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RESÚMEN

El trabajo de esta tesis esta dedicado a la creación de modelos computacionales
de las vías de señalización intracelular para la búsqueda ' de blancos
terapéuticos, potencialmente útiles en el control de enfermedades.

A las vías de señalización intracelular las conforman elementos de
diferente naturaleza química (proteínas, iones, hormonas lipidicas entre otros).
Las reacciones en las que participan los diferentes elementos sirven para
transmitir señales exteriores a través de la membrana plasmática hacia el interior
de la célula; o señales internas a través de receptores nucleares. En ambos
casos finalmente se provocan respuestas celulares como por ejemplo
diferenciación, envejecimiento y muerte celular. Generalmente, los elementos de
las vías forman una complicada red de interacciones y el comportamiento del
sistema completo es difícil de comprender y predecir. Por ejemplo, no es fácil
determinar la ruta que seguirá una señal para dar la respuesta celular final.

El progreso de las técnicas de computación en las últimas décadas hace
factible el desarrollo de programas que ayudan a representar y modelar el
comportamiento de complicados sistemas biológicos. En esta tesis hemos
estudiado las posibilidades de la aplicación de estas técnicas para modelar las
vías de señalización con la esperanza de obtener información que puede ser útil
para la identificación de posibles blancos terapéuticos. Consideramos un blanco
terapéutico a una proteína esencial para la célula.

Las vías seleccionadas para modelar son aquellas en las que participa la
proteína Ras (producto del protooncogen ras. Los protooncogenes son genes
normales que generalmente están relacionados con la regulación de la
proliferación celular, que por mutación pueden convertirse en oncogenes o
genes promotores de cáncer). Se eligió a esta proteína, ya que es un punto de
convergencia para varias vías de señalización, implicadas en el desarrollo y
control de la proliferación celular, así como en el control del ciclo celular.

Se han desarrollado dos modelos. El primero se hizo en base al cálculo
tradicional para sistemas dinámicos, donde el estado del sistema en el siguiente
momento del tiempo depende de su estado en el momento anterior. Para la
computación los momentos de tiempo son discretos y no continuos. Finalmente
el sistema llega a algún estado de equilibrio, o a la repetición continua de cierto
número de estados llamado ciclo límite. En este caso a cada uno de los
elementos que participa en las vías de señalización se le asigna un valor inicial
(activo o inactivo). El problema, entonces, se reduce matemáticamente a la
determinación del estado final del sistema, dado su estado inicial. La dificultad
consiste en el gran número de posibles combinaciones iniciales, porque
típicamente el número de combinaciones depende de manera exponencial del
tamaño de sistema. Usualmente las vías de señalización incluyen más de 100
elementos, por lo que el cálculo directo se hace imposible. Hemos desarrollado y
aplicado la técnica que permite reducir de manera drástica el volumen de
cálculo, utilizando el hecho de que existen ciertos grupos de elementos de las
vías de señalización que tienen interacciones entre sí. En este caso se
consideran posibles blancos terapéuticos a aquellos elementos que no

iii



RESÚMEN

importando la combinación de estados (activo o inactivo), se requiere que
siempre estén activos; si no están 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 vías de
señalización cambia de estado activo a inactivo empleando una serie de reglas
de inferencia, almacenadas en la base de conocimientos; esta base se realizó
empleando la información experimental reportada en la literatura. El motor de
inferencia determina qué reglas de inferencia deben cumplirse para llegar a una
combinación final de estados (activo o inactivo). En este caso una proteína
blanco será aquella cuya ausencia llevará a una combinación final de estados,
que represente a la muerte celular.

Como un ejemplo particular, nuestro sistema experto indica que la
inhibición de la proteína 14-3-30- puede causar la muerte celular. Realizamos
experimentos en la línea celular MCF 7 de cáncer de mama, utilizando
oligonucleótidos que forman una triple hélice de ADN o triplex, con una
secuencia de ADN para inhibir la producción de esta proteína. Nuestros
resultados muestran que existe una disminución de los niveles de la proteína
14-3-30- y disminución en la viabilidad celular.
Nuestra experiencia con los sistemas computacionales nos indica, que aunque
ellos muestran algunas dependencias útiles y pueden ser de ayuda, todavía se
necesitan mucho más datos sobre las vías de señalización y refinamiento de
técnicas computacionales para llegar a modelos confiables.
El comportamiento real de las células y sus vías de señalización es más
complicado de lo que actualmente se puede con seguridad predecir utilizando
las técnicas de computación. Si embargo, los modelos computacionales de
sistemas biológicos se desarrollan rápidamente y tienen gran potencial para el
futuro.

IV



AB5TRACT

The work of this thesis is related to the creation of computer models of
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 Iimit
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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ABSTRACT

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
30' 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 14-3-30' 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



INTRODUCCiÓN

..
I.I Modelos computacionales de sistemas biológicos.

La célula vista como un sistema contiene un gran número de elementos que se
relacionan de diferente manera. El comportamiento del sistema completo es
difícil de comprender y predecir, sin embargo el progreso de las técnicas de
computación en las últimas décadas hace factible el desarrollo de programas
que ayuden a representar y modelar el comportamiento de complicados
sistemas biológicos 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 vías de señalización.

Tabla 1. Aproximaciones computacionales empleadas para modelar sistemas biológicos .

Aproximación Idea relacionada con la Forma de procesar Sistema biológico Referencias
computacional aproximación la información modelado
Redes Se cons ideran dos estados Paralelo Redes genéticas, Kauffman, 1991;
booleanas para cada gen, y la interacción interacción entre Edwards, 1995;

entre ellos. El estado de cada genes . Karp y Paley ,
gen depende de una func ión 1994; Armas et al
booleana particular. 2000

Sistemas Las interacciones entre los Paralelo secuencial Señal ización Lagunez-Otero ,
expertos componentes de las redes de intracelular 1998; Taka i-

señalización se modelan Igarash i y
usando rectas de producción. Kaminuma, 1998

Autómatas La interacción entre las Paralelo Redes proteicas, Marijuan, 1994;
celulares prote inas se modela como señal ización 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 Petr i La célula se cons idera como Secuencial Vias metabó licas Holcombe , 1994
gráfico conectado con dos concurrente Doi et al, 2004
tipos de nodos . Un tipo
representa elementos o
moléculas de señal ización y el
otro representa trans iciones
como la activación .

Redes Las redes proteicas de Paralelo distribuido, Redes proteicas, Bray , 1990; Bray y
neuronales señalización se ven como emergente. señalización Lay, 1994; Bray ,
art ificiales neuronas artific iales. Como intracelular 1995; Pritchard y

una neurona artificia l, una Dufton , 2000 ;
proteína recibe un valor de Paton , 1993
ent rada , produce una salida, y
un valor de activación.

Sistemas La célula se cons idera como Paralelo distribuido, Señalización Paton et al., 1995;
distribuidos una colección de agentes que emergente intracelular Fisher, et al., 2000
(agentes) trabajan en paralelo y se Gonzá lez-Pérez et

comun ican entre ellos a través al,2003.
de mensajes.

Modelos El comportamiento de las Paralelo distribuido, Activación por EGF Brigthman y Fell ,
cont inuos proteínas depende de sus emergente y NGF, Y su relación 2000 ; Bhalla y

var iables flsicoqu ímicas como con MAPK cinasas . Iyengar 1999
la concentración y la afinidad. Ca2

+ , PKC, PKA ,
Los camb ios de estas CaM y sistema
variables se representan con CaMKl1.
respecto al tiempo cont inuo,
med iante ecuaciones
diferenciales .



INTRODUCCiÓN

En esta tesis hemos aplicado técnicas computacionales para modelar las vías de
señalización intracelular con la esperanza de obtener información que puede ser
útil para la identificación de posibles blancos terapéuticos.

1.0 Sistemas dinámicos.

Sistemas dinámicos 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, o una secuencia
discreta de momentos. En el primer caso la descripción matemática usualmente
se lleva a cabo con las ecuaciones diferenciales ordinarias o en derivadas
parciales. En el segundo caso la descripción se produce por medio de "mapeo".
Los parámetros que definen el estado del sistema modelado también pueden ser
continuos o discretos. Por ejemplo , el movimiento de una partícula se describe
con 3 coordenadas que cambian con el tiempo. En este caso tanto los
parámetros, como el tiempo son continuos. Por otro lado, la computadora como
sistema dinámico tiene el estado que se describe con los números O y 1, Y la
unidad del tiempo se define por el pulso de reloj, entonces es un sistema
discreto. Los sistemas dinámicos se utilizan en gran escala en física, ingeniería y
áreas afines .

2.0 Sistemas expertos.

Los sistemas expertos tratan de reproducir el razonamiento de los expertos
humanos en la resolución 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 características , en la "Dartmouth
computer conference" en 1956, http://Iivinginternet.com/i/iLai.htm.
La Inteligencia Artificial es el conjunto de técnicas que se aplican en el diseño de
programas para computadora con la capacidad de razonar, en el sentido de
inferir nueva información, y que por la dificultad del problema a resolver
requieren una solución "inteligente".
Esta cualidad de inteligencia implica una serie de elementos distintivos y
fundamentales de la inteligencia, tales como la capacidad de aprendizaje, de
autocorrección y de razonamiento .

2.1 Elementos básicos de los sistemas expertos.

Los elementos básicos que caracterizan a las aplicaciones de la inteligencia
artificial son:
1. Búsqueda heurística: Es un conjunto de técnicas que hacen posible el

proceso de selección de la solución de un determinado problema, ya que
en cada etapa de decisión la situación cambia, abriendo nuevas opciones
y haciendo que el número de posibles ramas sea tan elevado que es
preciso establecer ciertas reglas empíricas (heurísticas) que permitan
elegir las ramas que tienen la máxima probabilidad de llevar a la solución
y optimizar así el proceso de búsqueda (figura 1).
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11. Lógica y razonamiento: Es el grupo de procedimientos que permiten
deducir nueva información a partir del conocimiento de un conjunto de
hechos o deducir conclusiones a partir de determinadas premisas . Son los
métodos y algoritmos de trabajo, y con ellos se intenta reproducir los
mecanismos habituales en el razonamiento humano.

111. Lenguajes y herramientas de programación específicos (por ejemplo los
lenguajes L1SP y PROLOG) para poder desarrollar las diversas
aplicaciones de la inteligencia artificial.

IV. Representación del conocimiento: cuyo propósito es organizar la
información 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

Nivel 2

Nivel 3

Figura 1. Niveles de toma de decisiones. Los puntos representan objetos o elementos, y las líneas la
relación o flujo de información entre ellos, el color de los puntos representa diferentes opciones de elección.
La información 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 empíricas (heuristicas) que permitan elegir la rama con
mayor probabilidad de llevar a la solución.

2.2 Areas de aplicación de la inteligencia artificial.

La inteligencia artificial tiene aplicación en casi todas las áreas tecnológicas,
aunque tradicionalmente se han considerado cuatro:

1. El procesamiento del lenguaje natural. Emplean cualquiera de los idiomas
utilizados por los humanos para la traducción automática, la comprensión
y generación de textos, etc.

11. La visión por computadora, que incluye las técnicas de registro y de
proceso de imágenes, de reconocimiento de la realidad que rodea a la
computadora, por medio de la captación de las imágenes del mundo
exterior.

111. La resolución de problemas y la planificación automática . Incluye la mayor
parte de los trabajos de inteligencia artificial. Según la inteligencia
artificial, un problema se caracteriza por la existencia de una situación
inicial, un objetivo o situación deseada y un grupo de métodos o acciones
que permiten pasar de un estado a otro.

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

3
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2.3. Sistemas basados en el conocimiento.

Es una aplicación 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 características fundamentales.

1. Tienen separados los mecanismos de operación (algoritmos, métodos), y
11. El conocimiento (información) .
Los sistemas basados en el conocimiento se dividen en:
1. 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
públicamente disponible en la documentación técnica y científica sobre la
materia.

11. Bases de datos Inteligentes. La diferencia entre los sistemas expertos y
los incluidos en este segundo grupo radica en que en estos últimos, el
conocimiento suele estar basado no en la experiencia de los técnicos,
sino en el conocimiento públicamente disponible en la documentación
técnica y científica 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 difíciles como para requerir experiencia humana en su solución .
El conocimiento necesario para operar en tal nivel, añadido a los procedimientos
de inferencia utilizados, puede ser considerado como un modelo de la
experiencia de los mejores operadores en dicho campo.

De esta definición se obtienen las características principales de un sistema
experto:

1. Es un programa de computadora.
11. Tiene una gran cantidad de conocimiento de hechos (público) y heurístico

(experto humano) sobre un problema.
111. Realiza un razonamiento similar al que haría el experto.
IV. 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 está formado por:
1. Base de conocimientos.
11. El motor de inferencia.
111. Las interfaces gráficas con el usuario del sistema experto y con el

programador.
IV. El control de ejecución del sistema.

4
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El siguiente diagrama representa las distintas partes que forman el sistema
experto y las relaciones que unen a estos componentes.

Programador

Basede I Basede Datos IConocimientos I
I Interfaz :

Motor de Interfaz
Gráfica

¡......-
Inferencia

II Control de Ejecución I

Usuario
Final

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

1. La base de conocimientos.
Está constituida por todo el conocimiento e información que el programador haya
podido reunir, a partir no solamente del experto , sobre el problema a tratar , sino
también de la información científica publicada sobre el área. Todos los demás
bloques estarán condicionados a una serie de decisiones tomadas al realizar la
base de conocimientos. De ahí 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 heurísticas entre los hechos.

1.1 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, además 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 modificación.
1.11 Las relaciones heurísticas 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 tendrán las
modificaciones de ciertos elementos respecto a otros, etc.

La forma más utilizada para la representación del conocimiento en la base
de conocimiento, es la de las reglas de producción, conocidas también como
reglas de situación-acción o reglas SI-ENTONCES-ACCION (IF-THEN-AND DO)

Una regla está formada por un conjunto de condiciones iniciales o
antecedentes que deben cumplirse para que la regla pueda aplicarse. La
aplicación 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 rápidamente
accesible, evitando así tiempos de búsqueda largos.
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Hay que considerar como parte integrante de la base de conocimientos a
las bases de datos. Estas bases son módulos en los que se almacena toda la
información general que no depende explícitamente del problema tratado.
11. El motor de inferencia.
Constituye con la base de conocimiento el otro bloque fundamental de un
sistema experto . Su misión principal es la de utilizar toda la información
disponible en la base de conocimiento para llegar a la solución buscada; los
motores de inferencia utilizan mecanismos de razonamiento lo más parecido
posible al de los expertos humanos.
El motor de inferencia realiza dos tipos de actividades:
11.1 El examen de los datos existentes y de las reglas, añadiendo hechos a la
base de conocimiento, en caso necesario .
11.11 La decisión 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 más alto, la más específica, etc. La ejecución de una regla puede
aportar nuevos datos a la base de conocimiento, y puede hacer que haya más
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 razonamiento :
A. Razonamiento hacia atrás o deductivo (Backward Reasoning) . El motor de
inferencia debe evaluar una hipótesis, por ello intenta aplicar todas aquellas
reglas que apunten a dicha hipótesis. A su vez, para aplicar estas reglas, debe
evaluar sus respectivos conjuntos de condiciones, entre los que puede haber
nuevas hipótesis 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
evalúa aquellas reglas que contienen dichos datos.
111. 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 código del
sistema.

Se pueden clasificar en cuatro grupos:
111.1 Interfaz gráfica con el usuario.
111.11 Interfaz con el programador.
111.111 Dos interfaces con las bases de datos, una entre el sistema experto y la
base de datos, y otra de conexión de éstas con el mundo exterior .
De estas cuatro, la más importante es la interfaz con el usuario. Permite" la
comunicación bidireccional entre éste y el sistema experto, es decir, es capaz de
enviar información en los dos sentidos, de tal forma que el usuario puede tener
información sobre lo que está realizando el sistema experto, y éste a su vez,
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puede obtener más datos acerca del problema gracias al usuario. Se debe
procurar que esta interfaz sea lo más amigable para el usuario, utilizando todos
los medios posibles (gráficos interactivos, menús, pantallas de texto,
histogramas, etc) .
La interfaz del programador facilita la labor de construcción del sistema experto
Suele disponer de todas las herramientas de la Interfaces de usuario y tiene
además editores de gran potencia , así como mecanismos de seguimiento del
razonamiento y de detección y corrección de errores. Una buena Interfaz del
programador supone una reducción importante en el tiempo de desarrollo del
sistema experto

2.4.2 Desarrollo de un sistema experto.

La herramienta de programación debe ser elegida después de un riguroso
estudio de las necesidades y tareas que planteará el desarrollo del sistema
experto concreto . Se deben considerar.
l. La complejidad del problema a tratar.
11. Las personas que intervienen en el proceso de desarrollo: los expertos, el

programador, el usuario final. La adquisición del conocimiento por parte
del ingeniero a partir de los expertos puede ser muy compleja y
problemática.

111. La flexibilidad del propio sistema, es decir , la capacidad del sistema
experto de trabajar con un universo de respuestas (entradas) amplio y 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 información recabada por nosotros .

2.5 Xpert rule KBS.

Para la realización de este modelo, se ha utilizado el programa Xpert rule KBS
(versión 3.6), de la compañía Attar Software Ud.
Es una aplicación 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 aplicación 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 gráfica, facilitándose el acceso a
cualquier tipo de información relacionada con el sistema experto y la labor de
desarrollo y creación del sistema experto .
Xpert rule KBS y sus programas pueden llamar y ser llamados por subrutinas
externas, lo que permite la creación de arquitecturas complejas (sistemas
expertos embebidos, sistemas expertos integrados) , y la mejor resolución de los
problemas.

7



INTRODUCCiÓN

2.5.1 La plataforma Xpert rule KBS.

En la plataforma Xpert rule KBS existen tres programas distintos que son
complementarios:
1. Xpert rule KBS, orientado a la creación de la base de conocimiento del

sistema experto , y que incorpora el motor de inferencia que será utilizado
en los sistemas expertos desarrollados.

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

111. 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 información
relacionada con la base de conocimiento , evitando así posibles
modificaciones no intencionales.

l. Xpert rule KBS

Xpert rule KBS se ocupa principalmente de crear la Base de Conocimiento del
sistema experto. La base tiene las siguientes características. Presenta las dos
representaciones de conocimientos más habituales:
1.1 Reglas (dimensión del razonamiento) y
1.11 Objetos (dimensión de la realidad) .

1.1 La dimensión del razonamiento
La dimensión del razonamiento está formada por las reglas. Estas tienen una
estructura bien definida y están 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 hipótesis de la base, se les llama datos.

1.2 Las 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 condición no ha sido evaluada por

el Motor de Inferencia.
1.3.2 Verdadero (TRUE), cuando la condición ha sido evaluada y verificado su

cumplimiento.
1.3.3 Falso (FALSE) , cuando la condición ha sido evaluada y ha sido verificado

que no se cumple.
1.3.4 No conocido (Notknown) , cuando se ha evaluado la condición , pero el

sistema experto (y el usuario) no dispone de información suficiente sobre
los datos implicados para dar los valores falso o verdadero .
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Este conjunto de condiciones de la LHS están unidas por operaciones lógicas de
tipo ANO, 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); está formada por dos
partes bien diferenciadas:

2.1.1 La hipótesis a la que apunta cada regla.
2.1.2 El conjunto de acciones que se ejecutan si se aplica la regla.

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

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

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

4.2 Enlaces 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 más frecuente
es la utilización de la hipótesis de una regla en un condición de la LHS de
otra regla).

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

1.11 Objetos. La representación 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 dimensión es el
objeto. Un objeto está constituido principalmente por:

1. Su nombre.
2. Sus propiedades o características.
3. Sus relaciones con otros objetos de la base de conocimiento .
4. Su influencia en el curso del razonamiento en el caso de que algunas de sus

propiedades sean consultadas o modificadas.

La dimensión de la representación de la realidad o de los objetos tiene
jerarquías. Existen varios niveles:

1. Objetos, que constituyen la unidad elemental.

9
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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 creación:

A. Objetos estáticos, que son aquellos objetos que son creados al mismo tiempo
que se diseña la base de conocimientos.

B. Objetos dinámicos, que son los objetos diseñados 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 número indefinido de objetos que pueden ser útiles sólo 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 creación de las partes fundamentales de un sistema experto:

1. El componente de adquisición del conocimiento.
11. El motor de inferencia (que está incorporado).
111. El componente explicativo o interfaz con el usuario.

1. El componente de adquisición 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 características la comprobación automática de la
sintaxis, y la existencia de un conjunto de funciones que permiten la optimización
de las sesiones de trabajo (creación automática de objetos, clases y
propiedades, que están implícitos en las condiciones de una regla).También se
muestran, seis agendas con listas de hipótesis, reglas, datos, objetos,
propiedades y clases.

11. 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 investigación de una o varias hipótesis (Suggest).
B. Dar valor a unas propiedades determinadas de unos objetos (Volunteer),

para que a partir de esta información el motor de Inferencia pueda trabajar
sobre la base de conocimiento .

