en las células transfectadas con el oligonucleétido y
tratadas con adriamicina con respecto a las células control. Las poblacion de las
células en S en ambos casos es similar y hay una disminucién de la poblacion
en G1 con respecto al control.

71



RESULTADOS Y DISCUSION

2] '_Ll_| e 100-
o G2M 17
N A s/adri s/oligo
m= c/adri s/oligo
b e w0 1w

s/adri c/oligo
. ., == c/adri c/oligo
- B
30 0 ] C

Figura 44. Indice mitético relativo de células con diferentes tratamientos: primera barra células
control (sin adriamicina, ni oligonucleétido), segunda barra célutas tratadas 12 h con adriamicina
5puM, no transfectadas con el oligonucleétido, tercera barra células transfectadas con 1ug de
oligonucleétido por ml de medio de cultivo, sin tratamiento con adriamicina y cuarta barra células
transfectadas con 1ug de oligonucledtido por mi de medio de cultivo, 48 h antes de tratar por 12
h con adriamicina 5 pM. El 100% corresponde a las células tratadas con adriamicina y
transfectadas con el oligonucleétido. En los recuadros A y B se presentan las cuentas obtenidas
en el citometro de flujo, en ambos casos la mayor parte de la poblacidn celular se encuentra en
G1. (A) corresponde a las células control (sin adriamicina, ni oligonucledtido) y (B) corresponde a
las células transfectadas con el oligonucledtido y tratadas con adriamicina. En B se observa un
incremento de las célutas en G2/M y una disminucion en las células en G1 con respecto a A.

2.2.4 Efecto del oligonucleétido MCG3 sobre la expresion de la proteina
14-3-3 ¢ en la linea celular MCF7 en cultivo.

De acuerdo con |os resultados anteriores, el oligonucle6tido MCG3 disminuye la
viabilidad de la linea celular en cultivo MCF-7. Pero aun no hemos determinado
si esta disminucion se deba a la formacién de triplex y disminucién en la
transcripcion del gen que codifica para 14-3-3 ¢ conysecuentemente su
traduccion. Para determinarlo, realizamos una hibridacién tipo Western. En la
figura 45 se observa una autoradiografia obtenida después de hibridar el
extracto proteico de células transfectadas con 1 pg de oligonucleétido por ml de
medio de cultivo, e incubadas 48 h después, durante 8, 12 6 16 h con
adriamicina. La hibridacién se hizo con un anticuerpo policlonal de cabra contra
14-3-3 o, un anticuerpo contra IgG de cabra, y finalmente se adiciond reactivo
para guimioluminiscencia, y se expuso en la oscuridad a una placa para rayos X.
En la figura 46 se sefiala con una flecha la banda correspondiente a la proteina
14-3-3 ¢. Se observa una disminucion en la banda en las células transfectadas
con el oligonucleétido con respecto al control. En un analisis densitométrico se
determind por densidad éptica relativa, que [a disminucion corresponde
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aproximadamente al 40% a las 8h, 60% a las 12h y 50% a las 26h. En la parte
de abajo de esta misma figura se presenta (a fotografia del gel de acrilamida
tedido con azul de Coomasie, se observa que la concentracién de proteina si
bien no es igual es similar en todos los casos con excepcion del carril
correspondiente a 8h con oligonucleétido y adriamicina. Tanto al gel como a la
radiografia se les determiné la densidad optica relativa, para ajustar la
concentracién.
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Figura 45. En el panel A se presenta la fotografla de una autoradiografia obtenida después de
una hibridacién tipo Western, del anticuerpo contra 14-3-3 o y un extracto proteico de Células de
la linea MCF7 en cuitivo incubadas con adriamicina 5 uM, durante 8, 12 0 16 h y con 1pg de
oligonucleétido MCG3/ml de medio de cultivo. El panel B corresponde a una fotografia del gel de
poliacrilamida tefiido con azul de Coomasie, como control que indica que la cantidad de protelna
gue se colocd en cada carril es similar. La densidad 6ptica relativa obtenida se ajusto con
respecto a la densidad Optica relativa obtenida para las proteinas. C/A con adriamicina, C/AO
con adriamicina y oligonucleétido.
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CONCLUSIONES

- ISION _
Las técnicas computacionales en las lltimas décadas se han empleado para
representar y modelar sistemas biolégicos.

En la actualidad programas computacionales son utilizados de manera rutinaria
en los laboratorios de investigacion de diferentes areas biologicas, para apoyar
su investigacion, por ejemplo existen los programas que facilitan el analisis de
secuencias, el disefio de templados para PCR, la interpretacion de
microarreglos, los que permiten integrar la protedmica y la gendmica funcional
de un sistema de estudio, etc.

En esta tesis se han aplicado técnicas para modelar las vias de sefalizacién
intracelular en las que participa la proteina Ras, estos modelos se hicieron con el
fin de obtener informacién que puede ser util para la identificacion de posibles
blancos terapéuticos.

Presentamos dos modelos computacionales. El primer modelo nos permite
dividir una via de sefalizacion en subgrupos facilmente analizables, también nos
permite determinar estados finales de cada uno de los elementos. Esto se hace
considerando las interacciones que se dan entre los elementos, por ejemplo, si
un elemento activa o inactiva a otro, o si se requiere de dos elementos activos
para activar o inactivar a un tercero, etc.

Los estados finales nos sefialan a los elementos o proteinas indispensables en
esa via de sefalizacién, ya que aquellos elementos que siempre estén activos,
seran requeridos y nunca podran ser remplazados aunque la célula tome una via
alterna, en este caso esos son los posibles blancos terapéuticos.

El segundo modelo es un sistema experto que crece de manera continua de
acuerdo a los reportes experimentales de la literatura. Se eligié esta técnica
computacional ya que a permite evaluar el estado de cada componente con
respecto al tiempo, ademas se puede asignar un valor numérico como la
concentracion a cada elemento del sistema.

Para este modelo se consideran a las vias de sefalizacion en las que se
involucra Ras y tres de sus proteinas efectoras Raf1, Ral-GDS y PI3K. Este
modelo nos permite eliminar a cada de las proteinas dentro de la célula de
manera virtual y nos indica si la célula vive o muere al carecer de alguna de
ellas, de esta manera identificamos a la proteina 14-3-3 o como un posible
blanco terapéutico.

Este modelo en un futuro podra ser integrado a un laboratorio virtual, que facilite
la visualizacion de las vias de sefalizacién cuando una proteina disminuya,
aumente, desaparezca o aparezca en un tipo celular en el que usualmente no
debe encontrarse, o que nos facilite la comprensién de resultados que
experimentales sean contradictorios, ya que al visualizar las vias de sefalizacion
como un todo, podamos aclarar el resultado, al localizar interacciébn no
reportadas que surjan in silico.

Cellulat es el laboratorio virtual que estamos desarrollando e integra varias
técnicas computacionales en una estructura basada en agentes autbnomos
(Gonzalez et al. 2003).

En este trabajo empleamos oligonucleétidos que forman una triple cadena, con
el ADN de doble cadena del gen que codifica para la proteina 14-3-3 ¢ en
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celulas en cultivo de la linea celular de cancer de mama MCF7 para determinar
el efecto de este en el crecimiento de las mismas. El oligonucleétido disefiado es
capaz de formar una triple cadena in vitro, y posiblemente in vivo, ya que
disminuye a la proteina 14-3-3c, 60%. Este oligonucleétido también disminuye la
viabilidad celular de la linea celular MCF7 en cultivo, esta disminucion es
dependiente de la concentracién de oligonucledétido.

En este caso en particular nosotros proponemos que el oligonucleétido puede
ser empleado como coadyuvante en el control de crecimiento celular, ya que
para observar su accién biolégica es necesario causar dafio a ADN, en este
caso empleamos adriamicina para ese efecto.

El uso de oligonucledtidos que forman una triple cadena con fines terapeuticos
cada vez es mas prometedor ya que después que se completo el trabajo de esta
tesis, se demostré la inhibicién de crecimiento tumoral al emplearlos en células
de humanas de cancer de prostata (Carbone et al., 2004) en células humanas
de carcinoma pancreatico (Cogoi et al., 2004) y en (Re et al. 2004).
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Abstract

Ras is a protein related to cancer development. It is a convergence point for different signal transduction
pathways that allow the cell to respond to extemal stimuli with different cell functions like growth, division,
death, etc. In this paper, we analyze the signal pathways generated by different Ras effectors (Raf,
RalGDS and PI3K), and the pathway relating Ras to the cell cycle control, We show that the interaction
among different elements of these pathways induces a topologic structure in the set of elements. We
discuss properiies of this topology and give an algorithm to build it. The application of topological concepts
makes easier the inferaction analysis. Using a computational algorithm, we can create isolated,
independently manageable sub- groups. Then we construct their hierarchical structure. The procedure
allows us to visualize groups of elements related to the Ras effectors involved in cell growth, the elements
involved in the cytoskeleton regutation, and the elements related to the cell cycle control. Thus the division
in sub- groups does not only make easier the analysis, but it also provides a biologicalty meaningful
subdivision.

Key words: Cell signal transduction pathways, abstract topology, Ras protein

Introduction

The cells determine their growth, division, death, etc., on the basis of extracellular signals transmitied to
their interior through specific receptors located in the plasmatic membrane. This happens by means of
intraceliular signal transduction pathways. Some signaling pathways are deregutated in the cancer cells
due to the oncogen expression, or to the over-expression or repression of control elements. Thus, the
analysis of these pathways can help to understand the modifications of the cell on its way from a normal

htto://www bioinfo.de/isb/2002/02/0040/main.himl 27/06/02
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healthy state to a transformed one and finally to cancer generation or death. In particular, we are
interested in the analysis of intraceliular signaling pathways in which Ras protein participates. This protein
is the convergence point for different pathways retated to cancer development.

In Figure 1 we present the pathways generated by Ras effectors (Raf. RalGDS, PLC and PI3K) and the
pathway connecting Ras with a cell cycle control. The participating agents are proteins, hormones, growth
factors, etc. In a model we call them elements. An arrow from one element to another means that the first
"determines” the state of the second one (e.g. one element leads to the activation, phosphorylation or
complex formation of a second element). If the element has two or more arrows entering into it, this
means that its state is determined by a cooperative action of all the elements connected to it. An open
arrow indicates an inhibitory effect. [Macara, 1991; Lacal and McCormick. 1993; Feig. 1993;
Lowy, 1983; Burgering and Bos, 1995; Kawasaki et al.. 1996; Denhardt. 1996; Khosravi-
Far et al,, 1998; Cardenas- Garcia, 2002; McMahon and Woods, 2001; Crespo and
Leon, 2000].

The interaction picture, as shown in Figure 1, is quite complicated. Even if we consider a simple
Boolean-type model, the number of possible combinations of states for the model is very large. For the
analysis, it is desirable to divide interacting elements into groups that can be analyzed more or less
independently. In this paper we present a mathematical procedure to get such organization and we
discuss the behavior of simpte Boolean-type dynamic models within the framework of 2 methodology
reported at the ISMB 2000 conference [Cardenas-Garcia ef al., 2000]. We explain this in more detail
ang discuss the consequences for models with attractor cycles. Finally, we apply the method to the model

of interacting proteins and show that this procedure allows the introduction of a useful arganization.

~

Figure 1: Interactions between elements of Ras-related signal
transduction pathway. Solid arrows correspond to positive
interactions {(activation, phosphorylation, etc.), open arrows to
negative ones (inhibition, dephosphorylation, etc).

Ras-related signal transduction pathways

Extracellular stimuli of diverse nature, whether mediated by cell surface receptors of the tyrosine kinase,
non- receptor tyrosine kinases, or G protein- coupled types, all converge in Ras, which is transiently
activated upon receipt of these stimuli. After having been activated, Ras- GTP relays the signals
downstream through an association with a growing number of signaling intermediaries. In mammalian
cells, Ras has three well- established effectors: Raf, PI3K and RalGDS. A growing number of Ras-
interacting proteins such as MEKK1, Rin1, AF-6 and Nore-1 await further confirmation as Ras effectors as
well,

Raf is involved in cell differentiation, PI3K in the cell growth and RalGDS n both cell growth and regulation
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of cytoskeletal maintenance. Ras participates in cell cycle regulation through p53. If we put together all

these pathways, we obtain a complex interaction model as shown in Figure 1. [Cardenas-Garcia.
2002; McMahon and Woods, 2001; Crespo and Leén, 2000].

Mathematical basis of the theory

Mathematically speaking, all the elements invoived in signal transduction pathways constitute the sst
under study. We introduce the concept of seif-detenmined subsets (SDS’s) of the set.

Definition
A subset is a Self-Determined Subset (SDS) if its elements depend only on elements of the same subset.

Any SDS is autonomous in the sense that it is entirely separate from all other system elements and it can
be analyzed independently. On the other hand, a SDS can act as an external influence on the elements
that do not belong to it. We show how one can systematically find all self-defined subsets of a system for a
given type of interaction. These self-defined subsets form an abstract topology of the set. Knowing the
set's topology, we can introduce hierarchic structure. We will now make some statements about SDS's
with corresponding proofs.

Statement 1

Intersection or union of any two SDS's is also a SDS.

The fact that the union of two SDS's is also self-determined is quite evident. The proof for the case of the
intersection is as follows: Let us consider element A, which belongs to two SDS's, S, and S,. If A depends
on the element B which belongs to S, but not to the intersection, then S, cannot be self-determined since
there is the element B which determines the element from S, but does not belong to S,. Thus, the element
belonging to intersection can depend only on elements also belonging to the intersection, which proves the
statement.