Otra de las características del motor de inferencia de Xpert rule KBS es la
posibilidad de efectuar razonamientos hacia adelante y hacia atrás, de manera
indistinta, según cuál sea la situación.
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111. La interfaz con el usuario de Xpert rule KBS, incluye una serie de
herramientas que facilitan la creación de la base de conocimiento .

111.1 Los espacios de navegación para la dimensión del razonamiento y de la
realidad (Rule Network y Object Network) . En ellos se representan de manera
gráfica las relaciones existentes entre las reglas (u objetos y clases) de una
determinada base, los enlaces fuertes y los débiles , así como el estado de
evaluación de cada una de las condiciones e hipótesis 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 está destinado a la creación de la interfaz del usuario final.

Las ventanas de interfaz permiten la comunicación entre el sistema experto y el
usuario, que a través de ellas podrá 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:

1. Recuadro de texto. Presenta mensajes en pantalla, sin recibir información
por el teclado.

11. Campo de entrada de un dato . Recibe datos por el teclado.
111. Lista de selección única. Se puede elegir una opción entre las que

aparecen en una lista. Puede combinarse con el campo de entrada de un
dato.

IV. Lista de selección múltiple. En este caso, se puede elegir más de una
opción de la lista establecida de posibles respuestas. Puede combinarse
con el campo de entrada de un dato.

1. Tabla de selección. 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 información.

Estas ventanas pueden tener otras opciones como texto constante, un color de
fondo , determinados tipos de recuadro de borde , teclas de función. etc. Con ello
se debe conseguir que el proceso de comunicación establecido sea lo más fluido
y fácil posible. El usuario final podrá 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 único programa de la aplicación 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. Además permite al autor de la base de conocimientos añadir una
interfaz con el sistema experto de diseño propio, de forma que impida el acceso
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del usuario final a la información de la base de conocimientos , y evitar así una
modificación 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.

12

---- --- - -- -- ---



INTRODUCCiÓN

1.11 Señalización intracelular.

En las vías de señalización intracelular están involucrados un gran número de
elementos que se interelacionan y dan lugar a diferentes respuestas celulares
ante un mismo estimulo.
Durante la señalización intracelular se debe tomar en cuenta la presencia inicial
al estimulo de un gran número de elementos, las interacciones posteriores que
estos efectúen llevarán a una respuesta celular final. Los resultados
experimentales reportados en la literatura permiten una aproximación 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 vías seleccionadas para el modelaje son las vías de señalización en las
cuales participa la proteína Ras. Se eligió a esta proteína, ya que es un punto de
convergencia para varias vías de señalización, está implicada en el control de la
proliferación celular y en el control del ciclo celular. A continuación se describe la
señalización intracelular y las vías de señalización seleccionadas para modelar.

1. Señalización.

Cada célula en un organismo pluricelular es programada durante el desarrollo
para responder específicamente a un grupo de señales químicas o mensajes
intra y extracelulares. Estas señales químicas actúan en varias combinaciones
para regular mediante la señalización 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 mayoría de estas señales químicas son
mediadas por el sistema paracrino, este sistema permite la comunicación entre
células relativamente cercanas, sin que para ello exista una estructura
especializada (como en el caso de la sinapsis, que se explica más adelante).
Generalmente estas señales químicas actúan únicamente en células vecinas a
las células que las producen. Para evitar que las señales salgan de la zona en la
que se producen, existen proteínas que las atrapan, ya sea, para destruirlas o
para almacenarlas.
El control central de las señales paracrinas esta dado por las señales endocrinas
u hormonales. Las células de las glándulas de secreción interna, como la
hipófisis, la tiroides, los islotes de páncreas, las suprarrenales, los ovarios y los
testículos, producen diferentes hormonas y las vierten al torrente circulatorio .
Una vez en la sangre, las hormonas circulan por todo el organismo e interactúan
con algunas células que son "receptoras" para una hormona determinada, a las
cuales se les llama células blanco. La señal química (en este caso la hormona)
es selectiva. La selectividad se debe a los receptores específicos (Raff, 1992).
En la neurotrasmisión o comunicación química a través de las células nerviosas,
las neuronas con sus largos axones están 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 sináptico) . El flujo o sentido de la
información es unidireccional y va de la neurona, o célula presináptica, a la
célula receptora o postsináptica. En esta forma de comunicación, la célula
presináptica vierte su "mensaje" o neurotransmisor al espacio sináptico, y éste
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Viaja e interacciona con la célula postsináptica, la cual lo recibe y responde
(Changeux, 1993).
La señalización celular requiere de una señal extracelular y de un grupo
complementario de proteínas receptoras en cada célula que sea capaz de unirse
y responder a la señal de manera especifica .

El receptor tiene dos características fundamentales:
1. Reconoce a la señal química para interactuar con ella.
2. Activa la secuencia de eventos que conducen a la respuesta celular.
Las señales químicas extracelulares pueden tener una naturaleza química muy
variada; sin embargo , se pueden agrupar en cuatro clases fundamentales: los
Iípidos (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 señalización hidrofóbicas, que incluyen hormonas esteroides y
tiroideas, y los retinoides, se difunden a través de la membrana plasmática de
las células blanco y activan receptores intracelulares, los cuales regulan
directamente la transcripción de genes específicos. Algunos gases disueltos
como el oxido nítrico y el monóxido de carbono, actúan como mediadores
locales por difusión a través de la membrana plasmática de la célula blanco,
activando a una enzima intracelular, usualmente la guanilato ciclasa, la cual
produce GMP cíclico en la célula blanco (GMP 5'-monofosfato de guanosina). El
GMP cíclico es un segundo mensajero. La mayoría de los receptores asociados
a proteínas G activan una cadena de eventos que alteran la concentración de
una o más moléculas de señalización intracelular. A estas moléculas se les
conoce como mediadores intracelulares o segundos mensajeros, los segundos
mensajeros transmiten la señal, modificando la actividad de las proteínas
intracelulares. Las proteínas G son una gran familia de proteínas que unen
5'trifosfato de guanosina (GTP), (Jans, 1994).
Pero la mayoría de las moléculas de señalización intracelular son hidrofílicas y
capaces de activar receptores únicamente en la membrana plasmática de
células blanco. Estos receptores actúan transduciendo la señal, es decir
convierten el evento de unión extracelular en señales 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 señales extracelulares por
una vía diferente. Los receptores ligados a canales jónicos abren o cierran los
canales iónicos en respuesta a la unión de un neurotransmisor. Los receptores
ligados a proteínas G activan o inactivan de manera indirecta a enzimas
ancladas en la membrana plasmática o a canales jónicos mediante proteínas G
heterotriméricas (Milligan, 1993). Receptores ligados a enzimas o con actividad
enzimática usualmente son cinasas que fosforilan proteínas específicas en las
células blanco. A través de cascadas de señalización mediadas por
fosforilaciones de proteínas específicas se altera el patrón de expresión genética
de la célula y como consecuencia su desarrollo. Las diferentes cascadas de
señalización se entrecruzan por lo que la célula es capaz de integrar las
múltiples señales que recibe del exterior (Nishizuka, 1992; Kato et al. 2000) .
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Para que la señal extracelular se transmita desde el exterior a través de su
receptor especifico hasta los factores de transcripción, que activarán la
transcripción de las proteínas involucradas en la respuesta celular, se requiere
principalmente la "comunicación" entre proteínas mediante fosforilación o
desfosforilación de residuos de tirosina, treonina y serina; estos aminoácidos
fosforilados son reconocidos por otras proteínas mediante dominios específicos
como SH2 (Src homology regíon 2). Otros dominios proteicos que participan en
la transducción de señales son dominios ricos en prolina y los dominios SH3 (Src
homology regíon 3). Los dominios proteicos permiten la interacción especifica
entre proteínas. En la tabla 2 se encuentran ejemplos de las secuencias ' de
aminoácidos de los dominios proteicos que interactúan entre sí, para que se
efectúe la transducción de señales.

Tabla 2. Dominios proteicos importantes en la comunicación entre proteinas involucradas en transducción
de señales y ejemplos de las secuencias de aminoácidos reconocidas por cinasas y fosfatasas de residuos
de serina, treonina y tirosina .

Proteina Ejemplo Dominio Dominios importantes Interactúa con Proteí
na que
la
contie
ne

Cinasas de PAK y C Terminal (36 Kda) KKRKSo"'GL cAbl
Ser v Thr
Cinasas de Raf1 CR3 GLS"""YLHENQ MEK
Ser
Cinasas de Abl1 GMEYLESKNFVHRDLAARNCLVG Y¿¿AGP Crk
Tyr Dominio rico en prolinas y dominio

catalitico 362-625
Fosfatasas PP2A LKVRYPERITILRGNHESRQITQVY T S"'''RH KKL p53
Ser y Thr GFYDECLRKYGNANVVVKYFTDLF

DYLPLT
C Terminal (36 Kda)
Pph21p/Pph22p

Fosfatasas SHP-1 RYKNIVEKGRNKQMVRAQRSGMV Ey'j~TARE Lck
de Tyr Q

Dominio catalítico 271-514
Fosfatasas Cdc25A GKRVIWFHCEFSSERGPRMCRY GT'''YGW Cdc2
de Tyr, Thr y VRERDRLGNEYPKLHYPELYVLKG
Ser GYEFFMKCQSYC

DominioN25A (27Kda)
C terminal

Adaptadoras Grb2 SH2 HRVVFELTKRTFSYFDVENVERRR QRy'UO"SSDPT EGF
que unen ERGRIHLKGVRLVEEATVSGEGG Ey10861NQSV R
Tyr DPFAPDGYPFQVGYCEISASANSH
fosforiladas QLENGNGGGSG
Adaptadoras 14-3-3 LR-NES KGDYQKALLYLCGGDD RSTS~~"TP Raf1
que unen RSAS621EP

Ser
fosforiladas
Que unen Crk SH3 MMGTKHRNSHVNGSIKSSSSLRS pLwPALPPK PI3K
dominios SSKSFQAKMDLMSERLYDWKSG (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 transducción de una señal
desde el exterior hasta el núcleo.

Molécula de
Señalización
Ó Ligando

Espacio extracelular

ADN

Segundo
Mensaiero

Membrana

Cinasa de
roteínas

Cinasa de
Proteínas

g ~

~~oo

Sistema de
amplificación

Sistema
efector

Figura 3. En esta figura se ejemplifican los procesos generales que se observan durante la transducción de
señales iniciadas por receptores de membrana. La molécula señal se une a su receptor especifico
localizado en la cara externa de la membrana plasmática. Al unirse a su ligando el receptor modifica su
conformación, por lo que proteinas localizadas en el citoplasma próximas a la membrana plasmática o en el
espacio yuxtamembranal interactúan con él. Esta interacción permite el reclutamiento de otras proteínas y
la activación de las mismas. Estas proteinas pueden generar segundos mensajeros o activar mediante
fosforilación a otras proteínas. Tras una cascada de activaciones finalmente se llega a la activación de
factores de transcripción en el citoplasma. Los factores de transcripción son translocados al núcleo. En el
núcleo se unen a la región promotora de genes que codifican para proteínas que participan en la función
biológica especifica que da respuesta a la señal recibida.

El trabajo de esta tesis esta dedicado a la creación de modelos computacionales
de las vías de señalización intracelular para la búsqueda de blancos
terapéuticos, potencialmente útiles en el control de enfermedades.
Seleccionamos las vías en las que participa la proteína Ras por ser un punto de
convergencia de varías vías involucradas en crecimiento y diferenciación celular.
Estas funciones celulares cuando no son correctamente controladas pueden dar
lugar a enfermedades, como por ejemplo el cáncer. A continuación se describe
la proteína Ras y sus funciones.
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2. Proteínas Ras.

Las proteínas Ras participan en la señalización intracelular mediada por
receptores asociados a enzimas, en la señalización intracelular mediada por
receptores ligados a proteínas G y en el control del ciclo celular.
Las proteínas Ras se localizan en la cara interna de la membrana plasmática,
forman parte de la familia de proteínas G, por tener actividad intrínseca de
GTPasa (hidrolizan nucleótidos de guanina) , pero a diferencia de otras proteínas
G que son triméricas, son monoméricas , por lo que forman parte de la subfamilia
de proteínas G, las proteínas G pequeñas.

Rap-1A

Rap-1 B

Rap-2A

Rap-2B

{
RaIB

RalA

Ras {~~~:=4B
----- K-Ras4A

N-Ras

Ral

Ran

Rad

Arf

Rho

Rab

Ras

Proteínas Ras

Figura 4. La familia de proteínas Ras, está formada por un grupo de proteínas de entre 20 y 25 KDa. En
mamíferos , la familia de proteínas G pequeñas contíene a más de 65 miembros. Basados en su función y
estructura , esta familia se ha subdividido en 6 famil ias: Ras, Rho, Rab, Ran, Rad y Art. La familia Ras se
subdivide en base a su homología 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 RaIB), RHEB, M-RAS, Y la subfamilia RAS
que incluye aH-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras.

En este trabajo, al referirnos a las proteínas Ras estaremos considerando
únicamente a la subfamilia Ras o p21 Ras (H-Ras, K-Ras4A, K-Ras4B y N-Ras),
a los demás miembros de la familia se le referirá con su nombre directamente.
En el humano se conocen tres formas del proto-oncogen ras: Hras, Nras y Kras,
cada uno codifica para las proteínas de188 amino ácidos H-Ras, N-Ras y K­
Ras4A respectivamente; Kras produce una de 189 amino ácidos, K-Ras4B,
(Lacal y McCormick , 1993; Rodríguez Viciana, 1994 y 1996; Crespo y León,
2000; McMahon y Woods, 2001).
Los productos proteicos de los oncogenes juegan un papel central en el
desarrollo de la mayoría, si no de todos los tipos de cáncer. Los proto­
oncogenes celulares son genes que bajo ciertas condiciones son capaces de
inducir transformación neoplásica en las células, la cual puede llevar a las
células a la muerte o derivar en cáncer.
La modificación por mutación o cambios en el control de la expresión de genes
normales o proto-oncogenes da lugar a un oncogen. Además de los oncogenes
en el genoma celular, algunos virus pueden llevar oncogenes como parte de su
genoma . Los oncogenes de virus de ARN tumorigén icos son derivados de proto­
oncogenes celulares , estos virus pueden transformar rápidamente 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 más susceptibles a ser transformadas, esto depende de su
capacidad para reparar daño a ADN, del potencial mutagénico de sustancias con
las que estén en contacto y de la combinación de proteínas producto de
oncogenes que expresen.
A las células neoplásicas en cultivo in vitre 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
número 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 más de 100 proto-oncogenes cuyos productos proteicos
participan en las vías de señalización intracelular a diferentes niveles, por
ejemplo hay receptores, cinasas de tirosina, proteínas que unen nucleótidos de
guanina , factores de transcripción , etc. En la tabla 3 se encuentra una lista de
productos proteicos de proto-oncogenes involucrados en las vías de señalización
intracelular, con su función y ejemplos de cáncer en el que se han encontrado
con alguna mutación.
Durante la "evolución" de células normales a células transformadas ocurren
muchos cambios genéticos. Las células transformadas pierden fidelidad durante
la replicación , reparación y segregación de su genoma.
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Tabla 3. Productos proteicos de proto-oncogenes involucrados en las vías de señalización intracelular, su
función y ejemplos de cáncer en el que se han encontrado con alguna mutación . Los proto-oncogenes
codifican para prote ínas que participan en la transduccíón de señales a diferentes niveles. Como se ve en
esta tabla hay ligandos ó moléculas señal , receptores, cinasas, proteínas G y factores de transcripción .

Proteína Función Cáncer
PDGFB/Sis Liaando Fíbrosarcoma (Koveker, 2000)
In12 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,

Tiros ina 2000)
EGFR/ERB Receptor con actividad de cinasas de Adenocarcinomas y adenomas (Porebska et

Tirosina al.,2000)
Fms Receptor con actividad de cinasas de Cáncer de mama (Hung et al., 2001)

Tirosina
Kit Receptor con actividad de cinasas de Meduloblastóma (Chilton-Macneill et al.

Tirosina 2004)
Met Receptor con actividad de cinasas de Cáncer de mama (Shaharabany et al. , 2001)

Tirosina
HER2/NEU Receptor con actívidad de cinasas de Carcinoma de mama (Lee et al , 2001)

Tirosina
TRK Receptor con actividad de cinasas de Adenocarcinoma de páncreas (Sakamoto et

Tirosina al. ,2001)
Abl Cinasa de Tirosina Leucemia mieloide crónica (Gorre et al. ,

2001)
Src Cinasa de Tirosina asociadas a membrana Cáncer de mama (García et al., 2001)
Fgr Cinasa de Tiros ina asociadas a membrana Cáncer de pulmón (Zarn et al., 1996)
Fyn Cinasa de Tirosina asociadas a membrana Neuroblastoma (Davv et al. , 2000)
Hck Cinasa de Tírosina asoc íadas a membrana Cáncer en células B (Taguchi et al. , 2000)
Lck Cinasa de Tírosina asociadas a membrana Relacionado con metástasis (Harashima et

al,2001)
Ves Cínasa de Tirosina asociadas a membrana Cáncer de pulmón (Jeremic, 2001 ; Hansen

et al, 2001)
Más Receptor sin actividad de cinasa Cáncer en fibroblastos (Zohn et al, 1998)
H-Ras Proteína G asociada a membrana Células tiroideas (Cobellis et al., 2001)
K-Ras2 Proteína G asociada a membrana Cáncer colorectal (Etoh et al. , 2001)
N-Ras Proteína G asociada a membrana Mesotelioma (Paco et al., 2001)
Gsp Proteína G asociada a membrana Adenomas pituitarios (Shí et al., 1998)
Gip2 Proteína G asociada a membrana Cáncer de ovario (Shen et al., 1996)
Bcr Cinasa de Serina Leucemia mieloide (Gorre et al. , 2001)
Mos Cinasa de Serina Cáncer de pulmón (Gorooulis et al, 2001)
Pim1 Cínasa de Serina Linfoma (Feldman et al. , 1997)
RaflMil Cinasa de Serina Cáncer de mama (Pratt et al. , 1998)
Crk Regulador citoplásmico Cáncer de células epiteliales (Dona Idson et

al,2000)
Fos Factor de transcripción Cáncer en fibroblastos (Van Dam y

Castellazzi, 2001)
Jun Factor de transcripción Cáncer en fibroblastos (Van Dam y

Castellazzi, 2001)
Ets Factor de transcripción Cáncer de mama (Behrens et al, 2001)
Mvc Factor de transcripción Melanoma (D'Aqnano, 2001)
Mvb Factor de transcrípción Cáncer colon (Funato et al., 2001)
Rel Factor de transcripción Leucemia (Madruga et al, 2000)
ErbA Factor de transcripción Eritroleucemia y sarcomas (Thormeyer y

Baniahmad, 1999)
p53 Factor de transcripción Carcinoma de colon (Mahyar-Roemer y

Roemer, 2001)
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2.1 Activación de Ras.

Las proteínas Ras existen en un equilibrio entre su forma activa o unida a
trinucleótidos de guanina y su forma inactiva o unida a dinucleótidos de guanina.
El ciclo de transición entre un estado y otro esta regulado por dos tipos de
proteínas: los factores intercambiadores de nucleótidos 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 activación de las
proteínas Ras.

¡SOS

C3G
GDP

GTP

4--- GEFs

Ras-GTP

+Proteínas
Efectoras

Ras-GDPPi

GAP1 )
p120-GAP

Neurobromina

Respuesta
Celular

Figura 5. Ciclo de activación de las proteínas Ras. El ciclo de transición entre la forma activa (Ras-GTP) y
la inactiva (Ras-GDP) de las proteínas Ras esta regulado por factores intercambiadores de guanina (GEFs)
y por factores que activan trifosfatasas de guanina (GAPs). Ras-GTP activa a sus prote inas efectoras
(Adje i, 2001) .

Las proteínas H-Ras, N-Ras y K-Ras son modificadas post-traduccionalmente
en su región amino terminal en la secuencia CAAX (figura 6). En la secuencia
CAAX (C=cisteína 186, A= aminoácido alifático y X aminoácido no alifático), la
cisteína es alquilada por un grupo farnesilo , los amino ácidos AAX son
removidos por proteólisis. En el carboxilo a de la cisteína terminal se da una
metilesterificación. El producto modificado es más hidrofóbico que el no
modificado y se asocia débilmente con la membrana celular. Posteriormente las
proteínas N-Ras, H-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas en las cisteínas de la
región hipervariable (amino ácidos 165-185), incrementándose su unión a la
membrana figura 6. En la proteína K-Ras4B no ocurre la palmitoilación, ya que
posee 6 lisinas en los amino ácidos 175-180 que le permite unirse a la
membrana, por interacciones electrostáticas con fosfolipidos ácidos y otros
grupos membranales cargados negativamente en la cara interna de la
membrana plasmática (Hancock et al., 1990; Ghomashchi et al., 1995).