Statement 2

All SDS's constitute a topology of the set.

We can identify self-determined subsets with open subsets. From Statement 1, any intersection or union
of SDS's is also a SDS, thus this property of topology is fulfilled, [O'Nell, 1982]. The whole set is
obviously self-determined, and the empty set is a SDS as well. Thus. all usual requirements for topology
are satisfied.

Now we give an explicit way to construct the topology. For this let us define the minimal SDS.

Definition

The minimal SDS including the given element A is the intersection of all SDS's that have A as ther
element.

In topological terms, it is the minimal neighborhood of A, which always exists for a finite set. Practically, the
minimal SDS can be constructed by making a list that initially includes only the element A. At the second
step, it includes all elements that define A. At the third step. it includes aiso all the elements that define
elements defining A, etc. The list will stop to grow and it will be the minimal SDS of A. The two extreme
cases are the complete set, and the element A, if it does not depend on anything except itself. it is
possible that two different elements A and B can have the same minimal SDS.

hitn:/veww hioinfo.de/ish/2002/02/0040/main htiml 27/06/00



I'he applicalion ol absiract 10poIogy [0 KAD-TEIICU SIgNdl LIansuuclion panways Fagina 4 de ¥

We can consider the Figure 1 as a graph. If the direction of arrows is inverted, the task of finding the
minimal SDS of A is equivalent to traversing the oriented graph starting from the vertex A. Two popular
algorithms for the purpose are Depth-First Search (DFS) and Breadth-First Search (BFS). The complexity
of both of them is known to be O(e+v), where ¢ is the number of edges and v is the number of vertices in

the graph. Thus, the complexity of algorithm for finding all SDS's is O(N(N+K)) where N is the number of
elements and K is the number of connecting lines.

Statement 3

Any SDS can be represented as a union of minimal SDS's.

Let S be an SDS. If the element A is included in S, then the minimal SDS of A also belongs to S. Thus, S
is the union of minimal SDS's of all its elements. (The union of SDS's is also a SDS according to the
Statement 1). From statement 3 it follows that minimal SDS form what is called a base of topology,

[O'Neil, 1982]. Thus, from the practical point of view, it is sufficient to determine minimal SDS's. All the
other SDS's are obtained as unions of minimal SDS's.

Statement 4

Itis possible to build a system of dependencies corresponding to any given topology.

The procedure for doing this is the following. For a given finite topology, we can determine a minimal open
subset including the element A as the intersection of all open subsets including A. Then we can say that A
is defined by all elements that enter in this minimal subset. Repeating the procedure for all elements, it is
possible to determine all interactions. It is easy to see that generally the interaction corresponding to a
given topology is not unique (Figure 2), thus the procedure gives only one of many possible interactions.
Statements 2 and 4 mean that for finite systems the topological structure and interaction between system
elements are directly related to one another.

Figure 2: These two interactions have the same topology.
- e - -]
Q‘-g ?nf_:g
o c a [

Building the hierarchical structure

Taking all SDS's, as we did above, gives the most complete or richest topology. The disadvantage is that
two SDS's can share some elements. It can be convenient to choose a smaller topology by joining some
SDS, so that two SDS's have either zero intersection or their intersection is equal to one of them. Such
topology base introduces in the system a hierarchy; and we give here a method of building it.

Definition

The 0" order SDS as a minimal one that has no SDS's inside.

The intersection of two different 0" order SDS's is empty (otherwise the intersection SDS will lie inside
intersecting subsets, which contradicts the definition).

http://www bioinfo.de/isbh/2002/02/0040/main.html 27/06/02
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Statement 5

There is at least one 0™ order SDS in a set.

Proof: Let us take any SDS. if it has no SDS inside, it is what we need. If it has, we repeat the search for
the inner SDS. Finally, as the set is finite we will arrive to the 0 order SDS we are looking for.

The 1¢ order minimal SDS is defined as having only 0™ order SDS inside. The intersection of two 1st order
minimal subsets is the O™ order or empty. Similar to Statement 5, if the whole set is not O order, there will
always be at least one 1 order SDS. Generally speaking A order minimal SDS has only SDS up to N-1t
ordes inside.

Now let us construct the hierarchy. We start from O™ order subsets. At the next step we add 1st order
minimal subsets and join all those that have non-empty intersections. As a result, we get subsets formed
of minimal ones with order less than 2 that do not intersect. At the next step we add 2" order minimal
subsets and unite them in the same way. Following this procedure, we will finally get the base having the
desired property. The whole structure can be visualized as a topographic map with height levels, or a
pyramid. The subset of elements within any’ height line is self-determined. Elements that correspond to
mountain peaks belong to the O™ order subsets, and only themselves determine them. The elements with
a higher order stangd in a lower position.

Consequences of the topological structure for attractors of Boolean models

Boolean systems are regarded as simple examples of dynamic systems. Initially every element can be in a
finite number of discrete states. The state of the system (or subsystem) is described by the states of all its
elements. If the number of elements is finite, and every element has a finite number of states, then the
total number of states for the system is finite. Of course, this number can easily be very big. If we have N
elements with 2 states each, it is 2. This gives a result of 28¢ (approximately 7.4 x 10'9) states for our
model system, which includes 66 elements with two states each.

The evclution of the Boolean system is given by a set of rules that determine the state of the system at the
next.step-from.-its state at the previous step. The final result of the development is the attractor, which can
be the single equilibrium state, or the cycle (a set of states which follow each other, and the last state of
the cycle leads to the first one).

The existence of the hierarchical structure imposes certain limitations on the attractor cycle. Let us
consider the example of the SDS P = V + S, which includes SDS S. Note, that V is generally not a SDS,

because the elements of V can depend both on the elements of S and on the elements of V. As S is
autonomous, it defines its final states. Let us suppose that it forms a cycle with states S, S,, ... S, Then a

pair {V, S) defines the total state of P. At the first moment it is (V,, S,). After the cycle of S is completed,
the state of P will be (V,, S,). Finally, after some integer number of cycles ot S, the state of P will retum to
its initial value. So. the number of states in the internal cycle of S must be the divisor of this number in the
cycle of P.

The practical rule for finding the attractors for SDS P is the following. First, we must find attractors for SDS
S. which is included in P. Then, we need to trace development for initial states that include the attractor
states of S and all possible states of V. For a given state V1, we must take all possible attractor states S,,
S,. .- S,,. and then we have to look for their evolution, considering that states S can form a cycle.

htto://www.biownfo.de/isb/2002/02/0040/main.htm! 27/06/02
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The existence of subsets can greatly simplify the search of possible attractors. Let us consider that P has
2N elements, and S has N elements, with two states each. Then, the exhaustive search in P requires
considering 22V initial states. If we first consider the inner SDS, the search requires 2V initial states leading
to presumably much smaller number H of final states. Then the number of necessary initial states is
reduced to (H+1) 2V, which represents a drastic reduction if N is big.

Application of the topological approach to the Ras-related signal transduction
pathway

We applied the algorithm described above to the system of 66 transduction pathway elements listed in
Figure 1. They include proteins, hormones, growth factors, etc. We took into account pathways
generated by 3 Ras effectors (Raf, RalGDS and PI3K), and the pathway connecting Ras with a cell cycle
control.

We developed a computer program, which took as the input a list containing names of elements and a list
of the elements they depend on. At the output, the program gives a list of self-defined subgroups and their
orders. After this the hierarchic structure can be easily built. This is shown in Figure 3.

Figure 3: The hierarchical structure for Ras-related signal
transduction pathways.

Though the algorithm is abstract, the structure we obtained has quite clear biological meaning. In the
upper pan of the pyramid we find. extracellular elements that activate Ras, their receptors, and two of Ras
effectors Raf1 and PI3K that are involved in cell growth regulation. Some important kinases are also in this
group. In the middle part, we find the elements that are related fo the third Ras effector, RalGDS and are
involved in the regulation of cytoskeleton. The group also includes transcription factors. The lower part
elements are involved in a cell cycle regulation. In this group there ace two transcription factors for cell
growth regulation. Generally, the hierarchy does not follow the direction from the extracellular elements to
transcription factors. It is organized mostly by cell function reguiation types.

The pan of the upper group, which does not belong to lower-order SDS's, includes 20 elements. This
means, that if the Boolean model is used, all final states of this group can be calculated in a reasonable
amount of time, similar to the way it was done in {Cardenas-Garcia et al.. 2000].

Thus, the algorithm does not oaly facilitate the division of elements in easily analyzable sub-groups, but it
also allows us to visualize the elements involved in different biological functions.

Discussion and conclusions

We suggested the method of introducing a structure in the model of many- element interactions. The

http://www.bioinfo.de/isb/2002/02/0040/main.himl 2TINRIDD
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method is based on abstract topology. It permits to isolate. in a systematic way, the subsets of elements,
which are self-determined, and to build the hierarchy. The computation time, in many cases, depends
exponentially on the system size; isolating subsets, which can be analyzed separately, can significantly
reduce the amount of calculation.

As an example of the application, we consider the cellular signal transduction pathway related to the
oncogen protein Ras. The abstract procedure that we apply permits biologically meaningful division and
facilitates further analysts. From the discussion after Statement 2 it follows that the computation time for
finding all minimal SDS's generally behaves as O (N2). Hierarchy determination complexity is O (NM?),
where M is a number of orders. The calculation for 100 elements with a program written in C was taking
fraction of secongd.

The topological analysis can be useful when the interactions between different elements of the system are
known, but it is not clear how to group these elements. Of course, in some situations (for example if all
elements are included in a feedback loop), the topology will be trivial. One can expect task simplification
only if the topological structure is rich enough. The hierarchy we introduced is not the only possibility of
uniting self-dependent subsets; other procedures of uniting subsets may be better for different situations.
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Cellulat: an agent-based intracellular signalling model
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Abstract

The theory of behaviour-based systems (or autonomous agents) constitules 2 use{fu} approach for the modelling of
intracellular signalling networks. In this sense, a cell can be seen as an adaptive autonomous agent or as a society of
such agents, where cach can exhibit a particular behaviour depending on its cognitive capabilities. We present an
intracellular signalling modet obtained by intcgrating several computational techniques into an agent-based paradigm.
Celfulat. the model, takes into account two essential aspects of the intracellular signalling networks: (1) cognitive
capacities, which are modelled as the agent abilities to interact with the surrounding medium and (2) a spatial
organisalion, this last obtained using a shared data structure through which the agents communicate between them. We
propose a methodology for the modelling of intracellular signalting pathway using Cellulat and we discuss the goal of a
virtual Jaboratory based on our model and presently under developrent.

© 2002 Elsevier Science Treland Lid. All rights reserved.

Keywords: Intracellular signalling pathways: Autonomous agents; Blackboard archilecrure; Virtual laboratory

1. Introduction

Models of multiple interactions of proteins such
as those found in signal transduction allow for the
visualisation of the general network. They can
permit the prediction of the effects at the cellular
level of changes or perturbations to the system.
The changes that are required 1o be studied include
protein mutations or lesions to sechions of the

signalling pathway.

* Corrcsponding avthor. Tel.: +52-5-622-4511; fax: +352-5-
616-2203.
E-mail address: ppgp@servidor.unam.mx (P.P. Genzilez),

It 1s evident, due to the difficulty in having a
complete overview of the cell machinery, that the
more experimental data about cellular function we
obtain, the more important this computational
model becomes. The complexity of intraceltutar
communication networks makes them difficult to
mode] with any isolated technique. Howevér, when
integrating the most relevant features of known
technigues in a single computational system, it is
possible to obtain a robust model of signal
transduction.

Within the computer sciences, antificial intetli-
gence is one of the main areas used to model
biological systems. This is due to the great variety
of 1echniques and mecthods that suppon this

0302-2647/03/$ - see front maller & 2002 Elsevier Scicnce lreland Lid. Al rights reserved.
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research area, many of which are inherited (rom
disciplines such as cognitive sciences and neu-
roscience, both of which have an imporiani
biological component. Among the main techni-
ques of artificial intelligence and computer
sciences used to model cellular signalling networks
are artificial nevral networks (Bray and Lay, 1994;
Pritchard and Dufton, 2000), Boolean networks
(Edwards, 1995), Pétri nets (Fuss, 1987), rule-
based systems (C drdenas-Garcia, 2001; Laginez-
Otero, 1998), cellular automata (Edwards, 1995;
Waurthner et al., 2000), and multi-agent systems
(Fisher et al., 1999; Paton et al., 1995; Schwab and
Pienta, 1997).

Virtual laboratones have been developed in
different areas such as physics, electronics, ro-
botics, ethology, physiology, elc. to reproduce
experiments and can be extremely useful for
education and training. Jn particular, they can
" help visualise emergent properties of diverse sys-
tems. One of the reasons for our interest in the
analysis and understanding of the signalling path-
ways is to observe the generation of new proper-
ties. In principle, it is possible to observe these
processes in. a virtual laboratory based on the
paradigm that we are presenting here. Indeed as
we have done in previous work (Gershenson et al.,
2000).

The theory of behaviour-based systems or
autonomous agents (Brooks, 1986; Maes, 1994)
constitutes a useful approach for the modelling of
intracetlular signalling networks (Gonzalez et at.,
2000b). The model permits one 1o take into
account communication between agents via a
shared data structure, in which other cellular
compartments and elements of the signalling path-
ways can be explicitly represented. Jo this sense,
the blackboard architecture (Nij, 1989) becomes a
natural paradigm to simulate the intra cellular
milieu. .