20



Farnesil­
transferasa

C--CAAX-.. C--CAAX

{S

AAX
peptidasa

-..
Metil­
transferasa

INTRODUCCiÓN

Palmitoil­
transferasa

C-C-O-Me ~ C C O MeL -- LL- -
Figura 6. Modificaciones post-traduccionales en la región amino terminal de las proteínas Ras. En la
secuencia CAAX (C corresponde a cisteina 186, A corresponde a aminoácido alifático y X corresponde a
aminoácido no alifático), las proteínas Ras son modificadas pos-traduccionalmente, estas modificaciones
incrementan su hidrofobicidad y consecuentemente su unión a membrana. El nombre de las enzimas que
catalizan la reacción 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 ácidos AAX son removidos por
proteólisis, tercero en el carboxilo a de la cisteína terminal se da una metilesterificación y cuarto las
proteínas N-Ras, H-Ras y K-Ras4A son palmitoiladas en las cisteinas de la región hipervariable. En la
proteína K-Ras48 no ocurre la palmitoilación, ya que posee una región de poli-lisinas que le permite unirse
por atracciones electrostáticas con fosfolípidos negativos a la membrana plasmática (Hesketh, 1994,
Hancock et al., 1990; Ghomashchi et al., 1995).

2.2 Vías de señalización en las que participa Ras.

Diferentes tipos de señales extracelulares, que estimulan a la célula a través de
receptores localizados en la membrana plasmática, con o sin actividad de cinasa
de tirosina, o acoplados a proteínas G, activan a Ras. Una vez activada como
Ras-GTP, activa a su vez a proteínas intermediarias de la señalización o
proteínas efectoras. Se requiere de la unión específica entre las diferentes
proteínas y Ras para que éstas sean activadas. En la figura 7 se encuentra un
esquema de la proteína Ras en donde se identifican los diferentes dominios y los
sitios en los cuales se unen las diferentes proteínas. Las tres proteínas efectoras
de Ras mejor caracterizadas son: Raf, PI3K y Ral-GDS. Existen otras proteínas
que interactúan con Ras como MEKK1 , Rin1, AF-6 Y Nore-1, pero aún no se ha
determinado si son efectoras de Ras, por lo que para nuestros modelos
únicamente consideramos las vías en las que participan Raf, PI3K y Ral-GDS.

165 186

11II
CAAX

Dominio efector

- Regulador I

~ •• ~ WA Regulador 11

Raf
Ral- Raf PI3K - RegíanGDS

heteroqénea

Figura 7. Dominios importantes en la actividad de las proteinas Ras. El dominio efector es el sitio en el que
interactúan las proteínas efectoras de Ras. El número y letra indican el aminoácido importante en la
interacción con Raf, Ral-GDS o PI3K. La región heterogénea como su nombre lo indica, varía en las
diferentes proteínas Ras. La región heterogénea contiene la secuencia CAAX, está secuencia sufre
modificaciones post-traduccionales importantes para el anclaje de Ras en la cara interna de la membrana
plasmática . El domínio regulador I está relacionado con la interacción de GAPs, factores que activan
trifosfatasas de guanina (GTPase Activating Proteins). El dominio regulador I1 esta relacionado con la
interacción 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 León,
2000).

2.3 Proteínas efectoras de Ras.

2.3.1 Raf.
La fosforilación catalizada por proteínas cinasas permite la transmisión de las
señales extracelulares. Las vías de las cinasas activadas por mitógenos MAPK
(mitogen-activated protein kinases), se dividen en tres módulos involucrados en
la transmisión de la señal.

Un módulo está formado por la MAP cinasa o cinasa regulada por señales
extracelulares, ERK (extracellular signal-regulated protein kinase). Esta es
activada por fosforilación por una cinasa de MAP cinasa o también llamada
cinasa de ERK (MEK o MAPKK). Esta cinasa es activada por fosforilación 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 asociación permite
que Raf se localice en la cara interna de la membrana plasmática, en donde es
activada mediante un mecanismo en el que participa la proteína 14-3-3s. Una
vez activa, la proteína Raf activa a MEK, por fosforilación en residuos de serina.

La función de MEK tiene una especificidad dual ya que fosforila residuos
de tirosina y de treonina, sus substratos son MAPKs como ERK 1 Y ERK 2. La
activación de MAPKs da como resultado la fosforilación y activación de la cinasa
ribosomal S6 (p7oS6K), de factores de transcripción como c-Jun, c-Myc y c-Fos,
que se unen a genes cuyos productos protéicos están involucrados en la
proliferación celular.

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

2.3.2 PI3K.

Otra proteína efectora de Ras es la fosfatidil inositol-3 cinasa (PI3K
Phosphatydilinositol 3-kinase). PI3K es una cinasa de Iípidos que cataliza la
fosforilación de fosfoinosítidos en la posición 3'del anillo de inositol en respuesta
a diferentes estímulos, mediados por receptores asociados a proteínas G. PI3K
está compuesta de dos subunidades, la reguladora p85, de la cual se han
identificado 5 isoformas y la catalítica p11 O también con 5 isoformas descritas,
con diferente especificidad por substrato. Dos de estas isoformas, p110a y
p110b se unen a Ras-GTP. Esta interacción da lugar a un aumento de la
actividad de PI3K, y consecuentemente al incremento en la concentración de
inosítol fosforilado en 3', como el fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3
activa a Rac. Rac induce la producción de fosfatidil 4,5-bifosfato (PIP2) por
activación de las cinasas PI4 y P15, (Vanhaesebroeck et al., 1997; Fruman et al.,
1998; Rodríguez-Viciana et al., 1996; Downward, 1998). Los substratos de PI3K
son PKB/Akt y la proteína ribosomal p70S6K, los que participan en el control
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transcripcional. La activación de PKB genera señales antiapoptóticas y la
regulación de vías metabólicas que llevan a la fosforilación de GSK3 y otros
substratos. La activación de PI3K es suficiente para inducir la transcripción del
promotor de fos, la proteína Fas es un factor de transcripc ión que se activa por la
vía de las MAPK, pero se requiere de la activación PI3K para la estimulación de
la síntesis de ADN (Hu et al., 1995; Mcllroy et al., 1997; Toker y Cantley, 1997).

2.3.3 Ral-GOS.

La tercera proteína efectora de Ras es la proteína Ral-GDS. Ral es un miembro
de la superfamilia de proteínas G pequeñas y consiste en RalA y RaIB. Así como
otras proteínas G pequeñas, la forma inactiva de Ral está unida a GDP y la
forma activa unida a GTP. La conversión 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 señales de estimulación de
crecimiento. Rap1 regula la interacción de Ras con Ral-GDS. Rap fue
identificado por revertir la transformación oncogénica inducida por Ras.
La proteína cinasa A inhibe la activación de Raf, pero no la interacción 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 diferenciación 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 proliferación y por otro lado activa a Ral-GDS que
participa en la inhibición de la diferenciación (Ramocki et al, 1998).

2.4 Regulación del ciclo celular y apoptosis por la vía Ras/Raf/MEKlERK.

Las vías de transducción de señales que involucran a Ras/Raf/MEKlERK
regulan el ciclo celular y la apoptosis en diferentes tipos celulares. Mutaciones
en estas vías se han observado en líneas . de células transformadas y
frecuentemente están relacionadas con cáncer. Estas vías pueden inducir tanto
eventos asociados con proliferación , como con el arresto del ciclo celular. Estas
vías también están involucradas en mantener la supervivencia celular por
modular la actividad de moléculas que participan en la apoptosis como Bad y
Bcl2 .

2.4.1 Efecto proliferativo y antiproliferativo de la vía Ras/Raf/MEKlERK.

Las proteínas Ras tienen diferentes habilidades para activar Raf/MEKlERK y la
vía PI3K1Akt. K-Ras activa preferentemente Raf/MEKlERK y H-Ras activa la vía
PI3K1Akt. En células tumorales es más frecuente encontrar mutado K-Ras, lo
que sugiere que la vía Raf/MEKlERK es un blanco más para la generación de
tumores
El control del ciclo celular es un proceso complejo , controlado esencialmente por
las siguientes proteínas:

Las cinasas dependientes de ciclína (CDKs cyclin-dependent kinases) y
sus subunidades reguladoras, las ciclínas.
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Un grupo de proteínas inhibidoras de las CDKs, las CKls.

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

La regulación de estas proteínas la hace en general por medio de su
proteína efectora Raf. Raf induce la expresión de CKls, de las familias INK4 o
Cip/Kip. La inducción de CKls da lugar a la inhibición de CDKs, deteniendo a las
células en la fase G1 y/o G2.

2.4.2 Regulación 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
fosforilación de pRb promueve la actividad de los factores de transcripción E2F
que se requieren para la expresión de genes que promueven la entrada en la
fase S.

2.4.3 Inducción de ARF y p53.

El mecanismo por el cual Ras induce p53 es a través de la vía de las MAPK.
En esta vía, como se mencionó, 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 núcleo, Mdm2 es un regulador negativo de p53. El secuestro de Mdm2
provoca la acumulación de p53. p53 induce a los genes que codifican para
p21cIP, 14-3-3 o y GADD45. p21 c1P inhibe la actividad del complejo Ciclina/cdk2
y detiene el ciclo celular. La proteína 14-3-3cr se une a Cdc2 manteniéndola en el
citoplasma, evitando su entrada al núcleo y la formación del complejo
Cdc2/CiclinaB, y con ello el inició de la mitosis, y GADD45 induce senescencia,
(McMahon y Woods, 2001 y Wilkinson y Millar, 2000)

El mecanismo por el cual Ras induce la expresión de CKls en células
transformadas, es a través de la activación de Raf que induce la expresión CKls ,
de la familia de INK4 o Cip/Kip. La inhibición de las CDKs lleva a la detención de
las fases G1 y/o G2 del ciclo. Este hecho sugiere que en algunas células
neoplásicas, el control del ciclo celular está 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 transformación neoplásica (Nurse, 2000; Blagosklonny y
Pordee, 2001).

La figura 8 es un esquema de las diferentes fases del ciclo celular con
algunas proteínas que participan en su control.
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Figura 8. Fases del ciclo celular. Cada fase se realiza en un tiempo determinado, aquí se presenta el
tiempo promedio de duración en células normales. También se muestran algunas de las proteínas que
participan en las diferentes fases y en los puntos de control (Wilkinson, 2000).

2.5 Proteínas 14-3-3.

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

Generalidades.

Las proteínas 14-3-3 se expresan en la mayoría de los tejidos, aunque en 1967
fueron identificados por primera vez dentro de un grupo de proteínas acídicas
de 30 KDa abundantes en el cerebro (Moore y Perez, 1967). El nombre 14-3-3
corresponde a su posición de migración en una cromatografía de DEAE-celulosa
de las proteínas del cerebro con 30 KDa. Se determinó 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 a , p, 8, E, 11 , y, 0', e , \ji y s,de los cuales a y 8 son
formas fosforiladas de py e respectivamente.

Más de 15 isoformas están presentes en plantas y se han identificado dos
isoformas en levadura, en Drosophila melanogastery 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 proteínas 14-3-3.

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

Propiedades físicas Sitios de unión Actividad
Proteínas acídicas Proteinas que se unen a pS/pT Modula la actividad enzimática
28-33 KDa Consenso: Modifica la localización

RSXpSXp
RXXXpSXP
No consenso

Estructura conservada Unión independiente de Previene la desfosforilación
fosforilación

Forma horno y Promueve la estabilidad protéica
heterodí meros
En mamíferos al menos 7 En algunos casos inhibe
isoformas, 15 en plantas y 2 interacciones proteicas y en otras
en Drosophila y C.e/egans. medía interacciones proteicas

Relación entre la estructura y la función.

Las proteínas 14-3-3 forman horno y heterodímeros, lo que les permite
interactuar con una gran variedad de proteínas celulares. Se han reportado más
de 50 proteínas de señalización que pueden unirse a 14-3-3; en la tabla 5 se
presentan algunas de ellas (Dougherty y Morrison, 2004). Las proteínas 14-3-3
se unen a residuos de fosfoserinas/fosfotreoninas; reconocen dos grupos de
secuencias RSXpSXP y RXXXpSXP, donde X es cualquier aminoácido, 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
proteínas 14-3-3 que no requieren de ningún residuo fosforilado, por ejemplo la
unión 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 fosforilación o no, la interacción
se da en el mismo dominio de las proteínas 14-3-3 (Wang et al, 1999).
La primera función conocida de las proteínas 14-3-3 fue su relación con
hidroxilasas de tirosina y triptofano, enzimas involucradas en la síntesis de
neurotransmisores. Posteriormente se describieron como proteínas chaperonas ,
adaptadoras, localizadoras o translocadoras y como reguladoras de las vías de
transducción de señales; en la tabla 5 se enlistan algunas proteínas que unen
las diferentes isoformas de la proteína 14-3-3.
La estructura de las proteínas 14-3-3 se presenta en la figura 9, como ejemplo
se presenta un heterodímero de las isoformas e \¡J y un homodímero de la
isoforma ¿;, las flechas señalan los sitios de unión a peptidos con residuos de
fosfoserina . Cada monómero está compuesto de un arreglo de 9 alfa hélices
antiparalelas organizadas en dos dominios estructurales (Rittinger et al, 1999).
La formación de heterodímeros facilita la regulación de proteínas con funciones
diferentes, ya que una isoforma puede unir a una proteína y la otra isoforma a
otra proteína (Praseuth et al, 1999).
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Tabla 5. En está tabla se enlistan algunas proteínas que se unen a las diferentes isoformas de la proteina
14-3-3. Se presentan las secuencias de unión y el efecto biológico de la mísma.

Ligando Actividad Secuencia Efecto después de la Referencia
unión

cRaf Cinasa de S y T RS<u<TS<U4TP La mantiene en su McPherson el al, 1999
forma activa e inactiva

Raf1 Cinasa de S y T Rso'"Aso<>EP La mantiene en su Muslin et al, 1996;
forma activa e inactiva Morrison y Cutler,

1997
Bad Homólogo de Bcl2 RS"RS"AP La retiene en el Zha et al, 1996; Zha et

citoplasma e inhibe su al, 1997
función proaooototlca

Antígeno mediano T Producto proteico del RS<o'HS<o·yP Promueve tumores en Cullere et al, 1998;
oncogene mta algunos teiídos Senften et al, 1997

ASK1 Cinasa de S y T RS·t>4IS=oLP Inhibe su función Zhang et al, 1999
proapoptotica

Cdc25C Fosfatasa de Y yT RS<lOPS<lOMP La retiene en el Peng et al, 1997;
citoplasma y evita la Kumaga i et al, 1998;
entrada en mitosis Yang et al, 1999;

López-Girona et al,
1999

Receptor de receptor RS "<TS '""'VP Regula su actividad Zilliacus et al, 2001 ;
glucocorticoides por relocalización del Wakui et al, 1997

receptor rip 140
KSR1 Cinasa de S y T RS<"'PS<"FP Favorece su Cacace et al, 1999;

interacción con Raf y Xing et al, 1997
la vía de las MAPK

PLCy Fosfolipasa RS"'ES""uSP Regula su resistencia Andoh et al, 1998
a luz UV

PI3K (p85) Cinasa RS<" PS" 'IP Permite la unión de Munday et al, 2000
GP1blX

PTPH1 Fosfatasa de Y RS,o'LSoo'VE Participa en su Zhang et al, 1997
RVDS853EP regulación

WPK4 Cinasa RS,ooRS'ooyP Represión catabó lica Ikeda et al, 2000
Cbl Adaptadora RHSo'"LPFSo<, Formación de Liu et al, 1997; Liu y

RLGS83~FS842 complejos Altman 1998
Querat ina 18 Componente de RPVSS"AAS" Distribución subcelular Ku et al, 1998

citoesque leto
PKCI-l Cinasa de S y T RRLS,u'NVS,u'LT Inhibe su actividad de Hausser et al, 1999

IRTSS219AELS223T cinasa
Receptor de IGF1 Cinasa de Y SVPLDPSu"A Posiblemente regula Craparo et al, 1997;

SSS1283SLP la diferencia entre la Furlanetto et al, 1997;
señal por unión de Rivera et al, 2000
IGF o de IR

5-Fosfatasa p43 Fosfatasa RS"""'EsoooEE Estimula su actividad Waterman et al, 1998
de fosfatasa

p53 Factor de KGQS"oTS"oRH Incrementa su unión a Campbell et al, 1997
transcripción ADN

IRS-1 Proteína de unión RSKS<lUQS Regulación de Ogihara et al, 1997
HSRS3741P sensibilidad a insulina
KSVS641AP

Lip35 Proteína asociada a RsoRsoCR Permite su salida de Kuwana et al, 1998
MHC RE

FKHRL1 Factor de RS'uCTWP Lo retiene en el Brunet et al, 1999
transcripción RAVS253MD citoplasma e inhibe su

función nroaoototíca
Slob Proteína que une Rso<NS""AI Modula su Zhou et al, 1999

canales de K+ RS77AS79SE sensibilidad al voltaje
de sus canales de K+

27



A

INTRODUCCiÓN

8

Figura 9. La imagen (A) corresponde al heterodimero de la proteína 14-3-3 isoformas e y 1:;. La imagen (B)
corresponde al homodimero 1:;; en ambos casos las flechas indican el sitio de unión a peptidos con residuos
de fosfoserina (Protein data bank ID acceso IQJB).

El papel de las proteínas 14-3-3 en la transducción de señales.

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

Proteínas 14-3-3 y su relación con PKC.

En este punto existe un conflicto, ya que hay grupos que presentan a las
proteínas 14-3-3 como regulador positivo y otros como regulador negativo de
PKC. Aparentemente la interacción de las diferentes isoformas de 14-3-3 con
PKC da lugar a diferentes resultados . Algunas isoformas pueden unir Iípidos o
unirse a la región amino terminal de la membrana plasmática, por lo que las
proteínas 14-3-3 en algunos casos medían la interacción de PKC con proteínas
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).

Proteínas 14-3-3 y su interacción con Raf.

La cinasa Raf1 tiene un papel importante en la transducción de señales
inducidas por factores de crecimiento. Después de la activación de Ras, Ras
interactúa directamente con Raf1 y lo relocaliza en la membrana plasmática. La
activación de Raf1 es un mecanismo que no se ha explicado completamente.
Raf se mantiene en su estado activo al unirse una proteína 14-3-3 a los residuos
de serina 259 y 621 fosforiladas. Se ha propuesto que la interacción de las
proteínas 14-3-3 con Raf1 evita su desfosforilación y en consecuencia prolonga
su activación .

Las isoformas p y ¿; están relacionadas con la regulación de Raf. Se ha
demostrado que las proteínas 14-3-3 no se requieren para inducir la
dimerización de Raf. Posiblemente se requieren para mantener a Raf en su
forma inactiva en ausencia de Ras-GTP y estabilizar la conformación activa de
Raf.

Ras-GTP desplaza a la proteína 14-3-3 del residuo de serina 259
fosforilada . En la Figura 10 se presenta un esquema general de la interacción
entre las proteínas 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).

Figura 10. Modelo de interacción y regulación de la actividad de Raf1 por la proteína 14-3-3.

Proteínas 14-3-3 Ysu relación con otras cinasas.

Las proteínas 14-3-3 se unen a diferentes proteínas involucradas en la
transducción de señales. MEKK1; además de participar en la vía de las MAP
cinasas, es un sustrato de la caspasa 3 (proteína involucrada en la muerte
celular). Cuando MEKK1 está anclada, el dominio C terminal se relaciona con las
proteínas 14-3-3; eso cambia la distribución de MEKK1 en la célula. El dominio
de cinasa libre es proapototico, sin embargo si 14-3-3 está unida, pierde esa
propiedad. Las proteínas 14-3-3 funcionan en parte como localizador específico
de MEKK1 en la célula y cuando esta interacción es destruida con la unión de la
caspasa 3 a MEKK1, ocurre la redistribución que puede alterar la función de la
cinasa (Fanger et al, 1998).

Proteínas 14-3-3, su relación con Bad y la muerte celular.

La apoptosis es un proceso de muerte celular que juega un papel crítico en el
desarrollo de la patofisiología de una variedad de enfermedades incluyendo el
cáncer. Un componente importante en regulación de este proceso es la familia
de proteínas pro- y antiapoptoticas Bclz. Las proteínas 14-3-3 interactúan con un
miembro de está familia, la proteína Bad. Bad puede dimerizarse con otros
miembros de la familia, es un mediador de la muerte celular y sus niveles son
dinámicamente regulados por estímulos apoptóticos; su expresión forzada lleva
a la inhibición de la población celular . Bad causa muerte celular por unirse e
inhibir la acción antiapoptotica de BcI-XL y Bclz. Las proteínas 14-3-3 evitan la
interacción entre Bad y Bclz o BcI-XL. Al unirse las proteínas 14-3-3 a Bad, la
última se mantiene en el citoplasma, lo que evita que se acerque a la membrana
mitocondrial y se una a Bclz/BclXL, de tal manera que es incapaz de inducir
apoptosis. En la figura 11 se presenta un esquema de esta interacción
(Korsmeyer, 1999).
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Citosol

14-3-3

Citosol

14-3-3P e

~itocondria

AKT/PKB
PKA

~ C lcl .a cineunna

Inicia muerte celular (Fosfatasa) La célula sobrevive
Figura 11. En este dibujo se representa como la proteína 14-3-3 secuestra a BAD en el citosol y evíta su
acceso a la mítocondria, y su unión a Bcl2 y BcIXL. La calceneurina puede revertir este proceso y causar
muerte celular, ya que desfosforila a BAD y evita su unión con 14-3-3.