In this paper, we propose a robust model of
intracellular signalling obtained by joining the
main struciural and functional characteristics of
behaviour-based systems and the blackboard ar-
chitecture. We consider that a cell can be seen as a
society of autonomous agents, where each agent
communicates with the others through the crea-
tion or modification of signals on a shared data

structure, named “blackboard™. The autonomous
agents modcl delermined functional components
of intracellular signalling pathways, such as sig-
nalling proteins and other mechanisms. The black-
board levels represent  different  cellular
compartments related to the signalling pathways,
whereas the different objects created on the black-
board rcpresent signal molecules, activation or
inhibition signals or others elements belonging 10
the intracellular medium.

Furthermore, when the autonomous agents are
used in an intracellular sigoalling model, the
cognitive capabilities of the signalling pathway
can be taken into account. The vse of blackboard
architecture permits the modelling of a high level
of spatia] organisation exhibited by the intracel-
hular signalling networks and strucrural character-
istics of the intracellular medium.

The rest of the paper is structured as follows:
Section 2 presents an overview of the information
processes of signalling intracellular nerworks. In
Section 3, some computational models for intra-
cellular signalling are briefly reviewed; Section 4
presents the intracellular signalling model pro-
posed. By instantiaing the paradigm with the
EGF receptor signalling pathway, Section 5 de-
scribes the methodology used. Section 6 js focussed
on the final goal of this work: the creation of an
intracellular signalling virtval Jaboratory.

2. An overview of signalling intracellular networks

In multicellular organisms, cell decisions about
survival, secretion of some molecule type, growth,
differentiation, senescence or death, are made on
the basis of external signals. These stimuli include
growth factors, hormones, cylokines, neuropep-
tides, ions and cell-cell adhesion signals. 1t is
essential to integrate information from multiple
sources for the cell to respond appropriately to a
wide range of conditions, and thereby obtain the
adaptabilily and consequential survival of the
organism.

A specific set of cell surface receptors allows
cells 1o perceive changes in the extracellular
environment. One of the most exciing recent
developments in molecular and cell biology has
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been the step by siep construction of protein
signalling cascades that trace the path of the
effects of an extracellular stmulus (rom the
external membrane 1o the celt nucleus. A protein
processing network mediates the transmission of
extracellular signals to their intracellular (argets.

In general, the external signals are transmitted
to the interior of the cells through receptors
activating diverse signalling pathways. They can
follow a single way 10 generate an answer, or
branch out and give rise 1o others pathways to do
so. From 1his sccond way of signal transduction
emerges an interconnected network, because path-
ways usually corresponding to different stimuli
cross and generate alternative trajectories.

The intracellular signalling implies several mo-
Jecular processes. This processing can be as simple
as the direct introduction of the signal 1o the
nucleus and the activation of the expected genes
for a specific response. On the other hand, they
can be very complicated and include muitple
stages. For example, the receptor could activate
effector proteins like membrane tyrosine kinases
directly, or through some intermediaries as G
proteins and adapter proteins. They activate the
cytosolic protein network described below and in
turn, into the nuclens a specific set of (ranscription
factor proteins, which determine the transcription
of genes involved in the specified cellular response.

Several pathways of signal transduction systems
have been described for the extraceliular signal
membrane receptors and they could be included in
to two general ones: receptor linked G proteins
and receptor Jinked effector protein, and some
specific cases include:

s Adenylate cyclase system

e Phosphoinositides—calcium system

e Mitogen activated protein kinases system
(MAKPs)

e JAK/STAT activation system

e The esphingomieline—ceramide system

e The jonic channel function receptor system

The MAPK cascade is a central signal transduc-
tion pathway that is activated by growth factors,
and is known to be involved in diverse ccllutar
functions. In particular, we modelled the EGF

activated pathway which crosstalks with the men-
tioned systemns. The processes related to ageing
and cellular proliferation constitute our main
interest.

It should be mentioned that we are not model-
ling a specific cellular 1ype. Once we have the
functional model with all the elements involved in
one pluripotencial cell, it is relatively easy to
extend it to cellular types.

3. Computational models for intracellular signalling

Computational models in signal transduction
pathways have been made using different points of
view. Each research group chose the approach
which seemed best for it. The different models
have been proposed according to the perspective
that each research group has of the pathway they
want to model. This perspective involves a range
from the types of information processing present
a1 cellular level, such as sequental, parallel,
distributed, concurrent and emergent; to the
cognilive capabilities exhibited by certain signal
transduction pathway component, such as mem-
ory, leaming, pattern recognition and handling
fuzzy data.

In this sense, several computational approaches
have been proposed to model the cellular signal-
ling pathways, such as artificial neural networks.
Table 1 summarises the main characteristics of
these computational approaches, taking into ac-
count the idea behind the approach, the cognitive
capabilities that can be modelled, 1ypes of present
information processing, and the part of the cellular
signalling to be modelled.

From each model we took some points that we
considered suitable for owr work. Thus, our
approach sces the dynamics of the cellular signal
transduction in terms of a collection of autono-
mous agents communicating among them through
a shared data structure, where each agent is
imptemented as an arnficial neural network, a
package of production rules, 2 Boolean network or
a molecular automata, depending of the complex-
ity of the task carried out by the agent and the
knowledge degree or cognitive capabilities re-
quired by it.
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4. Cellulat: an intracellular signalling model
4.1. Initial considerations

Our model considers that the cel) as well as its
compornents can acl as agents with cognitive
capabilities. As such, the cell perceives its external
environment through its surface receptors and acts
on them by generating internal messages, which
will be able 1o affect its behaviour and vltimately
the behaviour of the organism of which the cell is a
part. The cell’'s external environment is also
dynamic and complex, in which an extensive range
of signals and combinations of these can exist. The
cell decides how to relate the received external
signals (signalling molecules) to its internal signals
(activation/inactivation signals), so that their goals
(celiular functions) can take place. Finally, the cell
is able also to adapt to its environment. That is, it
is constantly adapting its behaviour to the changes
that take place i the environment and to the
signals received.

We consider the main signalling pathway com-
ponents as adaplive autonomous. agents and
require a medium through which the communica-
tion among them takes place, having the results
produced by these interactions, e.g. activation and
phosphorylation levels, recorded. The blackboard
architecture (Nii, 1989; Gonzalez and Negrete,
1997; Negrete and Gonzalez, 1998) provides an
ideal paradigm to satisfy the requirements men-
tioned before. The idea behind the blackboard
architecture 15 to handle the problem of shared
information between multiple expert agents.

The blackboard architecture is defined in terms
of three basic components: (1) a set of independent
modules, named knowledge sources, which con-
tain specific knowledge about a problem domain,
(2) a shared data structure, named blackboard,
through which the knowledge sources communi-
cate to each other, and (3) a control mechanism,
which determines the order in which the knowl-
edge sources will operate on the blackboard.

The knowledge sources can be built as adaptive
autonomous agents when the knowledge is re-
placed by a behaviour repertoire and an adaptive
action selection mechanism has been allowed to
control the interactions that the first ones execute

on blackboard (Gonz dlez, 2000). 1n this way, these
agents can mode] intracellular signalling pathway
components such as receptors, non-catalytic pro-
teins, and enzymes. On the other hand, the black-
board structure allows for a modelling of the
intraceflular medium structure through its levels.
That is, different cellular structures involved in the
mntracellular signalling could be mapped to differ-
ent blackboard levels. The blackboard structure
also provides a continuous trace of all interactions
occurring among the agents. This trace can be seen
as a topologic map distnbuted between the black-
board levels and its elements reflect the different
degrees of activation, inactivation, phosphoryla-
tion and desphosphorylation that characterise the
intracellular signalling in a given time.

These previous considerations constitute the
functional and strucrural essence of the intrace)-
lular signalling model described below.

4.2. The model

Our proposal consists in modelling the cell as an
autonomous agent, which in tum is composed by a
society of these agents, where each agent commu-
nicates through a blackboard with others. The
model constitutes a refinement and adaptation of
an action selection mechanism structured on a
blackboard architecture previously developed by
us, called Internal Behaviours Network (1BeNet)
(Gershenson et al., 2000; Gonzalez, 2000; Gonza-
lez et al., 20002). Although the 1BeNet was initially
built 10 control the action selection in autonomous
agents (physical robots, animats, or artificial
creatures simulated on a computer), it constitutes
a waorking environment for the bottom-up model-
ling of information processing systems charac-
terised by: (1) modularity, (2) paralle], distributed
and emergenl processing, (3) coordination and
opportunistic integration of several tasks in real
tirne, (4) use of several abstraction or context levels
for the different types of information that partici-
pate 1n the processing network, (5) decision mak-
ing, and (6) cognitive capabilities such as adaptive
action selection, memory and learning (Gonzalez,
2000).
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% Internal Autonomous

e

Fig. 1. Architeciure of Cellulat.

As mentioned above. the intracellular signalling
model has been named Cellulat (Fig. 1). Four
main compozents define the structure:

the blackboard

the internal autonomous agents
the interface autonomous agents
the control mechanisms

Different levels in the blackboard correspond to
different static and nested cellular compartments
through which the signal transduction takes place.
In the ccl} this compartmentalisation allows for the

self-organisation of structures from stochastic
process, such as the creation of signalling cascades
from diffusion. The compartmentalisation is char-
aclerised by the following properties: (1) interac-
tion restrictions for the different signalling
components and (2) different rates for diffusion
reaction processes. The above mentioned can be
obtained using the blackboard architecture in
Cellulat. The solution elements recorded on the
blackboard represent two main types of intracel-
lular signals: signalling molecules and activation/
inactivation sigpals. Both types of signals are
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synthesised or created by intermal autonomous
agents and these, aither directly or indirectly,
promote the activation/inactivation of other inter-
nal autonomous agents. Other types of cellular
elements or structures can be represented on the
blackboard as well.

The term “internal autonomous agent’ has been
used 10 identify the proleins whose tasks deal with
the creation or modification of signals on the
blackboard. An internal autonomous agent ob-
tains a signal or combination of signals from a
determined blackboard level and transduces these
into other signals on the same or other blackboard
" level. The way in which a signal is transduced
depends on the cognitive capabilities of the inter-
nal autonomous ageni. Internal autonormmous
agents model components of the intracellular
signalling network such as proteins and other
molecules necessary to carry out the signal trans-
duction. .

On the other hand, the function of an interface
autonomous agent is to establish the communica-
tion between the blackboard apd the external
medium (they are simiar to sensors or actuators
18 a behaviour-based system). The recognition of a
signal by an interface agent depends both on the
signal characteristics and the cognitive capabilities
of the agent. In this manner, each external signal
or combinations of these are recognised by differ-
ent agents in different ways. Each agent, indepen-
dently of its type, is composed of three main
components; a set of attributes, a repertoire of
behaviours and an action selection mechanism.
The set of attributes and its values define the main
characteristics of the agent. These characteristics
reflect the state of the agent in 2 given time. The
repertoire of behaviours involves all possible
actions that the agent can execute. Each behaviour
has a condition part and an action part. The
condition part must be fulfitled in order for the
corresponding action part to be executed. The
condition part is satisfied when certain attribute
values, signals recorded on the blackboard and/or
external signals to blackboard are observed. The
action part establishes the action that the agent
must execute. The execution of an action could
consist in the modification of attributes values of
the agent or the others agents and/or in the

creation or modification of signals on the black-
board. The way in which both parts are linked
depends on the complexity of the intracellular
component modelied by the agent. For this reason,
agents which model complex components could
use more advanced techniques, such as neural
networks, or any combination of other techniques,
to link them. Agents which model less complex
components could use Jess sophisticated but useful
techniques, such as production rules or Boolean
networks.

The role of the action selection mechanism is 1o
select, at every moment in time, the most appro-
priate action among all possible actions that the
agent could execute. This selection is done taking
into account both internal and external signals.
The internal signals are specified through attribute
values of the agent, whereas the external signals to
agent are the signals or elements recorded on the
blackboard or other sigrals outside the black-
board. This last kind of signal corresponds to the
extraceliular signals. The extracellular milieu is
represented in our architecture as other data
structure, which is independent to blackboard.
The extracellular signals are elements belonging to
this data structure.

The work of both types of agents is event-
directed. This is, each element regstered on the
blackboard (e.g. secondary messengers or activa-
tion/inactivation signals) or each extracellular
signal perceived (e.g. ligands) constitutes an event,
which could satisfy the condition part of certain
behaviours in one or more autonomous agents.

In Figs. 2 and 3 the attributes and behaviour
repertoire of two intracellular signalling compo-
nents in Cellulat are shown. Fig. 2. shows an
interface autonomous agent whose identity, attri-
butes and behaviour repertoire correspond to a
type 1 receptor. As can be seen in Fig. 2, Free
current concentration (FCC) and Vector of ligands
(VL) are two kinds of attributes of this agent,
whereas External-Jnteraction is a behaviour. The
condition part of this behaviour is fulfilled when
there is a ligand in the extracellular milieu; this
ligand is specified in the VL attribute of receptor
agent and both attributes values FCC belonging to
receptor agent and FCC belonging ligand object
exceed certain thresholds. Fig. 3 represents an
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Fig. 3, Adapter proion model in Cellulal.

internal autonomous agent which models an
adapter protein. As shown in Fig. 3, FCC and
Interaction receptor vector (IRV) are two kinds of
attributes of this agent, whereas Prorein- Receptor-
Interaction is a behaviour. The condition part of
this behaviour s fulfillcd when a receptor activa-

tion signal has been created on the blackboard and
this receptor is specified in the IRV attrjbute of the
adapter protein agent and both attributes values
FCC belonging (o adapter protein agent and FCC
belonging to receptor agent exceed certain thresh-
olds. In both cases, the behaviours of the agents
shown in Figs. 2 and 3 have been modelled vsing
production rules, as a first approach.