Las proteínas 14-3-3, su relación con p53 y el control del ciclo celular.

Diferentes proteínas participan en el control de la transición de una fase del ciclo
celular a otra.

Las proteínas p21 y 14-3-30' 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 proteína
cinasa Cdc2 para dar inició a la mitosis. La inhibición de la desfosforilación de
Cdc2 es clave para detener la entrada a mitosis en respuesta a daño al ADN.
CDC25 al estar fosforilada y unida a 14-3-38 se encuentra en su forma inactiva.
Cdc2 activo forma un complejo con la ciclina S, entra y se acumula en el núcleo,
lo que inicia la mitosis. La proteína 14-3-30' juega un papel importante en la
localización de Cdc2. Después de que hay daño al ADN, la proteína 14-3-30' se
incrementa considerablemente por su inducción por p53. La proteína 14-3-30' se
une a Cdc2 fosforilada, manteniéndola en el citoplasma, evitando su entrada al
núcleo y la formación del complejo Cdc2/CiclinaS, 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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14-3-3cr

Se detiene en G2

Inicia la Mitosis
Figura 12. En este dibujo se representa como 14-3-30" secuestra a Cdc2 en citosol, evita su entrada a
núcleo y desfosforilación por Cdc25. Al no entrar Cdc2 al núcleo no se da él inició de la mitosis.

Regulación de las proteínas 14-3-3 por fosfatasas.

Las fosfatasas desfosforilan los sitios de unión de las proteínas 14-3-3 ,
regulando así su actividad. La fosfatasa PP2A desfosforila al residuo de serina
112 de BAO (14-3-3 requiere para su unión que estén fosforilados los residuos
112 y 136). Oesfosforila al residuo de serina 259 de Raf (14-3-3 requiere que
estén fosforilados los residuos 259 y 621). Oesfosforila 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 COC25C y al residuo de
serina 1394 de Ron, en ambos casos se requiere de esta fosforilación para la
unión de 14-3-3 (Janssens y Goris, 2001; Cohen , 2002).
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1.111 OLlGONÚCLEOTIDOS QUE FORMAN UNA TRIPLE HÉLICE (TRIPLEX).

En 1968 se observó el potencial biológico de los oligonucleótidos que forman
una triple hélice (triplex), al encontrar en experimentos in vitre que la
transcripción 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 oligonucleótidos con fines terapéuticos, ya
que al ser necesario probar un promedio de 10,000 compuestos para identificar
una nueva sustancia biológicamente activa, se vio la necesidad de diseñar
fármacos de una manera racional con varios propósitos y con la ventaja de ser
específicos por estar dirigidos a ácidos nucleicos, (Arnott y Selsing 1974).

1. Oligonucleótidos terapéuticos.

Existen tres diferentes estrategias para la regulación genética mediante el uso
de oligonucleótidos.

Los oligonucleótidos antisentido, dirigidos a ARN mensajero, los
oligonucleótidos formadores de triplex o estrategias antigen, dirigidos a una
secuencia de ADN de doble cadena y las ribozimas (endoribonucleasa de
secuencia específica) o fragmentos de ARN catalíticos, dirigidos a un ARN
mensajero blanco. Tanto el antisentido como las ribozimas se basan en la
formación de puentes de hidrógeno Watson-Crick entre un blanco específico de
ARN y el oligonucleótido o la ribozima, figura 13.

Qfdt)
~ Proteína

Figura 13. Olígonucleótidos terapéuticos . Los olígonucleótidos antisentído y las ribozímas están dirigidos al
mRNA, los oligonucleótidos que forman triplex están dirigidos al DNA de doble cadena.

La inhibición de la expresión de un gen de manera específica en células en
cultivo empleando oligonucleótidos que forman una triple cadena con fines
terapéuticos fue reportada por primera vez por Zamecnik y Stephenson, 1978.

Los oligonucleótidos que forman una triple hélice, presentan varias
ventajas con respecto a los oligonucleótidos antisentido o a las ribozimas que se
dirigen al ARN mensajero (mARN), ya que los TFO están 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 teoría se requiere una menor concentración
de oligonucleótidos para bloquear la expresión de un gen específico en la célula.
Al bloquear la traducción del mARN o incluso induciendo una modificación
secuencia-específica 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 prevención de la
transcripción del gen disminuya la concentración del mARN de una manera más
eficiente y más duradera, dependiendo del tiempo que dure el antigen unido a su
secuencia blanco. Por estas razones seleccionamos a este tipo de
oligonucleótidos terapéuticos para inhibir a la proteína blanco propuesta por
nuestro modelo computacional.

Para el caso de los oligonucleótidos que forman una triple hélice
inicialmente se emplearon oligonucleótidos con uniones fosfodiester para inhibir
la expresión de genes. Sin embargo, aparecieron varios problemas como:
1. Rápida degradación por nucleasas celulares.
2. Transporte de los oligonucleótidos dentro de las células y compartimientos

celulares.
3. La dirección de los oligonucleótidos al tipo celular apropiado dentro del

organismo vivo y la selección de sitios de reconocimiento apropiados como
blanco.

Para resolver estos problemas se inició el empleo de análogos de ADN que
tienen las uniones fósforo internucleótido modificadas lo que les da una
resistencia a las nucleasas celulares mientras mantienen su especificidad. La
sensibilidad del oligonucleótido 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.
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(). 1
Figura 14. Modificaciones que pueden evitar la acción de nucleasas. Fosforotioato y 2'-metoxicitosina, las
nucleasa reconocen enlaces fosfodiester.

La entrada hasta el núcleo se facilita con policationes, ligandos
hidrofóbicos o acarreadores , Iiposomas, lipoproteínas o nanoesferas , como los
agentes transfectantes. Unicamente el ADN B, pero no el A o el Z, al mezclarse
con vesículas de Iípidos catiónicos forma de manera espontánea complejos (CL­
ADN) , los cuales se intercalan de paraleleamente a la bicapa lipídica de las
membranas. La carga positiva neta del CL-ADN es atraida por la carga negativa
de la membrana plasmática, lo que favorece su entrada a la célula, figura 15.
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Figura 15. Complejo Lípido catiónico-ADN, (CL-ADN). A) Modelo de una serie de bicapas lipídicas y
complejos CL-ADN. B) Micrografia electrónica de bicapa lipídica y complejo CL-ADN,
http://www.cmm.upenn.edu/research/cdna.html.

Los oligonucleótidos pueden ser empleados como inhibidores de genes
específicos, para investigar su función y regulación. Un oligonucleótido se puede
utilizar también como trampa para atrapar proteínas que se unen a ADN,
evitando que se asocien a su blanco normal y como agentes terapéuticos para
modular de manera selectiva la expresión de genes.

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

La formación 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 oligonucleótidos que forman

triplex (TFOs) y las secuencias blanco de ADN de doble cadena.
2. Triplex-formados intramolecularmente en las regiones de homopurinal

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 oligonucleótido
formador de triplex. B) Triplex formado intramolecularmente.

Para describir un triplex se emplea una notación de tres letras: la primera letra
corresponde a la base de la hebra rica en pirimidinas (Py) del dúplex, la segunda
letra corresponde a la base complementaria en la hebra rica en purinas (Pu) del
dúplex, y la tercera letra (generalmente después de un asterisco) denota la base
correspondiente al oligonucleótido que forma el triplex (TFO), figura 17. El
número de nucleótidos es descrito generalmente por subíndices, por ejemplo
T1oA1O*T10.

Los TFO se categorizan dependiendo de su composición pirimidina o
purina y su orientación 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 canónicas (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 canónicas
(PyPu*Pu): TA*A, CG*G, y TA*T (T aparece aquí como excepción porque es una
Py), figura 18.

La formación de Triplex es altamente específica; por ejemplo, 16
pirimidinas continuas reconocen y se unen únicamente a sus 16 bases
complementarias en ADN genómico de 3 x 109 bases (Strobel et al., 1991).
Las polipurinas y las polipirimidinas, se estabilizan en ciertas condiciones
químicas, tales como pH (C+G*C) y la concentración de los cationes divalentes
(Mg2+, Ca2+ y Zn2+).
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Figura 17. Oligonucleótidos que forman triplex, ricos en pirirnidinas, A) Uniones de un TFO en orientación
paralela a una hebra de polipurinas de DNA Las flechas indican la orientación de la cadena B) Un ejemplo
de oligonucleótidos que forman triplex, C) Dos triplex canónicos CG*C y TA*T
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Crear modelos computacionales de las vías de señalización intracelular en las
que participa Ras, que faciliten la identificación de blancos terapéuticos y
observar experimentalmente el efecto de su inhibición empleando
oligonucleótidos que forman una triple hélice.

OBJETIVOS ESPECíFICOS
a) Modelar las vías de señalización intracelular en las que participa Ras, con

diferentes técnicas computacionales, que faciliten la identificación de blancos
terapeúticos.

b) Emplear oligonucleótidos que formen triple helice para inhibir a alguno de los
blancos propuestos.
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11I.1 Diseño de oligonucleótidos que forman una triple hélice.
Los oligonucleótidos fueron diseñados a partir de la secuencia promotora del
gen que codifica para la proteína 14-3-3 o y del gen que codifica para la proteína
14-3-311; como control se usaron ambos genes de humano.
Se empleó el software Matlnspector Public (http://www.generegulation.com) para
realizar la búsqueda de probables sitios de unión de factores de transcripción
dentro de la región promotora, así como de las cajas TATA y CMT. La
búsqueda se basó en la biblioteca Transfac 5.0. La determinación de
especificidad celular de los factores de transcripción resultantes se corroboró
con la base de datos de TFACTOR (http://www.cbrc.jp/htbin/bget_tffactor).

Aunque no se tiene aún un protocolo específico 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 más de guanina

para estabilizar el triplex. Una cadena de polipirimidinas rica en citosina
desestabiliza el triplex (Chan y Glazer, 1997). Aunque en condiciones
fisiológicas se requiere la protonación de las citosinas en la triple cadena, a
pH entre 7.0 y 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
nucleótidos para disminuir la posibilidad de que la misma secuencia se
encuentre en otro gen que no se quiere inhibir, cuanto más larga es la región,
mayor posibilidad de formar el triplex correspondiente (Potaman, 2003).

3. Se sugiere que un oligonucleótido 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 región de polipurinas es suficiente para causar
una unión 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 inversión de algunas bases da una mayor estabilidad. Hasta la fecha, se
han identificado las combinaciones siguientes para una inversión de CG,
GC*C, GC*T y GC*T, (Horne y Dervan, 1991). Para una inversión de TA,
AT*G (Gowers y Fox, 1999).

6. Para la mejor inhibición de un gen se recomienda que el TFO este dirigido a
la región promotora para bloquear la unión de los factores de la transcripción
(Chan y Glazer, 1997). En la cercanía de la región promotora se han
observado secuencias de polipurinas y polipirimidinas, siendo estos sitios de
alta afinidad para formar triplex que podrían tener un papel importante en la
regulación de la expresión genética. Si se colocan secuencias de
polipurinas/polipirimidinas en un gen reportero, y se adiciona un TFO, no se
inhibe la expresión del gen; pero si se colocan antes del gen reportero se
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reduce la expresión. Por lo tanto está 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 acción 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 diseñaron los oligonucleótidos que se
presentan en la tabla 6.
Se comprobó que los oligonucleótidos resultantes no formaran estructuras
secundarias estables u homodímeros estables entre si, empleando el programa
Oligo Tech . http://www.oligosetc.com.

Tabla 6. Oligonucleotidos que forman triplex diseñados para inhibir la transcripción del gen que codifica
para la proteina 14-3-3 (J . Como control el oligonucleótido diseñado para inhibir la transcripción del gen que
codifica para la proteína 14-3-3 ll.

Nombre Diriqido a: oliqonucleótido
MCG-1 14-3-3 e S'AGGGCAGGGGAGAGGGG3'
MCG-2 14-3-3 o S'GGAGCAGGGGCUAGGG3'
MCG-3 14-3-3 o S'GGCTGAGAAGAGAACAGG3,
MCG-4 14-3-3 o S'GGACAAGAGAAGAGTCGG3'
MCG-S 14-3-3 n S'TGGGCUGGGAGAGUGGC3'

Cj,OO JO oto
2 . 0 0 ' . 7~

lG . OO 53 .3:1[
J . OO 10 . 0%

. 0 0 O .O~

11 . UU 40 ,U t.
iR 0 0 ' D. O):

n :. Loor STRUCTIJ:Jllo; '•IJ
rc.l U OOC S '

, 11
C;iCGTCTClGGC.&UGG1GCGG J'

1"
U

G • l . f. kc a l/'aDl
Mo S t.ble~6dar., S tr llc t u:nt

Figura 19 Visualización en pantalla del resultado que ofrece el programa OligoTech. Este programa indica
si el oligonucleótido forma estructuras secundarias estables u homodímeros estables.
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Figura 20. La imagen es una representación gráfica de un triplex. La imágen fué obtenida empleando el
programa Insight de Biosym, en la Dirección general de cómputo académico de la UNAM.

Los oligonucleótidos fueron sintetizados en la Unidad de Biología Molecular del
Instituto de Fisiología Celular de la UNAM. Los oligonucleótidos quiméricos con
fluoresceína fueron sintetizados por la compañía "Oligos etc".
Los oligonucleótidos fueron cuantificados espectrofotométricamente determinan­
do su absorbancia a 260 nm.

111 .11 Formación de triplex in vitro.

Para determinar si los oligonucleótidos diseñados y sintetizados forman una
triple cadena in vitre es necesario obtener una doble cadena de la secuencia
blanco.

1. Formación de ADN de doble cadena (dúplex) in vitre

Se mezclaron 30 nmoles de cada oligonucleótido complementario de cadena
sencilla en un volumen final de 200 ~I en una solución compuesta por 50 mM
Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCl, 5 mM MgCI2. La mezcla se incubó 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. Formación de triplex in vitro.

Se incubaron 10 nmoles de ADN de doble cadena con 10 nmoles del
oligonucleótido que forma la triple cadena, en un volumen final de 50 ¡.tI a una
concentración final de 200 ¡.tM, en una solución que contiene 50 mM Tris-HCI pH
7.4, 50 mM NaCI, 5 mM MgCI2 , toda la noche a 37 "e, en un bloque térmico
Fisher Scientific (Catapano et al., 2000).

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

3. Desnaturalización Térmica.

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

Se determinó 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 concentración final de 2.0 ¡.tM de ADN de
cadena doble o triple en 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM NaCI, 5 mM MgCI2 , en
celdas de cuarzo de 0.5 cm, con tapa de teflón, para evitar la evaporación de la
muestra (Alunni-Fabbroni et al., 1996).

4. Dicroismo Circular.

Los experimentos se efectuaron en un espectrofotómetro para dicroismo circular
Aviv modelo 62DS, haciendo un barrido de 200 a 320 nm, empleando 2.0 ¡.tM de
ADN de cadena sencilla, doble o triple en 50 mM Tris-HCI pH 7.5,50 mM NaCI,
5 mM MgCI2, en una celda de cuarzo de paso óptico de 0.1 (capacidad máxima
200 ul), a 37 "C. Se empleó como blanco el mismo amortiguador (Alunni­
Fabbroni et al., 1996).

5. Movilidad en gel.

La electroforesis se realizó en geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
nativas en amortiguador 50 mM tris-boratos pH 8.0, 5 mM MgCI2. A 20 ¡.tg de
ADN de cadena sencilla, doble o triple se les adicionó 5 ¡.tI de Ficoll 400 al 15% y
azul de bromo fenol y se llevó a un volumen final de 35 ¡.tI con amortiguador 50
mM tris-glicina pH 8.3. Cada muestra se colocó en un pozo diferente. La
electroforesis se corrió a 50 V a temperatura ambiente. Cuando el colorante
llegó al borde del gel, se detuvo la electroforesis y el gel se colocó dentro de una
solución de bromuro de etidio al 1%, durante 2 h, pasado este tiempo se lavó
durante 2 h con agua destilada y se observó la fluorescencia en un
transiluminador; la imagen se obtuvo empleado una cámara digital Sony MVC­
FD75 Mavica (Catapano et al., 2000).
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111.111 Experimentos en líneas celulares.

Para determinar el efecto biológico del oligonucleótido diseñado, se realizaron
experimentos en líneas celulares en cultivo.

Líneas celulares empleadas en este trabajo

Línea celular Orioen Condiciones de cultivo
NIH 3T3 Fibroblastos de ratón Se crecieron en medio de cultivo
Línea celular empleada para D-MEM (Oulbeccos Modified
verificar que ni el oligonucleótido, Eagle's medium) adicionado con
ni el método de transfección 10% de suero fetal bovino y los
como tales son tóxicos para las siguientes antibióticos y
células. antimicóticos penicilina G, sulfato

de estreptomicina, anfotericina B,
y se incubaron a 37 Oc en una
atmósfera con 5% de C02 en una
incubadora Forma Scientific.

MCF-7 Cáncer humano de mama Se crecieron en medio de cultivo
Línea empleada en los RPMI-1640 (Roswell Park
experimentos para determinar el Memorial Institute) adicionado
efecto biológico del con 5% de suero fetal bovino y
oligonucleótido. 5% de suero de ternera y los

siguientes antibióticos y
antimicóticos penicilina G, sulfato
de estreptomicina, anfotericina B,
y se incubaron a 37 Oc en una
atmósfera con 5% de C02en una
incubadora Forma Scientific.

Condiciones de cultivo de las células y tratamiento con adriamicina.

Se sembraron 2 x 10 5 células/mi 24 h antes de cualquier experimento y después
se centrífugaban a 1,000 rpm 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 !J.I de la suspensión celular se les adicionó el colorante
vital azul de tripano al 0.4%; se contaron en una cámara de Neubauer y se
diluyeron con medio fresco a la concentración requerida.

Es necesario causar daño al ADN para activar la transcripción del factor
transcripcional p53, el cual activa la transcripción de la proteína 14-3-30'. Para
causar daño al ADN empleamos adriamicina que se intercala en el zureo mayor
de ADN de doble cadena e inhibe a la Topoisomerasa 11 (Tewey et al., 1984;
Gelvan and Samuni, 1986; Bodley et al., 1989; Tarr y Helden, 1990).

Para determinar la concentración necesaria de adriamicina, así como el
tiempo de incubación, para observar disminución en el crecimiento celular sin
causar la muerte de la totalidad de la población, se procedió de la siguiente
manera.

Se sembraron 5 x 104 células/mi en placas de 96 pozos y se incubaron
empleando O, 0.5, 1, 5, 10 Y 15 !J.M como concentración final de adriamicina, y se
incubaron a 37 "C, las células se fijaron con formaldehído al 4% después de
incubar con las diferentes concentraciones de adriamicina a las O, 1, 2, 4, 8, 12,
24 Y 32 h. Una vez que todas las células se fijaron dentro de los pozos se les
adicionó una solución de cristal violeta al 0.5% en agua, en esta solución se
mantuvieron durante 20 min, pasado este tiempo se lavó con agua abundante.
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Las células teñidas se resuspendieron en ácido acético al 10%, posteriormente
se determinó la absorbancia a 600 nm.

1. Efecto del oligonucleótido MCG3 sobre el crecimiento de la línea celular
MCF7.

Para determinar sí el oligonucleótido MCG 3 tenia algún efecto en el crecimiento
celular, se sembraron 5 x 104 células/mi en placas de 96 pozos y se incubaron
empleando O, 0.25, 0.5, 1, 2.5 Y 5 ¡.!g de oligonucleótido por mi de medio de
cultivo. Antes de adicionar el oligonucleótido, éste se mezcló con el agente
transfectante Metafectene (Biontex Laboratories GmbH) en una proporción 1/5,
en 100 ¡.!I de medio de cultivo libre de suero y antibiótico 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 ¡.!I de la dilución correspondiente, se incubaron a 37 "C, 6 h
después de haber adicionado la mezcla de transfección (oligonucleótido/
Metafectene), se le adicionó a cada pozo 100 ¡.!I de medio con antibiótico,10% de
suero de ternera y 10% de suero fetal bovino. La concentración de
oligonucleótido se calculó considerando 200 ¡.!I de medio de cultivo. Después de
48 h de la adición de la mezcla de transfección se le agregó adriamicina a una
concentración final de 5 ¡.!M Y se incubaron a 37 "C, las células se fijaron con
formaldehído al 4% después de incubar con las diferentes concentraciones de
oligonucleótido a las O, 1, 2, 4, 8, 12, 16 Y24 h. Una vez que todas las células se
fijaron dentro de los pozos, se les adicionó una solución de cristal violeta al 0.5%
en agua, en esta solución se mantuvieron durante 20 min, pasado este tiempo
se lavó con agua abundante. Las células teñidas se resuspendieron en ácido
acético al 10%. Posteriormente se determinó la absorbancia.