The architecture of Cellulat involves two types
of control mechanisms. One of these control
mechanisms is part of the agent structure and it
was described above as the action selection me-
chanism. The other control mechanism is external
to the agent and its role is to camry out the
scheduling among different actions to be executed
by different agents in a given time. This type of
control involves a competition prooess, which
takes place in order to select the more appropnate
action to be finally executed. Our agents act
concurrently and the logical consequences of their -
interactions generate a logical relative timc se-
quernce.

4.3. Cognitive capabilities of Cellulat's agents

1t is known that certain types of proteins exhibit
several cognitive capabilities such as pattern re-
cognition, memory, and handling fuzzy data
(Fisher et al, 1999; Bhalla and Iyengar, 1999).
The evolution, learning and emergence of proper-
ties have also been suggested in protein networks
(Pritchard and Dufton, 2000). In Cellulat, both
types of autonomous agents exhibit several cogni-
tive capabilities mentioned above. These capabil-
ities allow the autonomous agents to exhibit
adaptive behaviour. These cognitive capabilities
are 1o be supported by several anificial intelligence
paradigms including the following approaches:
rule-based reasoning, probabilistic reasoning, arti-
ficial neura) networks, Boolean networks, fuzzy
logic systems, and multidimensional logic systems.

4.4. Modelling spatial organisation in Cellulat

Another important aspect to consider in the
modelling of intraceliular signalling networks is
their spatial organisation. Recent expenmenta)
data clearly demonstrate that many intracellular
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signalling networks exhibil a high level of spatial
organisation. Cellular functions could depend on
the spatial organisation of the cell’s components.
New intracellular signalling models take this into
account (Fisher et al., 2000). Cellulat models the
spatial organisation taking into account 1wo
organisauonal criteria of the blackboard architec-
ture. The first is horizontal organisation, given by
the different abstraction levels of the blackboard
(cellular companiments), which allow intra level
signal processing. The other is vertical organisa-
tion, given by columns crossing different black-
board levels. These columns arnise as 2 result of the
adjoining work of several internal autopomous
agents that operate at a same verlical section of
blackboard, which cover different levels. We have
named these columps “agency columns”, where an
agency column cosrresponds to a given type of
signalling pathway.

Convergence and divergence of agency columns
can occur, and these processes could be related
with evolution and learning of the signalling
networks (Gonz alez, 2000). In this way, the model
proposed allows modelling of intraceltular signal-
ling pathways by taking into account their spatial
organisation. This is, the two informauon proces-
sing levels present in Cellulat (horizontal and
vertical) allow us 10 establish what may be called
a “topology preserving map”.

5. Modelling EGF receptor signalling pathway: an
instantiation of the paradigm

The creation of an intracellular signalling net-
work can be seen as an incremental process of
definition and refinement of the pathway elements
such as receptors, enzymes and secondary messea-
gers, which are expressed as interface autonomous
agents, jnternal autonomous agents or objects
recorded on blackboard levels in Cellulat. Apply-
ing part of the methodology previously presented
by Gonzalez et al. (2000b) we modelled a MAPK
signalling pathway activated by the epidermal
growth factor (EGF). Fig. 4 shows an interaction
mode] of the MAPK signalling pathway. The
identity of proteins belonging to MAPK signalling
pathway are shown in Table 2.

Fig. 4. MAPK signalling pathway interaction model. Numbers
are individual proteins. Arrows represent the relation belween
wo proleins. Two or more arrows mean 'coopcm'live or
alternative aclion. Seciions are indicated.

As can be seen in Fig. 4, the signalling pathway
has been divided in three sectiops as part of the
modelling methodology. The sections are the
following:

o First section: from ligand to the activation of
the receptor.

o Second section: from the activated receptor to
the activation of cytosolic kinases.

e Third section: from the activated cyrosolic
kinases to the activation of transcription fac-
tors.

Here, we will present only a few steps of the
previously described methodology. The EGF re-
ceptor (EGFR) signal pathway is one of the main
regulators of cell proliferation, differentiation,
senescence and apoptosis. The elements included
in the three sections are explained below.

Polypeptides such as growth factors, differentia-
tion factors and hormones are crucial components
of the regulatory systems that coordinate develop-
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Tablc 2
MAPK signal transduction ¢lemenis
Number [dentity Number Identity . Number Identity Number Idenlity
1 EGF 15 Rap 29 JAK 43 cJun
2 EGFR 16 edcd? 30 MLK a4 JunD
3 Grb2 17 Rac 31 PKC 45 FosB
4 She 18 KSR 32 PDK a8 JunB
[ Gab2 19 RasGRp 33 AKT 47 AP1
6 Sos 20 RasGRF X MEK 48 1Pl
1 pl120 21 Src 35 MEKK 49 Elk)
8 pl90 22 PLCg 36 RSK 50 CREB
9 plls 23 SHP2 37 ERK] S1 cAb]
10 cdci2 GAB 24 SHPI 38 ERK2 52 STAT
11 RapGAP 25 Pyk2 39 JNKK 53 ATF2
12 Dbl 26 PI3K 40 JNK 54 SRF
13 Rho 217 PAK 4) MKPI
14 Ras 28 Rafl 42 cFos
The numbers correspond to Fig. 4.
ment of multicellular organisms. Many of these
. . . ) ; - | EGFH == E3
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kinase domain and its signalling potential are
mediated by receptor dimerisation.

Ligand binding and the subsequent conforma-
tional aiteration of the extracellular domain induce
receptor dimerisation, which stabilises interaction
of kinase function by molecular interaction. Re-
ceptor dimerisation permits the transmission of a
conformational change from the extracellular
domain to the cytoplasmic domain and it allows
its interaction with the following proteins of the
signalling cascade. These interactions give rise to
the first section of the model. The identified
components belonging to this section are the
following:

o Signalling molecules: EGF
e Receptors: EGFR

Fig. 5 presents the value assignment to the
attnibutes defining one of the previously identified
components. The elements of the vector of ligands
represent the ligand identity, the affinity of the
receptor for the Jigand and the interaclion rela-
tionship between them. The elements of the vector
of phosphorylation sites represent the identity of

Fig 5. Initial values of an interface agent EGFR.

the molecule, identity of the phosphorylation
protein, and the site state, When this identity is
equal 1o the receptor identity (in this case, EGFR),
it is a selfphosphorylation site.