El Metafectane permite la entrada del ADN a las células, ya que lo
condensa en estructuras compactas, evita la destrucción osmótica y
desestabiliza los Iípidos de la membrana mediante fuerzas electrostáticas
repulsivas.

El mismo tipo de experimento se realizó empleando a la línea
inmortalizada de fibroblastos de ratón NIH 3T3, con el fin de determinar si el
método de transfección o el oligonucleótido eran tóxicos para la célula. Se
empleó esta línea celular porque el oligonucleótido fue diseñado contra la
proteína 14-3-3 cr de humano y no de ratón.

2. Citometría de flujo.

Para citometría de flujo se sembraron 2 x 105 células /ml en cajas con 6 pozos y
se les adicionó 1mi de medio de cultivo libre de suero y antibiótico, Metafectene
2.5 ¡.!I/ml de medio de cultivo y oligonucleótido 1¡.!g/ mi de medio de cultivo.

La concentración final se calculó considerando un volumen final de 2 mI.
Las células con las diferentes soluciones, se incubaron a 37 "C durante

seis horas. Pasado este tiempo se les adicionó 1mi de medio de cultivo con 10%
de suero de ternera y 10% de suero fetal bovino.

Después de 48 h a una serie se adicionó y a otra no, adriamicina en una
concentración final de 5 ¡.!M Yse incubó 8, 12 o 24 h.
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Pasados los tiempos de incubación las células se lavaron durante un
minuto con PBS y se despegaron de los pozos empleando 1 mi 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 centrífuga de 15 mi, se
centrífugaron a 1,000 rpm durante 5 min a 4 "C: La pastilla de células se lavó 2
veces con PBS, centrífugando a 1,000 rpm durante 5 min a 4 "C.

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

Finalmente se resuspendieron en 200¡..t1 de una solución de 0.5 mg/ml de
yoduro de propidio en PBS con 0.1 % de azida de sodio, pH 7.4, la suspensión
se diluyó con 800 ¡..tI de PBS, se mantuvieron a 4 "C. hasta su análisis en un
citómetro de flujo FACSCalibur de Becton Dickinson.

3. Hibridación tipo western.

Se sembraron 5 x 104 células/mi en cajas de 30 mm y se les adicionó 1 mi de
mezcla de transfección previamente incubada a temperatura ambiente, la
mezcla contenía 1¡..tg de oligonucleótido/ml de medio de cultivo y 2.5 ul de
Metafectene/ml de medio de cultivo. El medio de cultivo no contenía suero y él
cálculo se hizo considerando un volumen final de 3 mi de medio de cultivo. Las
células se incubaron durante 6 h, pasado este tiempo se les adicionó medio de
cultivo con 20% de suero. Después de 48 h se les adicionó adriamicina en una
concentración final de 5 ¡..tM Y se incubaron durante 8, 12, 16 Y 24 h. De manera
paralela, como control, se incubó otro grupo de cajas en las mismas
condiciones, sin adicionarles oligonucleótido. Pasado el tiempo de incubación las
células se colocaron en una cama de hielo, se les eliminó el medio de cultivo y
se lavaron 2 veces con PBS, el cual se succionó empleando una bomba de
vació casi hasta sequedad. Posteriormente se les adicionaron 300 ¡..tI de una
solución de lisis que contenía 50 mM Tris-HCI pH 8, 120 mM NaCI, 0.5% Nonidet
P-40, 100 mM NaF y 200 mM NaV03 e inhibidores de proteasas: 10 ¡..tg/ml de
leupeptina, 70 UI/ml de aprotinina y 0.58 mM de fluoruro de fenil-metil-sulfonilo
(PMSF). Se incubaron en hielo durante 5 mino Pasado este tiempo y empleando
un raspador se colectó todo el lisado y se transfirió a un tubo para
microcentrífuga.
La mezcla se centrifugó a 4 Oc durante 15 min a 12 000 rpm en una
microcentrífuga. El sobrenadante se transfirió a otro tubo para microcentrífuga y
se mantuvo a -20 "C hasta su uso.

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

Alrededor de 100 ¡..tg de proteína de cada muestra se corrió 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 transfirió a una membrana de celulosa y se
hibridó con un anticuerpo policlonal específico para la proteína 14-3-30- (Santa
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Cruz Biothecnology, Inc.), posteriormente se adicionó reactivo para
quimiolumiscencia de Pierce y se expuso a placas radiográficas Kodak.

Una parte del gel que contenía a otras proteínas y que no se transfirió, se
tiñó con azul de Coomasie, con el fin de determinar que la cantidad de proteína
fue la misma en cada carril. Las proteínas en el gel se fijaron con una solución
de isopropanol al 25 % Y ácido acético al 10 % en agua, a continuación se
adicionó una solución de azul de Coomasie y finalmente se eliminó el exceso de
colorante con una solución para desteñir con metanol al 5 % Y ácido acético al 7
% en agua. Todos los reactivos empleados en este trabajo fueron obtenidos de
Sigma Chemical Products.

46



RESULTADOS y DISCUSiÓN

Por la naturaleza de este trabajo que incluye el desarrollo de modelos
computacionales para modelar las vías de señalización intracelular y
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 descripción de los modelos
computacionales desarrollados y los resultados teóricos obtenidos con ellos.

-En la segunda parte se presentan los resultados experimentales
obtenidos en células en cultivo. Se inhibe la transcripción de uno de los blancos
terapeúticos 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 vías de señalización en las que participa la
proteína Ras. Elegimos diferentes estrategias considerando a las proteínas
como componentes de un sistema dinámico discreto. En este tipo de sistemas
cada elemento tiene un número de estados numerable y finito. Estos estados
cambian de manera discreta en el tiempo. La relación entre elementos está
determinada por reglas lógicas que indican como un elemento define el estado
de otro u otros, (Cárdenas-García et al. 2000; González-Pérez et al. 2000 y
2001; Armas et al. 2000).

Un sistema dinámico discreto, es aquel en el que cada elemento tiene un
número de estados numerable y finito O, 1, 2, 3, etc. (activo, inactivo, fosforilado ,
etc.). La varoación del estado depende de su interacción con los demás
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
número de estados del sistema booleano (si consideramos como el estado del
sistema, al conjunto de los estados de sus elementos) es finito. Por eso, algún
estado del sistema debe repetirse tarde o temprano. Como los estados
siguientes se determinan únicamente por los estados anteriores, eso significa
que finalmente el sistema entra en un ciclo, que se llama el ciclo límite 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 aproximación a la realidad, pero con un
número 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 podría
reducirse a un modelo Booleano. Si tenemos solo dos estados por elemento en
el sistema de n elementos, el número total de estados es 2n. Entonces, el tiempo
de modelaje generalmente crece exponencialmente con n, lo que da lugar a un
sistema muy demandante en términos de tiempo de cómputo.

Para nuestro primer modelo empleamos un método que simplifica el
análisis, al subdividir las vías de señalización en bloques. Con esto, el tiempo de
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cálculo disminuye drásticamente. El mecanismo de subdivisión está basado en
la topología abstracta que es la aplicación de los axiomas matemáticos de
topología, aplicados a cualquier otro conjunto de puntos o elementos (O'Neil ,
1982). La figura 21 corresponde a un diagrama de flujo del desarrollo de los
modelos computacionales.

Modelos de señalización intracelular I
I... ...

I Modp.los comnutac ionalas dp.sislp.mRS biol ónicos I I \!i<le:: rl .. e::.. ñ<l1i7<l"i n n inl r<l" .. h,l<lr I

i+ I
I Sistarnas dislrib uidos

......1 I.IAK/STAT

I Auló m;¡l;¡s celularas ]+- ....
...... Adenilato ciclasa I....

I Modelos continuos ....... .....
I..... Fosfoinositidoscalcio

I .~
Redes de petri ....... .....

I.....
...... Esfingomielina-<:eramida

I RP.dp.sbooleanas • r+1 IReceptores con actividadde canales iónicos

I .~

IRP.dp.s neuronales ... P ro te ínas c inasas activadas po r mitó genos
MAPKlRas/Raf

I Sistemas p.xoP.rtos ......
......

•... ...
I I

., ,
I I I ....Base de conocimientos Motor de inferencia ..... Primer modelo .

~ ~ I I Aplicación de la topolog ía
abstracta y análisis de atractores
de las señales int race lu lares
mediadas por Ras

+
Segundo modelo. ....

Sistema experto de las se ña les ...... Cellulat Laboratorio virtual I
intrace lulares mediadas por Ras

~,

I Localización deblancos terapéuticos

•Experimentos en células para anular a los Iblancos terapéuticos propuestos

Figura 21 Representación general de los pasos que se siguieron para el desarrollo de los modelos
computacionales. Ambos modelos se pueden emplear para facilitar la búsqueda de blancos terapeúticos El
sistema experto por medio de la estructura de pizarrón puede comunicarse con el laboratorio virtual
Gel/u/al. Los experimentos en líneas celulares relacionadas con los blancos propuestos dan lugar a
información que incrementa la base de conocimientos del sistema experto.
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1.1 PRIMER MODELO.

En la figura 22 se representan las vías generadas por Ras y sus proteínas
efectoras Raf, RalGDS, PLC y PI3K, así como las vías que relacionan a Ras con
el control del ciclo celular, consideradas por nosotros para este modelo. Los
elementos que participan son proteínas, 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
activación, fosforilación o a la formación de un complejo de un segundo
elemento. Si el elemento tiene más de una flecha señalando hacia él, indica que
su estado está determinado por la acción cooperativa de todos los elementos
conectados a él. Una flecha con la punta blanca indica inhibición. (Cárdenas­
García, 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 número de posibles combinaciones de estados es muy grande, por lo que
para su análisis lo dividimos en grupos de elementos que interactúan, que
puedan ser analizados de manera más o menos independiente. La tabla 7 es
una lista de los elementos que se encuentran en la figura 22.

Figura 22. Interacciones entre los elementos que participan en las vias de señalización relacionadas con
Ras. Las flechas indican interacciones positivas (activación , fosforilación , etc.), las flechas con punta blanca
interacciones negativas (inhibición, desfosforilación, etc.).
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serie e eemen os, en ro e os que se encuen ran comoieros pro eicos.
No Nombre del Su cambio de estado No Nombre del Su camb io de

elemento depende de: elemento estado depende
de :

O 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 Daño a DNA
5 EGFRShcGrb2 EGFRA Shc Grb2 38 Daño a DNA Daño a DNA
6 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 021WAF1 053
11 Sos Sos 44 Cdc2 CDC25 14-3-3cr
12 RasGDP RasGTP GAP 45 14-3-3cr p53
13 GAP p120GAP p190GAP 46 GADD45 p53
14 0120GAP 0120GAP 47 CDC25 Chk1
15 p190GAP p190GAP 48 Chk1 Cdc42/Rac

daño a DNA
16 RasA EGFRGrb2Ras 49 MEK RafMKK1

EGFRShcGrb2Ras Pgi PGq
17 PGi R7DTM 50 ERK MEK
18 PGa R7DTM 51 Elk ERKJNK
19 R7DTM Adrenalina PKC 52 cFos Elk1
20 Adrenalina Adrenalina 53 AP1 cFos cJun
21 PKC DG PI3K 54 cMvc AP 1
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 Ptdlns(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 Ptdlns (3,4,5)P3 61 AC AC
29 Ptdlns (3,4 ,5)P3 PI3K 62 cAMP AC
30 PI3K RasA 63 PKA cAMP
31 Rho EGFRGrb2 EGFRShcGrb2 64 Rsk2 ERK

RalGDS
32 Ral RalGDS 65 CREB Rsk2

Tabla 7. Elementos que participan en las vías de señalización que involucran a Ras consideradas para el
primer modelo computacional. La activación o inactivación de cada elemento a considerar depende de una

. di t d t di t leí teí
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Bases matemáticas.
Matemáticamente hablando, todos los elementos involucrados en las vías de
señalización constituyen un conjunto. Para analizarlo en detalle resulta es
necesario dividir al conjunto en subconjuntos denominados autosuficientes
(SOS, 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 SOS se puede considerar de manera independiente
de todos los demás elementos del sistema. Por otro lado, el SOS puede influir a
los elementos externos al SOS. El mismo elemento puede ser incluido en varios
SOS, entonces los diferentes SOS forman una estructura por si mismos.

Para aclarar las propiedades matemáticas de los SOS consideramos que
la unión o la intersección de dos SOS también es un SOS. La prueba formal de
este hecho se presenta en el artículo, (Cárdenas-García, 2002). Todos los SOS
forman lo que se llama en matemáticas una topología abstracta. De hecho, la
definición de una topología implica determinar cuáles de los subconjuntos del
conjunto son "abiertos". Si la unión e intersección de los subconjuntos abiertos
es abierta, la topología es definida (O'Neil, 1982).

La idea de esta definición es que si los elementos pertenecen al mismo
subconjunto abierto están 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. Aunque la topología es más útil
para los conjuntos infinitos, se define también para los conjuntos finitos.
Identificando los SOS con los subconjuntos abiertos de una topología, vemos
que la división en SOS define una topología abstracta. El siguiente paso para el
análisis es tratar de simplificar la topología para obtener subconjuntos
autosuficientes manejables y estructurados de una manera razonable. Para eso
notamos, que algunos SOS no tienen otros SOS adentro. Estos son los más
simples. Luego siguen los SOS con un SOS adentro etc. Partiendo de esta
observación, se puede obtener una estructura piramidal o jerárquica. En los
escalones más altos se encuentran los SOS que no tienen otros SOS adentro, el
siguiente peldaño corresponderá a los que contienen un SOS, etc. Los
escalones más bajos de la pirámide dependen de los escalones más altos y
definen, a su vez, a los escalones aun más bajos. La estructura piramidal
obtenida por nosotros se muestra en la figura 23. Esta división nos permitió
visualizar en conjuntos diferentes, a los elementos relacionados con las
proteínas efectoras de Ras implicadas en crecimiento celular por un lado, por
otro a los elementos involucrados en la regulación del citoesqueleto, y también
los elementos relacionados con el control del ciclo celular. Así, la división en
conjuntos hace no sólo más fácil el análisis, sino que también proporciona una
subdivisión biológicamente significativa.

Todo el procedimiento antes descrito requiere el uso de la computadora y
se hace de una manera automática. Para hacer el cálculo 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 SOS, luego asigna
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los rangos a los subconjuntos en la estructura. El procedimiento se describe con
mas detalle en Cárdenas-García, 2002.

Siguiendo con este primer modelo y considerando la posibilidad de que el
mismo nos facilitara la detección 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 lógicas
de las interacciones, por ejemplo:
11 regla O, un elemento es activado por otro
11 regla 1, un elemento es activado cuando otros 2 están activos
Ilregla 2, un elemento es activado por cualesquiera de otros 2 elementos activos,
pero no activado cuando ambos están activos.
Etc.
Las reglas se aplican a todos los elementos en cada paso. Finalmente, el
sistema llega a un equilibrio (no hay más cambios en los estados de los
elementos después de aplicar reglas). A estos estados finales al equilibrio se
llama atractores de la red, o ciclo límite . Para este análisis seleccionamos 41
proteínas, matemáticamente el número de estados iniciales posibles es de 241

.

Eso hace imposible la búsqueda directa de todos los atractores posibles, pues la
cantidad de estados iniciales y sus combinaciones es demasiado grande.
Después de hacer la división jerárquica se obtuvieron 3 subgrupos. Tomamos el
más pequeño. En este caso, el número de estados finales depende de que
siempre esté EGF (lo cual es lógico desde el punto de vista biológico). En este
caso todas aquellas proteínas que se requiere que estén presentes no
importando la combinación de estados iniciales, son consideradas posibles
blancos terapéuticos, ya que son esenciales para la célula. Los resultados de
este análisis computacional se encuentran en mayor detalle en Cárdenas-García
et al. 2000.
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Figura 23. Estructura piramidal o jerárquica obtenida. En el grupo superior se encuentran los ligandos,
receptores, cinasas, en el grupo intermedio factores de transcripción, sus monómeros y cinasas de los
mismos y en el grupo inferior proteínas cuya respuesta está regulada por factores de transcripción
activados por la vía de señalización.

La realización de este modelo nos permitió mediante un método computacional
analizar y clasificar un gran número de datos y consecuentemente sugerir
posibles blancos terapéuticos; en este caso en particular los blancos
terapéuticos serían aquellos que jerárquicamente se encuentran en la base de la
pirámide ya que su activación se da en respuesta a un estímulo 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 vías relacionadas con 3 de las
proteínas efectoras de Ras: Raf, PI3K y Ral GDS, así como las vías que
relacionan a Ras con el control de ciclo celular, específicamente con p53 y ARF.
También se consideraron las proteínas 14-3-3 relacionadas con estas vías.

A continuación, el factor de transcripción AP1 se presenta como ejemplo
de como se almacena la información para cada uno de los elementos del
sistema.

AP1 (Activator Protein 1), es un factor de transcripción tipo cierre o zipper
de leucina (bZip), se considera un mensajero nuclear que regula las acciones
generadas por las vías de transducción 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: proteínas, clase: factor de transcripción, subclase: básicos tipo cierre
o zipper de leucina bZip. Como se indica en el siguiente daigrama de clases de
la figura 24.

Proteína

A
Factor de transcripción

A
bZip AP1

Figura 24. Diagrama de clases que representa la clasificación de AP1. AP1 es un objeto de la clase bZip. la
clase bZip pertenece a la clase factor de transcripción y la clase factor de transcripcion pertenece a la clase
proteina.
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Figura 25. Esta es una imagen de la visualización en pantalla de la clasificación de AP1. AP1 es un objeto
de la clase bZip, bZip es una subclse de la calse factor de transcripción y factor de transcripción es una
subclase de la clase proteinas .

El factor de transcripción AP1 es una proteína dimérica que puede estar formada
por proteínas de la familia Jun, proteínas de la familia Fos y proteínas ATF.
Dímeros que pueden formar a AP1:

eJun-eFos eJun-JunB JunO-FosB JunB-FosB eFos-FosB
eJun-eJun JunB-JunB eJun-Fra1 JunO-eFos eFos-Fra1
eJun-JunO JunB-JunO JunB-Fra1 eJun-ATF4 eFos-Fra2
JunO-JunO eJun-FosB JunO-Fra1 eFos-ATF4 FosB-FosB
JunO-Fra2 JunB-eFos eJun-ATF2 Fra1-ATF4
eJun-Fra2 JunB-Fra2 eJun-ATF3 eFos-eFos

En este caso el objeto AP1 contiene como subobjetos a cada uno de los
posibles dímeros (figura 26).
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Figura 26. Esta figura muestra la visualización en pantalla de los dímeros 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 fosforilación, tanto de la proteína
preexistente como de aquella sintetizada de novo. Las cinasas JNK, FRK Y
MAPK son las más importantes en dicha regulación. Fos es fosforilado en la
treonina 232 por una cinasa específica la FRK, fosforilación que potencia la
transcripción del gen. La regla que corresponde a este hecho es la siguiente.

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

Otras formas de regulación de AP1, implícitas en la función de Jun y Fos,
dependen de la estabilidad de los heterodímeros
Fos-Fos<Jun-Jun<Fos-Jun
En el sistema experto esto se programa dándole diferentes pesos a cada uno de
los dímeros, dependiendo de la disponibilidad del monómero y de la estabilidad
de los dímeros, como se ejemplifica en la figura 28.

Wl!lghl RUin
11 cJun cFos = Ves
Then APl ,;-Ves

1I cJun ATF2 = Ves
Then APl ,;-Ves

If cJun ATF3 = Ves
Then APl ';-Yes

1I cJun AT F4 = Ves
Then APl ';- Y e s

1I cFos ATF4 = Ves
Th en APl ';- Y es

If Fral ATF4 = Ves
Then APl ~ Yes

1I cJun Fra2 = Yes
Then APl ,;-Yes

1I cJun Fral = Ve s
Then APl ,;-Ve s

1I cJun Fo sB = Ve s
Then APl ,;-Yes

1I cJun JunO = Ves
Then APl ';- Y e s

1I JunO JunO = Yes
Then APl =-Y es

Figura 28. Esta figura muestra a algunas de las reglas de inferencia que determinan la presencia de AP1,
en ella se observan los diferentes pesos de cada regla, estos pesos dependen de la estabilidad de los
diferntes dímeros.

57



RESULTADOS Y DISCUSiÓN

Una vez ejemplificado el almacenaje de la información, a continuación se
muestra cómo el usuario final realiza una sesión de trabajo.

Introducción a la sesión de trabajo.

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

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 presentación, se inicia la tarea de introducción de datos por
parte del usuario, figura 30.
1. La asignación de un nombre que identifique la sesión.
2. Determinar el tipo de información con la que trabajará. Cuantitativa (si

asignara valores numéricos como concentración a todos los elementos),
semicuantitativa (si asignara valores numéricos como concentración a
algunos de los elementos) o no cuantitativa (no se asignarán valores
numéricos a ninguno de los elementos).
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Figura 30. Esta imagen corresponde a la ventana en la que el usuario debe asignar el nombre a su sesión
y determinar el tipo de sesión .

A continuación el usuario debe indicar los elementos de la base que estarán
presentes en su sesión, figura 31.

J!I1Iil FKR
Efillil Fos
Efillil Fosb
J!I1Iil Fosb2

Iil Fral
Efillil Fra2
E!fJ1il GS3K
J!I1Iil HsP70
J!I1Iil IFgama

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

A continuación se indica para cada elemento seleccionado si está o no activo, en
el caso de una sección cuantitativa o semicuantitativa se debe asignar una
concentración a cada elemento. Con base en la información proporcionada por

59



- ------ -- ---

RESULTADOS y DISCUSIÓN

el usuario, el sistema experto determina haciendo uso del motor de inferencia si
la combinación de elementos da lugar o no a una célula viable. El sistema nos
indica si la célula sobrevive o muere, mostrando una ventana como la que se
encuentra en la figura 32.

la célu la vive
l a célula muer e

No hoy sullclenle Inlormoci6n

.. 11II ... i4í!l!_ 1
_ii~ 'Ill8:u.'.·.··.·.·.•.I.l .El" .

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 parámetros y repetir la
operación, justificación si se quiere saber el por qué del resultado final y continuar para continuar o salir.

De manera automática, 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 serán
posibles blancos, en el caso que la idea sea eliminar a la célula. A continuación
se presentan dos ejemplos. En el primer ejemplo se eliminó a la proteína Ras y
en el segundo a la proteína 14-3-30". Al seleccionar la opción justificación, el
sistema nos indicará cuál fue la vía alterna que la célula utilizó y logró sobrevivir
para el caso de Ras figura 33. Para el caso de la proteína 14-3-3 la célula no
sobrevive, la justificación se presenta en la figura 34.

Figura 33. Esta imagen corresponde a la 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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Figura 34. Esta imagen corresponde a la ventana que aparece con la justificación, de porque en ausencia
de la proteína 14-3-3 e, la célula muere. Al estar libre el complejo cdc2ciclinaB, la fosfatasa CDC25C lo
desfosforila y el complejo entra a núcleo íniciandose la mitosís, lo que lleva a la célula a una catastrofe
mítotica y finalmente a la muerte.
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2.0 RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Los resultados experimentales de esta tesis serán enviados para su publicación
una vez que se tenga la patente de los oligonucleótidos utilizados.
El sistema experto desarrollado para buscar posibles blancos terapéuticos,
indica que la ausencia de la proteína 14-3-3 cr (figura 34), da lugar a la muerte
celular, por lo que decidimos corroborar este resultado experimentalmente.
Para eliminar a la proteína 14-3-3 cr empleamos oligonucleótidos que forman una
triple hélice en la región promotora del gen que codifica para esta proteína ,
evitando de esta manera su transcripción y por ende su traducción.
Para comprobar que los TFO diseñados por nosotros realmente forman una
triple cadena con su secuencia blanco realizamos experimentos que confirman
la formación de triplex in vitro.

2.1 Formación de triplex in vitro.

2.1.1 Desnaturalización térmica.

El ADN de doble cadena en solución 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 hipercrómico. 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 gráfica de densidad óptica (DO)
contra temperatura.
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Figura 35. En esta gráfica de temperatura en oC, contra absorbencia a 260 nm podemos observar ADN de
doble cadena curva inferior y de triple curva superior. A partir de los 50 grados centígrados se observa un
incremento en la absorbencia de la triple cadena con respecto a la doble, estos resultados coinciden con los
reportados en la literatura y demuestran la existencia de una triple cadena. Las gráficas representan un
promedio de 3 experimentos , las barras indican la desviación estándar. El mismo tipo de experimento se
realizo con los oligonucleótidos MCG1, MCG2, MCG3 y MCG4. En todos los casos se obtuvieron espectros
similares . La curva que se muestra aquí corresponde al oligonucleótido MCG3.
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2.1.2 Dicroismo circular.
El dicro ismo circular es la diferencia de la desviación de la luz a la derecha y la
desviación de la luz a la izquierda, de tal manera que una molécula entre más
asimétrica sea presentará una mayor elipticidad negativa y/o positiva . Al
comparar los espectros de dicroismo circular de la cadena sencilla , el dúplex y el
triplex, se observa en el triplex incrementó la elipticidad negativa y positiva, con
respecto al dúplex 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 dúplex y en
la cadena sencilla indica una mayor asimetría de la molécula .
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Figura 36. En esta gráfica elipticidad contra longitud de onda, se muestran los espectros de dicroismo
circular para la cadena sencilla (gris claro), el dúplex (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 oligonucleótidos MCG1, MCG2, MCG3 y
MCG4. En todos los casos se obtuvieron espectros similares. Los espectros que aquí se muestran
corresponden al oligonucleótido MCG3.
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2.1.3 Movilidad en gel.
Para observar diferencias en el patrón de migración de cadena sencilla, doble o
triple de ADN, se realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones nativas, figura 37. Se utilizó la misma cantidad de muestra en cada
carril (20 Ilg) . Debido a que los TFO tienen fluoresceína 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 ultravioleta, fue posible observar la
formación de triplex, así como la diferencia en la migración de cadena sencilla,
doble y triple. En la fotografía de la figura 37 se observa en el carril 5 una triple
cadena más estable con respecto a las que se presentan en los carriles 3, 4 Y 6.
El carril 5 corresponde al triplex formado entre el oligonucleótido MCG3 y su
dúplex correspondiente.

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 dúplex correspondiente , (4) triple cadena entre MCG2 y su dúplex
correspondiente , (S) triple cadena entre MCG3 y su dúplex correspondiente, (6) triple cadena entre MCG4 y
su dúplex correspondiente, (7) la mezcla resultante de la incubación de los oligonucleótidos MCG3, MCGS y
el dúplex correspondiente a MCG3, (8) la mezcla resultante de la incubación de el oligonucleót ido MCGS y
el dúplex correspondiente a MCG3. El color verde corresponde a la fluoresceina y el naranja al bromuro de
etidio. Se confirma la formación de una triple cadena in vitro, por lo menos entre la doble cadena
correspondiente al oligonucleótido MCG3 y el oligonucleótido MCG3 (carril S). La triple cadena es muy
inestable o se pierde durante la electroforesis en el caso de los oligonucleótidos MCG1 y MCG2 y su
respectiva doble cadena correspondiente (carriles 3 y 4) . El oligonucleótido MCG4 y su doble cadena
correspondiente forman un triplex parcialmente estable con respecto a formado por MCG3 y su doble
cadena correspondiente, carril 6.
Hasta aquí queda demostrado que al menos uno de los oligonucleótidos
diseñado (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 transcripción de su
gen blanco, por lo que realizamos los siguientes experimentos en líneas
celulares en cultivo.
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2.2 Experimentos en líneas celulares.

Con el fin de determinar si los oligonucleótidos y/o el procedimiento empleado
para su introducción no es tóxico para las células, transfectamos las clonas T4,
N5 , C10, J3 y J20 derivadas de la línea celular de fibroblastos de ratón 3T3NIH,
ya que los oligonucleótidos fueron diseñados contra el gen de 14-3-3 o humano,
por lo que en estas células no se espera observar efecto biológico directo
causado por la formación de triple cadena al emplear el oligonucleótido MCG3.
En la figura 38 están las secuencias de la región promotora del gen que codifica
para la proteína 14-3-3 e de ratón y la de humano, así como los sitios a los
cuales se dirigen los oligonucleótidos MCG1, MCG2, MCG3 y MCG4.

Horno sapiens tctctc ctgcttcattgcctgctgcctaagccttggcccttctctcggg-cagaggcagg
11I1 111 1I 1 111 11 11111 11 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 111 111111 111

Mus rnusculus tctcacctgcct-gttgtctgctgcctgagc tttggcccttttct-gggagagaggcagg

MCG1
Horno sapiens tgctgtggcagcacctct -ccccac-caccgggcccctgca gggc a gggga ga gg ggtc c

1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 11 11 11 1111 1 111 1 11 1 1 1
Mus rnusculus taccgtggtag-aact-tgacctactca-cggggccctatagg-ctactcatttccac ct

Horno sapiens tctctcctgcttcattgcctgctgcctaagc c ttggcccttctctcggg-cagaggcagg
111 1 11 1I 1 I 111 11111111 1 111 1 1 1 1 11111 1 1 1 111 11I1 I 1 1 11

Mus rnusculus tc tcacctgcct-gttgtctgctgcctgagctttggcccttttct-gggagagaggcagg

MCG2
Horno sapiens tgctgtggcagcacctct - c c c t a c c c c c t gctcccctgcaggccgcctc-cctcct ccc

1 1 1111 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 11 11 11 1 1 111 11I 11
Mus rnu s c ulus t accgtgg tag-aac t -tgacctactca-cggggccctatagg-ctactcatttccacct

Horno sapiens aggcctgctaaccctctctcttctccttctttgctgtcctgccggggatc-tccagtgtg
1 1111 11111111 1 11 1 1111 1 1 1 1 1111 11111 11 1 11 1 1 11111 1 1 1

Mus rnus culus a--tttgctaaccctctctcttctc ctcctt tgccatc ctgcc-gcgatcatccagtc t g

MCG4
Horno sapiens tgcgggggcttaag ga c a a ga ga a ga g t c ggtgctc t ctgc ctctc caggaatggcctgg

I I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1
Mus rnusculus tgcgggggct taaggagctcctgaggaccgccactctctgcctcttcaggagtggc ctgg

Horno sapiens ggggagccaggcacccggcacctccacctgcctaacctgtggcccatctgccaccatctg
1 1 11111111111111111 1 1 1111 1111 1 1 1 11111 1 111111 1 1 1 1 1 1 1 111 111I 11

Mus rnu s c u l u s ggggagccaggcacccggcacctccacctgcctaacctgtggcccatctgccaccatctg

Horno sapiens tgcctacagggtctg-ccc- -ccc--agcctgccc ggc ctgtgtgctctctag-gac-c c
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 111 111 1 1111 1 1 1 111111111 1 1 1 11 11

Mus rnusculus tgcctacagggtccgtcccgtcccccagcctgtcctacgtgtgtgctctctagagcct cc

Horno sapiens c-at-ag- -g-gggcaggggctggcctctttgcccc--attcccg-ctccatgccggc ca
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I I 1 1 11

Mus rnusculus c c a c c a a c a g t gggc a ggc gc t gggct c t a -gtcc agga a c c c c a a c t c c t t gc t ggcc a

Horno sapiens gagtgtagaaagccataacgcacgcagccatcagcacaa t aatgtgactctacgctgata
1 1 1 1 I 1 1 11 1 I I I I 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 I I I 1 1 1 I I 1 1 11 I I I 11 1 1 1 I 1 1

Mus rnus culus gag tgtagaaagcca t a-c-c- -gcagcc-tcagcacagtactgtaacact- -gctga-a

Horno sapiens tgct - -ccctctc-tcctccactgactt-cc ccttcccg-gatttgtgaggtgtcaagac
1 1 11111 1 111111 11 1 1 1 11 1 1 1111 111 1 11111 1 1 1 1 11 1

Mus rnusculus c - c t t gc c c t c c c c t cct c c c c t - -cg t gcccc t tcccca ga t t t g t g a agt g t ggagt c
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MCG3

Horno s a p i e ns t - - - - aggaatctggccttag-agcctgccc c t g t t c t c t c t c a g c caggcatagccat
1 11111111111 1 1 11111111 11 1 11 111 1 11 111111

Mus rnus c u!us t c ttta gga atctcgcctc-gcagcctgcc - - - - -tct- - - - -ag-ccag-cagagccat

Horno s apien s a gtcaagc ccagcaggtt t c ct - c a ggagc t g t ctgggg t g t t ga t gg t gga t ga c gc t g
11 I 1111 11111111 111 11111111 111111 1111 1111 1 11 111

Mus rnuscu!u s a ggc cagc c t agc a gg t t - ccttc a ggagc t a t c t ggg- t g t t ga t g---- a- - - c gc t g

Horno s a p i e ns c tga acaagtttggtgactgt t ctaagcacaactggcttgatactgttcccacg
111 11 1111 11 11 1 1111 111 1111111 11 11 11 11 1 11 11 11 11111

Mus rnuscu! us ctga aca a g t t tggc a actgct ctaagcacaacgggcttgacgctgt tcccacg

Horno sapiens a ggcct gc taa c c ctctc t c tt c t c c t t c t t t gc t g t c c t gc c ggggatc- t c c a g t g t g
1 111111111111111111 1111 111 111 111111 111111 1111 11 11

Mus rnuscu!us a - -tttgct a accctctctct tctcctcctttgccatc ctgcc-gcgatcatccagtctg

Horno s a p i e ns tgcgggggcttaaggacctcctgaggaccgctgctctctgcctctccaggaatggcctgg
1111 11 1111 11 1111 1111 11111 1111 1 1111 11111 111 11111 11 11 11 11

Mus rnus cu!us t gc gggggc t t aagga gctcctgaggaccgccactctctgcctcttcaggagtggcctgg

Horno sapiens ggggagccaggcacccggcacctccacctgcctaacctgtggcccatctgccaccatctg
11 1111111 111 111 1111 111111 1111 111111 1111 1111 111111111111 1I111

Mus rnuscu!us ggggagccaggcacccggcacctccacctgcctaacctgtggcccatctgccaccatctg

Horno sap i e ns t gcctacagggtctg-ccc- -ccc--agcctgcccggcctgtgtgctctctag-gac-cc
111 11 11 11 11 11 1 111 11 1 11 11111 1 111111111111111 1 1 11

Mus rnuscu!us tgcct acagggtccgtcccgtcccccagcctgtcctacgtgtgtgctctctagagcctcc

Horno sapiens c -at-ag - -g-gggcaggggctggcctctttgcccc- -attcccg-ctccatgccggcca
11 1 1111111 111111 11 11 1 11 1 11 1 1111 111 1111 1

Mus rnuscu!us ccaccaaca gtgggca ggcgctgggctcta-gtccaggaaccccaactccttgctggcca

Horno s apiens ga g t g t a ga a a gcca taacgcacgcagccatcagcacaataa t gtgactctacgctgata
11111 11 1111111111 1 1 11 111 1 111111 11 11 11I 11 11 11 11 1 1

Mus rnuscu!us ga gtgtagaaagccat a-c-c- -gcagcc-tcagcacagtactgtaacact--gctga-a

Horno sapiens tgct --ccctctc-tcctccactgactt-ccccttcccg-gatttgtgaggtgtcaagac
11 1111111111 1111 111111 11111 111 11 1111 1111 11 1

Mus rnus cu!us c-cttgccctcccctcctcccct --cgtgccccttccccagatttgtgaagtgtggagtc

Horno sapiens t- - - -aggaa tctggcct tag-agcctgcccctccaccccctcaga tcaggcat~

1 111 111111111 1111 11111 1I 1 11 1111 11 111111
Mus rnuscu!us tctttaggaatctcgcctc-gcagcctgcc-----acc- - ---ag-tcag-cag~

Horno s a p i e ns ~caagccca gca~tttcct - ca gga gctgtc tggggtg t tg~gtgga t

11 1 1111 11111111 111 11111111 111111 1111 11 11 1 11111
Mus rnus cu!us ~ccagcc t agcag~tcagga gc ta tct ggg - tgt tga tg-- - -a - --t gc tg

Horno s apiens ctgaacaagtttggtgactgttctaagcacaactggcttgatactgttcccacg
11 111111111111 1111 11111111 1111 11111 11 1111 11 11 111

Mus rnuscu!us ctga acaagtttggcaactgctctaagcacaacgggcttgacgctgt tcccacg

Figura 38. Alineamiento de la región promotora de los genes que codifican para la proteina 14-3-3 e de
humano (Horno sapiens) y de ratón (Mus musculus) . Se indicán los sitios a donde van dirigidos los
oligonucleótidos MCG1 , MCG2 , MCG3 y MCG4 . Los nucleotidos sombreados corresponden a las cajas
TATA Y CAT.

Las células de las diferentes clonas fueron transfectadas con el oligonucleótido y
el agente transfectante Metafectane. Se determinó viabilidad por densitometría
con el método de cristal violeta a las 0,24,48 Y 72 h después de la transfección,
la gráfica obtenida se muestra en la figura 39. Se encontró que ni el
oligonucleótido o el agente transfectante Metafectane son tóxicos para las
células, ya que no observamos disminución en la viabilidad de las mismas, aún
incubando con 151lg de oligonucleótido por mililitro de medio de cultivo durante
72 h.
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Figura 39. En esta curva de crecimiento que nos muestra densidad óptica contra tiempo, podemos
observar que el crecimiento es similar con diferentes concentraciones del oligonucleótido. Los datos
obtenidos fueron con la clona C10, las concentraciones de oligonucleótido son en I1g por mililitro de medio
de cultivo y metafectane en una proporción 1/5.

Una vez que se determinó que los oligonucleótidos no son tóxicos por si mismos
en células de fibroblastos de ratón , procedimos a determinar el efecto de uno de
los oligonucleótidos anti-Hoogsteen (MCG 3), por presentar mayor estabilidad de
triplex .in vitre. Los experimentos se realizaron en la línea celular humana de
cáncer de mama MCF 7.

2.2.1 Internalización del oligonucleótido.

La Internalización de oligonucleótido se puede ver ya que este tiene fluoresceína
en su extremo 5'. En las fotografías de la figura 40 observamos que 24 h
después de la transfección, el oligonucleótido se encuentra en el citoplasma
celular y a las 48 h en el núcleo. Las fotografías A y B corresponden a 24 h Y las
C y D a 48 h.
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Figura 40. Fotografías de las células MCF 7 transfectadas con el oligonucleótido MCG3. "A" y "C" Imagen
de las células con luz visible, 24 h Y48 h, después de la transfección, "8" y "O" Imagen de las células 24 h Y
48 h, después de la transfección empleando lámpara de mercurio. Las flechas señalan a las células
fluorescentes .

2.2.2 Efecto de la concentración del oligonucleótido MCG3 sobre el
crecimiento de la línea celular MCF7 en cultivo.

Para determinar la concentración de oligonucleótido suficiente para la
observación de un cambio en el crecimiento celular, es necesario primero causar
daño al ADN ya que el gen que codifica para la proteína 14-3-3cr se activa en
respuesta a daño a ADN. Para causar daño a ADN empleamos al fármaco
adriamicina. En la figura 41 se presenta la curva de crecimiento celular en
respuesta a diferentes concentraciones de adriamicina. Elegimos 5 ~M ya que a
esta concentración las células presentan un menor crecimiento con respecto al
control pero no todas mueren, por lo que el porcentaje que sobrevive debe
presentar daño a ADN.
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Figura 41. Curva de crecimiento empleando diferentes concentraciones urnolares de adriamicina, a
diferentes tiempos de incubación. La densidad óptica representa viabilidad celular.

Empleando 5 ~M de adriamicina después de transfectar a las células con
diferentes concentraciones del oligonucleótido MCG3, se realizó otra curva de
crecimiento, que se presenta en la figura 42. En esta gráfica observamos que la
concentración de oligonucleótido necesaria para observar un cambio en el
crecimiento celular es de 1 ~g/ml, 16 h después de adicionar adriamicina. En
esta gráfica también se observa que el efecto del oligonucleótido sobre la
viabilidad celular, depende de su concentración. La viabilidad celular presenta
una disminución del 80 % con respecto al control al emplear la concentración de
oligonucleótido de 4 ~g/ml de medio de cultivo.

69



-'1>
-".l> <b1~ <>

O.D~5

O.M

RESULTADOS y DISCUSiÓN

8

T2 T4 T8 T12 T16 T24

T(h)

A

TO T1

0,05

70

0,25

0,2
ft:S
U
;:,

g 0,15

s
:2
f/) 0,1
e
el)

e

Figura 42. Curva de crecimiento. Esta curva se realizó empleando diferentes concentraciones en Ilg de
oligonucleótido por mi de medio de cultivo. Se grafica densidad óptica que corresponde a viabilidad celular,
con respecto al tiempo. El oligonucleótido se adicionó 48 h antes de adicionar adriamicina en una
concentración final de 5 11M, el tiempo corresponde al tiempo de incubación con adriamicina. Se observa
que la disminución en la población de células vivas depende de la concentración de oligonucleótido , ya que
a mayor concentración, menor densidad óptica. En los recuadros A y 8 se presentan dos fotografias de las
células en un microscopio óptico con un objetivo de 100X. (A) corresponde a la imagen de 1hr despúes de
adicionarles adriamicina y (8) a 12h despúes de adicionarles adriamicina.
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2.2.3 Efecto del oligonucleótido MCG3 sobre el ciclo celular de la línea
celular MCF7 en cultivo.