Controlling the state of phosphorylation is an
important mechanism by which signalling mole-
cules regulate the activity of other proteins. A

b s
T
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common : theme in molecular signalling is the
kinase cascade, in.which a linear series of kinases
is activated.by phosphorylation by a kinase. The
first kinase Is specifying growth factor receptor. In
this'phase of the signalling cascade, phosphatases
that regutate the state of activation and inactiva-
tion, and’'adapter proteins that facilitate interac-
tion between two proteins also participate. This
gives rise to the second section of the model. The
identified components belonging to the second
section are the following:

e Adapter proteins: GRB2, SHC, Gab2

e Guanine interchanging proteins: Sos, p120,
p190, p115, cdc42GAP, RapGAP
G proteins: Rho, Ras, Rap, cdc42, Rac
Enzymes: KSR, RasGRP, RasGRF, Sre,
PLCg, SHP-2

Fig. 6 presents the value assignment to the
attributes defining a previously identified compo-
nent in second secton, whereas Figs. 7-9 display
the values of some attributes of this component.
The elercents of the interaction protein vector

Fig. 7. Signalling palhway vector of GRB2.
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Fig. 8. Domain vector of GRB2.
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Fig. 6. Inilial values of an internal agent GRB2.

Fig. 9. Interaction protein vector of GRB2.

represent the protein identity, the domain identity,
the affinity and interaction relationship values.

The third section of the mode] corresponds to
the activation of transcription factors by kipase
proteins. The transcription factors activate the
transcription of genes codifying for proteins in-
volved, in this case, in cell growth. Some of these
formed proteins belong to this signalling pathway,
and others give rise to transcription factors. This is
a reason why a positive or negative feedback can
be observed. This third section includes the
following components:

e Enzymes: Pyk2, PI3K, PAK, Raf, JAK, PAK,
MLK, PKA, PKC, PDK, AKT, MEK,
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MEKK, RSK, ERKI1, ERK2, JNKK, JNK,
SEK, S6K, MKPI

e Transcription factors: c¢-Fos. c-Jun, JunD,
FosB, JunB, IP-1, Elk-1, CREB, c-Abl, STAT,
ATF2

The signalling components shown in Figs. 5 and
6 were created using the interface of a virtual
laboratory based on Cellulat, which is brefly
discussed in the next-section. All the components
of the MAPK signalling pathway identified in each
of these three sections are shown in Table 3

Fig. 10 shows the semantics assigned 1o the
different blackboard levels and types of agent in
Cellulat for this pathway. For example, the agents
of the ““Adapter protein” type would be GRB2,
SHC, and Gab2; and some of the agents of the
“G-protein” type would be Rho, Ras, and Rap.
The elemental behaviour repertoire of all these
agents has been defined using production rules as a
first approach. Once an agent js able to interact
“with its externa) and internal milieu in an adeguate
v‘_'ray, other more complex behaviours can be
defined through an improvement of the produc-
tion rule scheme and/or including other informa-
tion processing models more sophisticated.

Once defined the elements belonging to each of
the sections of the MAPK signalling pathway,
according to our methodology, each section is
tested, thereby assembling the sections to form the
complete pathway,

Table 3
Jdentified components of 1he MAPK signalling pathway

" Gebroigin

- e

i et 7
-t bl B e i F e 0 4)

CAdapter-protein’

R e e
CETExtracellulariiis
senviron

Fig. 0. Model of EGFR signalling pathway in Cellulat.

6. Towards a virtual Jaboratory of jniracellular
signalling

As discussed, each cell in a muiticellular organ-
ism receives specific combinations of chemical
signals generated by other cells or from their
internal mitien. The final effect of the signals
received by a cell can be translated in short term
responses: secretion of some molecule, metabolism
and shape changes. Long term responses: prolif-
eration, differentiation, apoplosis and carcinogen-

Section Component lype Componenl identily

EGF
EGFR
Grb2. She, Gab2

I Signalling molecule
Receptor

1 Adapler protein

Guanine interchanging

protein

G protein

Enzymes

111 Enzymes

Rho, Ras, Rap, Cdcd2, Rac

Transcription factors

Sos. pl20. p)90, pl15, cdcd2GAB, RapGAP, Dbi

KSR, RasGRP, RasGRF, Sre. PLCg. SHP2, SHPI

Pyk2, PI3K, PAK, Raf, JAK. MLK, PKA. PKC. PDK, AKT. MEK. MEKK. RSK, ERK],
ERK2, JNKK. JNK, MKPI

cFos, cJun, JunD, FosB, JunB, AP}, IP1, ElkI. CRLEB. cAbl, STAT. ATF2
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esis. Once the extracellular signals bind to the
receplors, different signal transmissicn routes are
activated, generating a complex information pro-
cessing network.

In the future, in order to understand how to
engineer such a system, we would like to see the
_effects of perturbations on the systems such as
adding elements or taking them out as knock-outs.
The expected effects would be directly on the
cognitive capacity of the network and ultimately
on the decisions taken by the cell in order to
differentiate, proliferate or become senescent.
Pathologies and natural processes can be followed
in the computation of the interactions made by the
components in the modelled network. The para-
digm presented here is the backbone of the virtual
laboratory. With the virtval laboratory we hope
that etiologies and expected results of putative
therapeutic strategies can be visualised. Figs. 11
and 12 show part of the virtual laboratory inter-
* face in its initial stage of development. Through
compenent browser the different signalling com-
ponerits are created, modified and visvalised.

7. Conclusion

We have constructed an intracellular signalling
model where the cognitive capabilitics arc coded
using behaviour-based paradigms and thc black-
board architecture. In Cellulat, the fusion of the
agent-based approach and the blackboard archi-
tecture constitutes an initial platform to incorpo-
rate other bioinformatic paradigms, n which
logics describe the gifferent molecular mechanisms

Fig. 11, Initisl snierface of the intracellvlar signalling virtual
laboratory.
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Fig. 12. Signalling component browser.

of the cell. Among the paradigms to be incorpo-
rated are neural and Boolean networks. Recruiting
these techpiques, the complexity of the topology
and cognitive capacities of intracellular signalling
system can be studied. In our group we are
currently following them in the context of patho-
Jogical states, in particular, senescence and cancer.

We hope that by making the system available to
the community, the requirement of resources in a
given experimentzl laboratory will be diminished.
As mentioned above, other simulators have been
suceessfully implemented'in order to facilitate the
orientation of the experimental strategy. This saves
time and can avoid the risk of using dangerous or
delicate equipments and materials. The expected
behaviour of a system that has components
interacting with each other by activations and
inhibitions need not be studied in an experimental
or clinical setting. The interactions can be mod-
clled “in silico” by Boolean expressions and the
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outcomes can be derived theoretically. We will
modily components in the systemn in order to
emulate mutations. The resuling state of the
system should correspond to a pathological one
if the initial conditions were a healthy context or it
can be an improvement in case the modification
corrects a pathological component.

It should be mentioned that with the construc-
tion of the model, we also expect to observe
emerging cognitive properties of the networks. It
is evident that this will occur as we have found this
in other systems having the same structure,
architecrure, communication and types of compo-
nents. Among the more interesting properties
found are the adaptive action selection, non-linear
association, pattern recognition, memory and the
handling of fuzzy data. These results will be
presented in future publications.
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