Cuando hay daño a ADN, los niveles de p53 se incrementan, p53 activa la
transcripción de 14-3-3 0'. 14-3-3 O' se une a cdc2 fosforilada y esto impide que
la fase G2 de ciclo celular continúe. En ausencia de 14-3-30' cdc2 es
desfosforilada por Cdc25, cdc2 desfosforilada se une a la ciclina B y se inicia la
mitosis, figura 43.

Daño a DNA

t
p53

I 14-3-30'

• ~ cdc2P
14-3-30'

------4.. Se detiene en G2

14-3-38
Cdc25

t
Cdc25

~cr

cdf2P

t cdc2
-..... cdc2 --+ ciclina B -ooot.. ciclina B-......~ Mitosis

Figura 43. Esquema del papel de la proteína 14-3-3 o- en el control del ciclo celular. Cuando hay daño en
DNA, los niveles de p53 se íncrementan, p53 actíva la transcripción de 14-3-3 0- . 14-3-3 o- se une a cdc2
fosforilada y esto impide que la fase G2 de ciclo celular contínúe. En ausencía de 14-3-3 0- , cdc2 es
desfosforilada por Cdc25. cdc2 desfosforilada se une a la ciclina B y se inicia la mitosis.

Con el fin de determinar si existe un incremento en la población de células en
G2/M, se calculó el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo
celular por citometría de flujo. En la figura 44 se presenta un histograma de
barras del índice mitótico relativo obtenido en células tratadas o no con
adriamicina y transfectadas o no con el oligonucleótido, 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 población en G2/M en las células transfectadas con el oligonucleótido y
tratadas con adriamicina con respecto a las células control. Las población de las
células en S en ambos casos es similar y hay una disminución de la población
en G1 con respecto al control.
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Figura 44. Indice mit6tico relativo de células con diferentes tratamientos: primera barra células
control (sin adriamicina, ni 0Iigonucle6tido), segunda barra células tratadas 12 h con adriamicina
5J.lM, no transfectadas con el 0ligonucle6tido, tercera barra células transfectadas con 1J.lg de
oliqonucle ótido por mi de medio de cultivo, sin tratamiento con adriamicina y cuarta barra células
transfectadas con 1J.lg de 0ligonucle6tido por mi de medio de cultivo, 48 h antes de tratar por 12
h con adriamicina 5 J.lM. El 100% corresponde a las células tratadas con adriamicina y
transfectadas con el oligonucle6tido . En los recuadros A y B se presentan las cuentas obtenidas
en el cit6metro de flujo, en ambos casos la mayor parte de la poblaci6n celular se encuentra en
G1. (A) corresponde a las células control (sin adriamicina , ni oligonucle6tido) y (B) corresponde a
las células transfectadas con el oligonucle6tido y tratadas con adriamicina. En B se observa un
incremento de las células en G2/M y una disminuci6n en las células en G1 con respecto a A.

2.2.4 Efecto del oligonucleótido MCG3 sobre la expresión de la proteína
14-3-3 a en la línea celular MCF7 en cultivo.

De acuerdo con los resultados anteriores, el oligonucleótido MCG3 disminuye la
viabilidad de la línea celular en cultivo MCF-7. Pero aún no hemos determinado
si esta disminución se deba a la formación de triplex y disminución en la
transcripción del gen que codifica para 14-3-3 a: corysecuentemente su
traducción. Para determinarlo, realizamos una hibridación tipo Western. En la
figura 45 se observa una autoradiografía obtenida después de hibridar el
extracto proteico de células transfectadas con 1 Ilg de oligonucleótido por mi de
medio de cultivo, e incubadas 48 h después, durante 8, 12 ó 16 h con
adriamicina. La hibridación se hizo con un anticuerpo policlonal de cabra contra
14-3-3 o, un anticuerpo contra IgG de cabra, y finalmente se adicionó reactivo
para quimioluminiscencia, y se expuso en la oscuridad a una placa para rayos X.
En la figura 46 se señala con una flecha la banda correspondiente a la proteína
14-3-3 c. Se observa una disminución en la banda en las células transfectadas
con el oligonucleótido con respecto al control. En un análisis densitométrico se
determinó por densidad óptica relativa, que la disminución corresponde
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aproximadamente al 40% a las ah, 60% a las 12h y 50% a las 26h. En la parte
de abajo de esta misma figura se presenta la fotografía del gel de acrilamida
teñido con azul de Coomasie, se observa que la concentración de proteína si
bien no es igual es similar en todos los casos con excepción del carril
correspondiente a ah con oligonucleótido y adriamicina. Tanto al gel como a la
radiografía se les determinó la densidad óptica relativa, para ajustar la
concentración.

8h 8h 12h 12h 16h 16h

C/A C/Aa C/A C/Aa C/A C/Aa

8h 8h 12h 12h 16h 16h

C/A C/Aa C/A C/Aa C/A _ o.,

b ...

Figura 45 . En el panel A se presenta la fotografía de una autoradiografía obtenida después de
una hibridación tipo Western, del anticuerpo contra 14-3-3 e y un extracto proteico de Células de
la línea MCF7 en cultivo incubadas con adriamicina 5 11M, durante 8, 12 o 16 h Y con 1119 de
oligonucleótido MCG3/ml de medio de cultivo . El panel B corresponde a una fotografía del gel de
poliacrilamida teñido con azul de Coomasie, como control que indica que la cantidad de proteína
que se colocó en cada carril es similar. La densidad óptica relativa obtenida se ajusto con
respecto a la densidad óptica relativa obtenida para las proteínas. C/A con adriamicina, C/Aa
con adriam icina y oligonucleótido.
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Las técnicas computacionales en las últimas décadas se han empleado para
representar y modelar sistemas biológicos.
En la actualidad programas computacionales son utilizados de manera rutinaria
en los laboratorios de investigación de diferentes areas biologicas, para apoyar
su investigación, por ejemplo existen los programas que facilitan el análisis de
secuencias, el diseño de templados para PCR, la interpretación de
microarreglos, los que permiten integrar la proteómica y la genómica funcional
de un sistema de estudio, etc.
En esta tesis se han aplicado técnicas para modelar las vías de señalización
intracelular en las que participa la proteína Ras, estos modelos se hicieron con el
fin de obtener información que puede ser útil para la identificación de posibles
blancos terapéuticos.
Presentamos dos modelos computacionales. El primer modelo nos permite
dividir una vía de señalización en subgrupos fácilmente 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 señalan a los elementos o proteínas indispensables en
esa vía de señalización, ya que aquellos elementos que siempre estén activos,
serán requeridos y nunca podrán ser remplazados aunque la célula tome una vía
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 eligió esta técnica
computacional ya que a permite evaluar el estado de cada componente con
respecto al tiempo, además se puede asignar un valor numérico como la
concentración a cada elemento del sistema.
Para este modelo se consideran a las vías de señalización en las que se
involucra Ras y tres de sus proteínas efectoras Raf1, Ral-GDS y PI3K. Este
modelo nos permite eliminar a cada de las proteínas 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 proteína 14-3-3 e como un posible
blanco terapéutico.
Este modelo en un futuro podrá ser integrado a un laboratorio virtual, que facilite
la visualización de las vías de señalización cuando una proteína disminuya,
aumente, desaparezca o aparezca en un tipo celular en el que usualmente no
debe encontrarse, o que nos facilite la comprensión de resultados que
experimentales sean contradictorios, ya que al visualizar las vías de señalización
como un todo, podamos aclarar el resultado, al localizar interacción no
reportadas que surjan in si/ico.
Cel/u/at es el laboratorio virtual que estamos desarrollando e integra varias
técnicas computacionales en una estructura basada en agentes autónomos
(González et al. 2003).
En este trabajo empleamos oligonucleótidos que forman una triple cadena, con
el ADN de doble cadena del gen que codifica para la proteína 14-3-3 e en
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células en cultivo de la línea celular de cáncer de mama MCF7 para determinar
el efecto de este en el crecimiento de las mismas. El oligonucleótido diseñado es
capaz de formar una triple cadena in vitre, y posiblemente in vivo, ya que
disminuye a la proteína 14-3-3cr, 60%. Este oligonucleótido también disminuye la
viabilidad celular de la línea celular MCF7 en cultivo, esta disminución es
dependiente de la concentración de oligonucleótido.
En este caso en particular nosotros proponemos que el oligonucleótido puede
ser empleado como coadyuvante en el control de crecimiento celular, ya que
para observar su acción biológica es necesario causar daño a ADN, en este
caso empleamos adriamicina para ese efecto.
El uso de oligonucleótidos que forman una triple cadena con fines terapeúticos
cada vez es más prometedor ya que después que se completó el trabajo de esta
tesis, se demostró la inhibición de crecimiento tumoral al emplearlos en células
de humanas de cancer de prostata (Carbone et al., 2004) en células humanas
de carcinoma pancreático (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 external 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 properties ofthis topology.and give.an algorithm to build it. The application of topological concepts
makes easier the interaction 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 regulation, 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 biologically 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 transmitted to

their interior through specific receptors located in the plasmatic membrane. This happens by means of
intracellular signal transduction pathways. Some signaling pathways are deregulated 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://\v\vw.bioinfo.de/isb/2002/02/0040/main.html 27/06/0'2
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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 intracellular signaling pathways in which Ras protein participates. This protein
is the convergence point for different pathways related to cancer development.

In Figure 1 we present the pathways generated by Ras effectors (Raf, RaIGDS, PLC and PI3K) and the
pathway connecting Ras with a cell cycle control. The participating agents areproteins, 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, 1993; 8urgering and 80S, 1995; Kawasaki el al., 1996; Denhardt. 1996; Khosravi­
Far el al., 1998; Cárdenas- García, 2002; McMahon and Woods, 2001; Crespo and
León,2000l

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 simple Boolean- type dynamic models within the framework of a methodology

reported at the ISMB 2000 conference [Cárdenas-García el al.. 2000]. We explain this in more detail
and 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 organization.

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 RaIGDS. 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 in both cell growth and regulation

htto ://www.bioinfo.de/isb/2002/02/0040/main.html 27/06 /02
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of cytoskeletal maintenance. Ras part icipates in cell cycle regulation through p53 . If we put together all

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

Mathematical basis of the theory

Mathematically speaking , all the elements involved in signal transduction pathways constitute the set

under study. We introduce the concept of self-determined subsets (SOS's) of the set .

Definition

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

Any SOS 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 SOS 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 SOSos

with corresponding proofs.

Statement 1

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

The fact that the union of two SOSos is also self-determined is quite evídent . The proof for the case of the
intersection is as follows: Let us consider element A, which belongs to two SOSos, Sl and S2' If A depends

on the element B which belongs to Sl' but not to the intersection, then S2 cannot be self-determined since

there is the element B which determines the element from S2 but does not belong to S2' Thus, the element

belonging to intersection can depend only on elements also belonging to the intersection, which pr~ves the

statement,

Statement 2
AII SOSos constitute a topology of the set ,

We can identify self-determined subsets with open subsets. From Statement 1, any intersection or union

of SOSos is also a SOS, thus this property of topology is fulf illed, [O'Neil, 1982]. The whole set is

obviously self-determined. and the empty set is a SOS 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 SOS.

Definition

The minimal SOS including the given element A is the intersection of all SOSOs that have A as their

elernent.

In topological terms, it is the minimal neighborhood of A, wh ich always exists for a fin ite set . Practically , the

minimal SDS can be constructed by mak ing a list that initially includes on ly the element A. At the second

step , it includes all elements that define A. At the th ird step , it includes also all the elements that define

elements defining A, etc . The Iist will stop to grow and it will be the mínimal SOS 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 SOS.
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We can consider the Figure 1 as a graph. If the direction of arrows is inverted, the task of find ing the

min imal SOS of A is equ ivalent to traversing the or iented graph starting from the vertex A. Two popular

algorithms for the purpose are Depth-First Search (DFS) and Breadth-F irst Search (BFS). The complexity

of both of them is known to be O(e+l' ), where e is the number of edges and r is the number of vertices in

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

Statement 3

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

Let S be an SOS . If the element A is included in S, then the mínimal SOS of A also belongs to S. Thus, S

is the union of minimal SOS's of. all its elements. (The union of SOSOs is also a SOS accord ing to the

Statement 1). From statement 3 it follows that minimal SOS form what is called a base of topology,

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

Statement 4

lt is 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 topologica l structure and interaction between system

elements are directly related to one another.

Figure 2: These two interactions have the same topo logy .
A R· A ¡.

¿:;~ n
a e a e

Building the hierarchical structure

Taking all SOS's, as we did above, gives the most complete or nchest topo logy . The disadvantage is that

two SOS's can share some elements. It can be convenient to choose a smaller topology by jo ining some

SOS, so that two SOSOs 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 build ing it.

Definition

The ()lh arder SOS as a minimal one that has no SOS's ins ide .

The intersection of two different ()lh arder SOS's is empty (otherwise the intersection SOS will líe inside

intersecting subsets, which contradicts the definition) .

hUD://w\v\v.bioinlo.dc/ish/2002/02/0040/main.html 27/06,'07.
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Statement 5

There is at least one oth 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 oth order SDS we are looking for.

The 1st order minimal SDS is defined as having only oth arder SDS inside . The intersection of two 1st arder

minimal subsets is the oth order or empty . Similar to Statement 5, if the whole set is not oth order, there will

always be at least one 1st order SDS. Generally speaking Nlh order minimal SDS has only SDS up to N_1 th

order inside.

Now let us construct the hierarchy. We start from oth 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 2nd 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 oth order subsets, and only themselves determine them . The elements with

a higher arder stand in a lower position .

Consequences of the topological structure for attractors of Boolean models

Boolean systems are regarded as simple examples of dynam ic 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 nurnber 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 2N. This gives a result of 266 (approximately 7.4 x 1019) states for our

model system, which includes 66 elements with two states each.

The evolution of the Boolean system is given by a set of rules that determine the state of the system at the

. next.stepfrorn, its state at the previous step. The final result of the development is the attractor, whichcan .

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 certa in Iimitations on the attractor cycle. Let us

cons ider 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 S1 ' S2' oo. SM' Then a

pair (V, S) defines the total state of P. At the first moment it is (V1, S1)' After the cycle of S is completed,

the state of P will be (V2, S1)' Finally, after some integer number of cycles of S, the state of P will return 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 attractars 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 ofV. For a given state V1, we must take all possible attractor states S1'

S2' .., SM' and then we have to look for their evolution, cons idering that stales S can form a cycle .

,/
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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 22N initial states. If we first consider the inner SDS, the search requires 2N initial states leading
to presumably much smaller number H of final states. Then the number of necessary initial states is
reduced to (H+1) 2N, 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 inelude 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 t~ok 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 part af 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 to the third Ras effector, RalGDS and are

involved in the regulation of cytoskeleton. The group also ineludes transcription factors . The lower part

elements are involved in a cell cycle regulation. In this group there are 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 regulation types.

The part of the upper group, which does not belong to lower-order SDS's , ineludes 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 [Cárdenas-García el al .. 2000].

Thus, the algorithm does not only 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

httD://www .bioinfo.de/isb/2002/02/0040/main.htmI ?7f()(-,f()7
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method is based on abstraet topology. It permits to isolate , in a systemat ic 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 , whieh can be analyzed separately, can significantly
reduce the amount of calculation .

As an example of the applieation, we consider the eellular signal transduetion pathway related to the

oncogen protein Ras. The abstract procedure that we apply permits biologieally meaningful division and

facilitates further analysrs. From the discussion after Statement 2 it follows that the computation time for

finding all mínimal SDS's generally behaves as O (N2). Hierarchy determination complexity is O (NM2),

where M is a number of orders . The ealculation for 100 elements with a program written in e was taking

fraction of second.

The topological analysis can be useful when the interactions between different elements of the system are

known, but it is not c1ear 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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1t is 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 intracellular
communication networks makes them difficult to
model with any isolated technique. However, when
integrating the most relevant features of known
techniques in a single computational system, it is
possible to obtain a robust modeJ of signal
transduction .

Within the cornputer sciences, artificial inteIli­
gence is one of the main areas used to model
biological systems. This is due to the great variety
of techniques and methods that support this
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1. Introduction
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The theory of behaviour-based systems (or autonomous agent s) constitutes a useful 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, whcre cach can exhibit a particular behaviour depending on its eognitive capabilities. We present an
intracellular signalling model obtained by integrating several eomputational techniques into an agent-based paradigm.
Cellulat , the model, rakes into account two essential aspeets of the intraceIlular signalling networks: (1) eognitive
capacities, which are modelled as the agent abilities to interaet with the surrounding medium and (2) a spatial
organisation, this last obtained using 3 shared data structure through whieh the agents communicate between them. We
propose a methodology for themodelling of intracellular signalling pathway using Cellulat and we discuss the goal of a
virtual laboratory based on our model and presently under development.
© 2002 Elsevier Science Ireland LId. AII rights reserved.

Cellulat: an agent-based intracellular signalling model

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

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
levcl of changes or perturbations to the system.
The changes that are required to be studied inelude
protein mutations or lesions to sections of the
signalling pathway.
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research area, many of which are inherited from
disciplines such as cognitive sciences and neu­
roscience, both of which have an important
biological component. Among the main techn i­
ques of artificial inteJligence and computer
sciences used to model cellular signalling networks
are artificial neural networks (Bray and Lay, 1994;
Pritchard and Dufton, 2000), Boolean networks
(Edwards, 1995), P étri nets (Fuss, 1987), rule­
based systems (C árdenas-Garc ía, 2001; Lag únez­
Otero, 1998), cellular automata (Edwards, 1995;
Wurthner et al., 2000), and multi-agent systems
(Fisher et al., 1999; Paton et al., 1995; Schwab and
Pienta, 1997).

Virtual laboratories have been deveJoped in
different areas such as physics, electronics, ro­
botics, ethology, physiology, etc. to reproduce
experiments and can be extremely use ful for
education and training. In 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
tieso 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 modelJing of
intraceIJular signalJing networks (González et al. ,
2000b). The model permits one to take into
account communication between agents via a
shared data structure, in which other cellular
compartments and elements of the signaIJing path­
ways can be explicitly represented. In this sense,
the blackboard architecture (Nii, 1989) becomes a
natural paradigm to simulate the intra cellular
milieu.

In this paper, we propose a robust model of
intraceIJular signaJling obtained by joining the
main structural and functional characteristics of
behaviour-based systems and othe 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

structu re, named " blackboa rd" . The autonomous
agcnts model determ ined funct ional components
of intraceIJu la r signa lling pathways, such as sig­
naJling pro te ins and other mechanisms. The black­
board JeveJs represent different ceIJular
eompart ments related to the signaIJing pathways,
whereas the d ifferent objects created on the black­
boa rd represent signal molecules, activation or
inhibition signals or others elements belonging to
the intracellular medium.

Furthermore, when the autonomous agents are
used in an intraceIJular signaIJing model, the
cognitive capabilities of the signalling pathway
can be taken into account. The use of blackboard
architecture permits the modelling of a high level
of spatial organisation exhibited by the intracel­
lular signalling networks and structural character­
istics of the intracellular medium.

The rest of the paper is structured as follows:
Section 2 presents an overview of the information
proeesses of signalling íntraceIJular networks. In
Section 3, sorne computational models for intra­
cellular signalling are brief1y reviewed; Section 4
presents the intraceIJular signaJling model pro­
posed. By instantiating the paradigm with the
EGF receptor signalJing pathway, Section 5 de­
scribes the methodology used. Section 6 is focussed
on the final goal of this work: the creation of an
intracellular signalling virtual laboratory.

2. An overvíew of sígnaIlíng íntraceUular networks

In multicelJular organisms, cell decisions about
survival, secretion of sorne molecuJc type, growth,
differentiation, senescence or death, are. made on
the basis of external signals. These stimuli inelude
growth factors, hormones, cytokines, neuropep­
tides, ions and cell-cell adhesion signals. It is
essential to integrate information from multiple
sources for the cell to respond appropriateJy to a
wide range of conditions, and thereby obtain the
adaptability and consequential survival of the
organismo

A specific set of ceIJ surface receptors allows
cells to perceive changes in the extracellular
environment. One of the most exciting recent

. developments in molecular and ceIJ biology has
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been the step by step construction of protein
signaIling cascades that trace the path of the
effects of an extraceIlular stimulus from the
external membrane to the ceIl nucleus. A protein
processing network mediates the transmission of
extracellular signals to their intracellular targets .

In general, the external signals are transmitted
to the interior of the ceIls through receptors
activating diverse signalling pathways. They can
foIlow a single way to generate an answer, or
branch out arid give rise to others pathways to do
so. From this second way of signal transduction
emerges an interconnected network, beca use path­
ways usually corresponding to different stimuli
cross and generate alternative trajectories.

The intraceIlular signalling implies several mo­
lecular processes. This processing can be as simple
as the direct introduction of the signal to the
nueleus and the activation of the expected genes
for a specific response. On the other hand, they
can be very complicated and inelude multiple
stages. For example, the receptor could activate
effector proteins like membrane tyrosine kinases
directly, orthrough sorne intermediaries as G
proteins and adapter proteins. They activate the
cytosolic protein network described below and in
turn, into the nueleus a specific set of transcription
factor proteins, which determine the transcription
of genes involved in the specified ceIlular response.

Several pathways of signal transduction systems
have been described for the extracellular signal
membrane receptors and they could be ineluded in
to two general ones: receptor linked G proteins
and receptor linked effector protein, and sorne
specific cases inelude:

• Adenylate cyelase system
• Phosphoinositides-calcium system
• Mitogen activated protein kinases system

(MAKPs)
• JAKJSTAT activation system
• The esphingomieline-ceramide system
• Thc ionic 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 diversc cellular
functions. In particular, we modelled the EGF

173

activated pathway which crosstalks with the men­
tioned systems. 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 type. Once we have the
funct ional 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 signaUing

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
at ceIlular level, such as sequential, parallel,
distributed, concurrent and emergent; to the
cognitive capabilities exhibited by certain signal
transduction pathway component, such as mem­
ory, learning, 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 l surnmarises the m~in characteristi~ ~f
these computational approaches, taking into ac­
count the idea behind the approach, the cognitive
capabilities that can be modelled, types of present
information processing, and the part ofthe ceIlular
signalling to be modeIled.

From each model we too k sorne points that we
considered suitable for our work. Thus, our
approach sees 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
implemented as an artificial neural network, a
package of production rules, a Boolean network or
a molecular automata, depending of the cornplex­
ity of the task carried out by the agent and the
knowledge degree or cognitive capabilities re­
quired by i1.



Table I
Summary of different eomputational approuchcs for the modelling of cellular signalling

Cornputaticnnl Idea behind the npproach Cognitivo capabilities Types of infor- Cellular signalling pathwa y References
approuch mation preces- modelled

sing

Booleun networks The cell can be modelled as a network of Boolean logic computa- Parallel Intracellular signalling, ge- Kauffman, 1991; Ed-
two-states components inleracting between tion netic networks wards, 1995; Karp and
them. The state of each component in the Paley, 1994; Armas et al.,
network depends of a particular Boolean 2000
function.

:-tJExpert systcrns The interactions (activation, phosphoryla- Knowledge-based infer- Sequenlial, Intracellular signalling Lag únez-Otcro, 1998; :-tJ
tion, etc.) between signalling network como ence and deduction parallel . C árdenas-Gnrc la, 2001; C)

ponents are modelled using production rules. Takai-Igarashi and Ka- """minuma, 1998 <:l.
;;-

Cellular autómata The interaction between cells or molecules is None . Parallel Extracellular signalling, in- Marijuan, 1994; Levy, ":::modelled as a matrix, where the sta te of an traccllular signalling 1992: Wurthner el ul.,
'"element of the mutrix depends on the states 2000
,....

of the neighbouring elements. to
Petri nets The cell is seen as a connected graph with None Sequential, Inlracellular signalling Holcornbc , 1994 ·

s:
~

two types of nodes. One type represents concurrent ~

elements, such as signalling molecules nnd ~
¡;;

proteins, whereas the other type represents o-

transitions, such as activations. "'"-r-,

Artificial neural The proteins in signalling networks are seen Memory, learning, pat- Distributed, Protein networks, intraccl- '"Bray, 1990; Bray and :::>;;:::
networks (ANN) as artificial neurons in ANN . Like an tern recognition parallel, erncr- lular signalling Lay, 1994: Bray, 1995;

....,......
artificial neuron, a protein receives weighted gent Pritchard and Dufton, -~inputs, produces un output, and has an 2000: Paton, 1993 I

activation value, ;;;;
Distributed sys-

,~

The cell is seen as a collection of agents Memory, learning, pat- Distributed, Intraeellular signalling Pat ón el al.. 1995: Fisher
lems (agents) working in parallel. The agents cornmunicate lern reeognition, handling parallel, emer- el al.. 1999

between them through messages. fuzzy dala, adaptive ac- gent
tion selection

Conlinuous mod- The behaviour of proleins populations de- None Distributed, EGF and NGF receptors Brigthman and Fell,
els pend on their physieoehemical variables as parallel, emer- Iinked to MAPK kinases. 2000; Ying and Ferrell,

concentration and affinily. The dynamie of genl Ca, PKC. PKA, CaM and 1996; Bhalla and lyengar,
the model is represented by this variable CaMKIl systems 1999
ehanges with respeet lo continuous time, all
this is implernented through differential
equations.

r--'6J ¡¿¡
-'"o:''_'':''I ~- ''''''' ·''··'' ·''''·- ' -''E '''
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4. Cellulat: an intracellular signalling model

4.1. Initial considerations

OUT model considers that the ceIl as weIl as its
components can act 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 .
wiIl be able to affect its behaviour and ultimately
the behaviour of the organism of which the ceIl is a
part. The ceIl'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
(activationlinactivation signals), so that their goals
(ceIlular 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 in the environment and to the
signals received.

We consider the main signal1ing pathway com- .
ponents as adaptive autonomous . agents and
require a medium through which the cornmunica- .
tion among them takes place, having the results
produced by these interactions, e.g. activation and
phosphorylation levels, recorded. The blackboard

I architecture (Nii, 1989; González and Negrete,
1997; Negrete and González, 1998) provides an
ideal paradigm to satisfy the requirements men­
tioned before. The idea behind the blackboard
architecture is 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 wiII 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
iact ion selection mechanism has been aIlowed to
control the interactions that the first ones execute
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on blackboard (Gonz ález, 2000). In this way, these
agents can model intracellular signaIIing pathway
components such as receptors, non-catalytic pro­
teins, and enzymes. On the other hand, the black­
board structure allows for a modeIling of the
intraceIIular medium structure through its levels.
That is, difTerent ceIIular structures involved in the
intraceIIular signal1ing could be mapped to differ­
ent blackboard levels. The blackboard structure
also provides a continuous trace of al1 interactions
occurring among the agents. This trace can be seen
as a topologic map distributed between the black­
board levels and its elernents reflect the difTerent
degrees of activation, inactivation, phosphoryla­
tion and desphosphorylation that characterise the
intracellular signalling in a given time.

These previous considerations constitute the
functional and structural essence of the intracel­
lular signalling model described below.

4.2. The mode!

Our proposal consists in modelling the ceII as an
autonomous agent, which in turn is composed by a
society of these agents, where each agent comrnu­
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 (IBeNet)
(Gershenson et al., 2000; Gonz ález, 2000; Gonzá­
lez et al., 2000a). Although the IBeNet was initially
built to control the action selection in autonomous
agents (physical robots, anirnats, or artificial
creatures simulated on a computer), it constitutes
a working environment for the bottom-up model­
ling of inforrnation processing systems charac­
terised by: (I) modularity, (2) parallel, distributed
and emergent processing, (3) coordination and
opportunistic integration of several tasks in real
time, (4) use of several abstraction or context levels
for the different types of information that partici­
pate in the processing network, (5) decision rnak­
ing, and (6) cognitive capabilities such as adaptive
action selection, memory and leaming (Gonz ález,
2000).
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As mentioned above , the intracellular signalling
model has been named Cellulat (Fig . 1). Four
main components define the structure:

self-organisation of structures from stochastic
process, such as the creation of signalling cascades
from diffusion. The compartmentalisation is char­
acterise.d 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 e1ements recorded on the
blackboard represent two main types of intracel­
lular signals: signalling molecules and activationl
inactivation signals. Both types of signals are

Fig. 1. Arch itecture of Cellulat.
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Different levels in the blackboard correspond to
different sta tic and nested cellular compartments
through which the signal transduction takcs place.
In the c~1I this compartmentalisation allows for the

• the blackboard
• the internal autonomous agents
• the interface autonomous agents
• the control mechanisms
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synthesised or created by internal autonomous
agents and these, either directly or indirectly ,
promote the activationlinactivation of other inter­
na! autonomous agents. Other types of cellu!ar
e!ements or structures can be represented on the
b!ackboard as well.

The term "internal autonomous agent" has been
used to identify the proteins whose tasks deal with
the creation or modification of signals on the
b!ackboard. An interna! autonomous agent ob­
tains a signa! or combination of signa!s from a
determined b!ackboard !evel and transduces these
into other signals on the same or other blackboard
leve!. The way in which a signal is transduced
depends on the cognitive capabilities of the inter­
nal autonomous agent. Internal autonomous
agents mode! 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 comrnunica­
tion between the blackboard and the externa!
medium (they are similar to sensors or actuators
in 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 indifferent ways. Each agent, indepen­
dently of its type, i~ composed of three main
components: a set of attributes, a repertoire of
behaviours and an action se!ection mechanism.
The set of attributes and its values define the main
characteristics of the agent. These characteristics
reflect the state of the agent in a given time. The
repertoire of behaviours involves all possible
actions that the agent can execute. Each behaviour
has a condition part and an action parto The
condition part must be fulfilled in order for the
corresponding action part to be executed . The
condition part is satisfied when certain attribute
va!ues, signals recorded on the blackboard and/or
externa! 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 va!ues of
the agent or the others agents and/or in the
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creation or modification of signa!s on the black­
board. The way in which both parts are !inked
depends on the complexity of the intracellu!ar
component modelled by the agent. For this reason,
agents which mode! comp!ex components cou!d
use more advanced techniques, such as neural
networks, or any combination of other techniques,
to link them. Agents which mode! less complex
components could use less sophisticated but usefu!
techniques, such as production rules or Boolean
networks.

The role of the action se!ection mechanism is to
se!ect, at every moment in time, the most appro­
priate action among all possible actions that the
agent could execute. This se!ection is done taking
into account both interna! and externa! signals.
The interna! signals are specified through attribute
va!ues of the agent, whereas the external signals to
agent are the signa!s or e!ements recorded on the
b!ackboard or other signals outside the black­
board. This !ast kind of signa! corresponds to the
extracellu!ar signals. The extracellular mi!ieu is
represented in our architecture as other data
structure, which is independent to b!ackboard.
The extracellular signa!s are elements belonging to
this data structure.

The work of both types of agents is event­
directed. This is, each e!ement registered on the
b!ackboard (e.g. secondary messengers or activa­
tionlinactivation signals) or each extracellu!ar
signal perceived (e.gr Iigands) constitutes an event,
which cou!d 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 intracellu!ar 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 01 ligands
(VL) are two kinds of attributes of this agent,
whereas External-Interaction is a behaviour. The
condition part of this behaviour is fu!filled when
there is a !igand in the extracellu!ar milieu; this
!igand is specified in the VL attribute of receptor
agcnt and both attributes values FCC be!onging to
receptor agent and FCC be!onging !igand object
excced certain thresho!ds. Fig. 3 represents an
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Fig. 2. Receptor m~del in. Cellulat.

Fig. 3. Adapter protein model in Cellulat.

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

tion signal has been created on the blackboard and
this receptor is specified in the IRV attribute of the
adapter protein agent and both attributes values
FCC belonging to 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 modelIed using
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 aboye as the action selection me­
chanisni. The other control mechanism is external
to the agent and its role is to carry out the
scheduling among different actions to be executed
by difTerent agents in a given time. This type of
control involves a competition process, which
takes place in order to select the more appropriate
action to be fmalIy executed. Our agents act
concurrently and the logical consequences of their
interactions generate a logical relative time se­
quence.

4.3. Cognitive capabilities 01 Cellulat's agents

It 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; BhalIa 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 aboye. These capabil­
ities allow the autonomous agents to exhibit
adaptive behaviour. These cognitive capabilities
are to be supported by several artificial intelligence
paradigms including the folIowing approaches:
rule-based reasoning, probabilistic reasoning, arti­
ficial neural networks, Boolean networks, fuzzy
logic systems, and multidimensionallogic systems .

4.4. Modelling spatial organisation in Cellulat

Another important aspect to consider in the
modelling of intracellular signalling networks is
their spatial organisation. Recent experimental
data clearIy demonstrate that many intracellular

)
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1I

!I
ii

I
I
I,
I:,
1I
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As can be seen in Fig. 4, the signalling patbway
has been divided in tbree sections as part of the
modeIling methodology. The sections are the
following:

Fig. 4. MAPK signaJling pathway interaction modeJ. Numbers
are individual proteins. Arrows represent the relation between
two proteins. Two or more arrows mean cooperative or
alternative action. Sections are indicated.

• First section: from ligand to tbe activation of .
the receptor.

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

• Third section: from the activated cytosolic
kinases to the activation of transcription fac­
torso

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

Polypeptides such as growtb factors, differentia­
tion factors and hormones are crucial components
of the regulatory systems tbat coordinate develop-

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

S. ModeIling EGF receptor signaUing pathway: an
instantiation of the paradigm

signalling networks exhibit 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 two
organisational criteria of the blackboard architec­
ture. The first is horizontal organisation, given by
the different abstraction levels of the blackboard
(cellular compartments), which allow intra level
signal processing. The other is vertical organisa­
tion, given by columns crossing different black­
board leveIs. These columns arise as a result of the
adjoining work of several internal autonomous
agents that operate at a same vertical section of
blackboard, which cover different levels. We have
named these columns "agency columns", where an
agency column corresponds 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 (González, 2000). In this way, the model

. proposed allows modelling of intraceIJular signal­
ling pathways by taking into account their spatial
organisation, This is, the two information proces­
sing levels present in Cellulat (horizontal and
vertical) allow us to establish what may be called

', a "topology preserving map".



Fig. 5. Initial values of an interface agent EGFR.

the rnolecule, identity of the phosphorylation
protein, and the site sta te. When this identity is
equal to the receptor identity (in this case, EGFR),
it is a selfphosphorylation site .

Controlling the state of phosphorylation is an
important mechanism by which signalling rnole­
culcs regula te the activity of other proteins. A
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Table 2
MAPK signal transducrion elernents

Nurnber ldentity Nurnber Idcntity Number ldentity Number Identity

I EGF 15 Rap 29 JAK 43 cJun

2 EGFR 16 cde42 30 MLK 44 JunO

3 Grb2 17 Rae 31 PKC 45 FosB

4 Shc 18 KSR 32 PDK 46 JunB

5 Gab2 19 RasGRp 33 AKT 47 API

6 Sos 20 RasGRF 34 MEK . 48 IPI

7 pl20 21 Src 35 MEKK 49 Elkl

8 pl90 22 PLCg 36 RSK 50 CREB

9 pl15 23 SHP2 37 ERKI 51 cAbl

JO cdc42 GAB 24 SHPI 38 ERK2 52 STAT

JI RapGAP 25 Pyk2 39 JNKK 53 ATF2

12 Dbl 26 PJ3K 40 JNK 54 SRF

13 Rho 27 PAK 41 MKPI
14 Ras 28 Raf 42 cFas

Fig. 5 presents the value assignment to the
attributes 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 ligand and the interaction rel~­

tionship between thern . The e1ernents of the vector
of phosphorylation sites represent the identity of

The numbers correspond lo Fig. 4.

ment of multicellular organisms. Many of these
factors mediate their pleiotropic actions by bind­
ing to and activating the cell surface receptors with
an intrinsic protein tyrosine kinase activity. It
appears that ligand-induced activation of the
kinase domain and its signalling potential are
mediated by receptor dimerisation.

Ligand binding and the subsequent conforma­
. tional alteration of the extracellular domain induce
. ; receptor dimerisation, which stabilises interaction
, '<of kinase function by molecular interaction. Re-

. ~ptor dimerisation perrnits the transmission of a
conformaticnal change from the extracellular

." .domain to the cytoplasmic dornain 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:

• .Signalling molecules: EGF
• Receptors: EGFR
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Fig.7. Signalling pathway vector of GRB2.

Fig. 9. Interaction protein vector of GRB2.

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

The third section of the rnodeI corresponds to
the activation of transcription factors by kinase
proteins. The transcription factors activate the
transcription of genes codifying for proteins in­
volved, in this case, in ceIl growth. Sorne of these
forrned 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 ineludes the
following cornponents:

• Enzyrnes: Pyk2, P13K, PAK, Raf, JAK, PAK,
MLK, PKA, PKC, PDK, AKT, MEK,Fig. 6. Initial values of an intemal agcnt GRB2.

'":. .

Fig. 8. Domain vector of GRB2.

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

• Adapter proteins: GRB2. SHC, Gab2
• Guanine interehanging proteins: Sos, pIlO,

pI90, p l l S, cdc42GAP, RapGAP
• G proteins: Rho, Ras. Rap, edc42, Rae
• Enzymes: KSR, RasGRP, RasGRF, Src,

PLCg, SHP-2

rr1;' :'~~;~i:~:\'j· .
r ;fJ,: ·&4~h; P.P. G,,,,",,, et ,,1 18;,5y""" 68 (2001) 17/ - J8j

eommoinJheme: in molecular signalling is the
.~;.. kin~~~~;~de,- in.whích a linear series of kinases
t . ". • 'f. - . " :.""':~~" ·l .,i! ? ;- '. -. ':'" •

'r~ -is"a:ctiva t'e'd; bY. phosphorylation by a kinase. The
~:" fi;st k1n~se:is specifying growth factor receptor. In

this 'phase.~f the signaIling cascade, phosphatases
tha(régulate ,tbe state of activation and inactiva­
tion, 'árid'}adapter proteins tbat facilita te interac­
don between two proteins also participate. This
givés'rise~to the second section of the rnodel. The
ideiitifiedcomponents belonging to the second
section are 'the foIlowing:
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MEK.K, RSK , ERKI, ERK2, JNKK, JNK,
SEK, S6K , MKPI

• Transeription faetors : c-Fos, c-Jun, JunO,
FosB, JunB, IP-I , Elk-J , CREB, e-Abl, STAT,
ATF2

The signalling eomponents shown in Figs . 5 and .
6 were ereated using the interface of a virtual
laboratory based on Cellulat, whieh is briefly
diseussed in the next -section. All the eomponents
of the MAPK signalling pathway identified in eaeh
of these three seetions are shown in Table 3

Fig. 10 shows the semanties assigned to the
different blaekboard 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 sorne of the agents of the
"Gvprotein" type would be Rho, Ras, and Rap.
The elemental behaviour repertoire of a1l these
agents has been defined using produetion rules as a

.first approaeh. Once an agent is able to intcraet
"~i th its external and internal milieu in an adequatc
way, other more complex behaviours can be
defined through an improvement of the produc­
tion rule scheme andJor 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
Identified eomponents of the MAPK signalling pathway

Fig, JO. Model of EGFR signalling pa thway in Cellulat,

6. Towards a virtual laboratory of intracellular
signalling

As discussed, each cell in a multicellular organ­
ism receives specific combinations of chemi~al

signals generated by other cells or from their
internal milieu. The final efTect of the signals
received by a cell can be transIated in short term
responses: secretion of sorne molecule, metabolism .
and shape changes. 'Long term 're~pon~es : pr'olif­
eration, differcntiation, apoptosis and carcinogen-

~
i
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t
I
I
I
t
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Section Component type Component identity

11

111

Signalling moleeule
Receptor
Adapter protein
Guanine interchanging
protein
G protein
Enzymes
Enzymes

Transcr ipt ion facrors

EGF
EGFR
Grb2, She, Gab2
Sos, p120, pl90, plIS, cde42GAB. RapGAP, Dhl

Rho, Ras, Rap, Cdc42. Rae
KSR, RasGRP. RasGRF, Sre, PLCg, SHP2. SIIPI
Pyk2 , PI3K , PAK, Rar, JAK, MLK, PKA, PKC. PDK , A KT. MEK . MEKK. RSK, ERKI .
ERK2, JNKK, JNK, MKPI
eFos. cJun, JunD, FosB, JunB, API , 11'1 , Elk l, CR EB, cAbl. STAT, ATF2

.. . ...:...-
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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 techn iques, 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
logical sta tes, in particular, senescence and cancer.

We hope that by making the system available to
the community, the requirement of resources in a
given experimental laboratory will be diminished.
As mentioned aboye, other simulators have been
successfully implementedin order to facilitate the
orientation ofthe experimental strategy. This saves
time and can avoid the risk of using dangerous or
delicate equipments and materials. The expected
bchaviour 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

We have constructed an intracellular signalling
model where the cognitive capabilities are coded
using behaviour-based paradigms and the 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, in which
logics describe the different molecular rncchanisrns

Fig. 11. Initi al inter face of the intracellular signa lling virtual
laboratory,

7. Conclusion

esis. Once the extracellular signals bind to the
receptors, different signal transmission 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 elernents 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 cornputation of the interactions made by the
components in the model!ed network. The para­
digm presented here is the backbone of the virtual
laboratory. With the virtual laboratory we hope
that etiologies and expected results of putative
therapeutic strategies can be visualised. Figs. II
and 12 show part of the virtual laboratory inter­
face in its initial stage of development. Through
cornpcnent browser the difTerent signalling corn­
ponents are created, modified and visualised.

~ ".

~ .
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outcomes can be derived theoretically. \Ve wilI
modify components in the system in order to
emulate mutations. The resulting 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.

1t 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 thi s
in other systems having the same structure,
architecture, communication and types of compo­
nents. Among the more interesting properties
found are the adaptive action selection, non-linear
associat ion , pattern recognition, memory and the
handling of fuzzy data. These results wilI be
presented in future publications.
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