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Resumen

En el presente trabajo se analizan tres modelos booleanos de la regulacion del ciclo celular:
Schizosaccharomyces pombe (Davidich y Bornholdt, 2008) y Saccharomyces cerevisiae (Li et al, 2004;
Irons, 2009; Fauré¢ et al, 2009) y mamiferos (Fauré et al, 2006); se propone ademas una red de regulacion
del ciclo celular en la raiz de Arabidopsis thaliana. Para comparar los modelos se derivaron y verificaron
las reglas logicas que determinan el estado de cada uno de los elementos de la red en cada modelo, en
particular se discute el caso de S. pombe cuya dinamica booleana basa su formalismo en la uso de
funciones umbral de tipo booleano, por lo que este trabajo aporta las reglas logicas para analizar su
comportamiento. Por otro lado, se hizo un anélisis estructural de motivos de dos y tres nodos al interior
de las redes de control en 4. thaliana, S. pombe y mamiferos, y se compararon con motivos analizados
previamente en la literatura cuyo comportamiento dindmico ha sido relacionado con el surgimiento de
oscilaciones sostenidas, discutiéndose ademas su pertinencia en el cotexto de toda la red. Finalmente se
discuten tanto el comportamiento dindmico como estrcutural en el contexto de la regulacion del ciclo

celular y algunas aproximaciones futuras para explorar sus diferentes escalas de regulacion.



Parte |

Antecedentes

En los capitulos 1 y 2 se presentan los antecedentes que dan sustento a este trabajo de tesis, en particular,
se presentan los fundamentos de las redes booleanas y su uso para la modelacion de diferentes procesos
bioldgicos en la escala celular. Se presentan los diferentes formalismos para modelar redes regulatorias
y se presentan los pasos para la construccion y andlisis de modelos de red booleana.

Por otro lado en el capitulo 2 se presentan los caracteristicas del ciclo celular como proceso fundamental
de las células eucariontes, se presenta la maquinaria molecular que determinan y controlan las diferentes
fases del ciclo y se preseta de forma comparativa, las particularidades en los mecanismos y escalas de
regulacion del ciclo celular en las levaduras Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,

generales en mamiferos y en la planta Arabidopsis thaliana.



Capitulo 1

Los modelos de red como herramientas para entender procesos moleculares y celulares.

En esta seccion se describen los fundamentos del uso de modelos matematicos para entender procesos
celulares y moleculares. Se contextualizan los modelos de red como una herramienta poderosa pero
ciertamente restringida, sus diversas aproximaciones, los fundamentos de los modelos redes y en
particular los modelos de redes booleanas en el contexto de una biologia integrativa de los procesos en
la escala celular. Finalmente se describen los pasos de construccion de un modelo de red booleana

haciendo énfasis en las fases criticas de delimitacion del proceso de interés biologico.

“Evolution is like a dance — it's not going anywhere, it's simply exploring a space of possibilities”

Brian Goodwin



1.1 Las redes como herramientas para la descripcion de los procesos bioldgicos a nivel

celular

Durante la ultima década, y gracias a los enfoques de la genética molecular, la biologia molecular, la
genomica funcional y la bioinformatica, se han identificado, caracterizado y ordenado componentes
moleculares de diversos procesos celulares que interactiian entre si en forma de redes regulatorias. En
principio el enfoque de reducir el estudio de los sistemas bioldgicos a elementos aislados que forman
parte de tales redes ha sido no solo exitoso sino necesario en la dilucidaciéon de los mecanismos
moleculares y celulares subyacentes, asi como de sus consecuencias a nivel organismo; sin embargo
queda claro que este enfoque reduccionista y mecanicista ha llegado a su méxima capacidad explicativa
(Bornholdt, 2005) puesto que muchas funciones biologicas emergen como resultado de multiples
interacciones a multiples escalas de forma no aditiva.

En ese sentido, es cada vez més clara la necesidad de utilizar enfoques integrativos en los que la
accion concertada de multiples componentes de algiin proceso bioldgico se analicen para entender su
comportamiento colectivo, en particular las propiedades emergentes derivadas de su interaccion
(Breitling R, 2010). Dentro de estas aproximaciones, la llamada Biologia de Sistemas ha sido el enfoque
de investigacion que mas auge ha tenido gracias a las estrategias de experimentacién masiva y su
complementacion con herramientas matematicas y computacionales para explorar los aspectos dindmicos

de los procesos biologicos (Kitano, 2002).

® ot sizo
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Fig. 1 Ejemplo de una red de regulacion.

Diagrama de la red de regulacion del ciclo
celular en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Los nodos representan proteinas y las distintas
flechas las diferentes interacciones fisicas entre

ellas. (Tomado de Li et al, 2004)

Asi, son tres los objetivos que el enfoque integrativo de la biologia de sistemas pretende abordar
(Breitling R, 2010): Explicar por Simplicidad mediante la identificacion de principios basicos de

organizacion a diferentes escalas de los procesos bioldgicos, asi conceptos como robustez, modularidad
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o evolucionalidad pretenden describir rutas generales de organizacion bioldgica; Explicar la Diversidad
funcional de los sistemas biologicos mediante la descripcion detallada de las interacciones en las diversas
escalas de organizacion bioldgica desde una perspectiva evolutiva, asi las representaciones mediante
redes adquieren un sentido natural del detalle organizativo de los sistemas bioldgicos; y finalmente
entender la Complejidad puesto que los sistemas biologicos son ante todo sistemas donde la interaccion
de multiples componentes describen comportamientos emergentes que no pueden ser entendidos
mediante el estudio aislado de los mismos (Bruggerman et al, 2002; Powell y Drupe, 2009).

La idea detras del enfoque de la Biologia de Sistemas es pasar de una descripcion estatica de los
sistemas bioldgicos a una vision dindmica e integrativa. Por tanto, parece cierto que una de las
representaciones mas adecuadas de los procesos biologicos entendiendo estos como sistemas complejos
es el de las redes (Barabasi y Oliva, 2004). El termino red es una descripcion general para un conjunto
de elementos conectados entre si mediante interacciones especificas. Un ejemplo claro es una red de
interaccion de proteinas como las que se describen en este trabajo donde los elementos son las proteinas
y las interacciones bioquimicas entre ellas las conexiones (Véase Fig. 1).

De manera formal, una red es un objeto matematico denominado grafo G= (V, E), que consiste
de un conjunto de vértices, nodos o puntos ¥y un conjunto de aristas E que une esos nodos. Las graficas
pueden ser no dirigidas si las aristas o conexiones entre los nodos no tienen direccion alguna, dirigidas
si existe un nodo de partida o nodo fuente y un nodo de destino o nodo blanco, o mixtas si existen nodos
con conexiones dirigidas y no dirigidas (Véase Fig. 2); en términos generales las redes dirigidas indican
interacciones especificas entre nodos lo que bioldgicamente se traduce en procesos especificos entre los
elementos de la red (Junker y Schreiber, 2008). Por ahora la idea central es que las redes y en particular
las redes dirigidas, son modelos naturales para representar los procesos moleculares del funcionamiento

celular, de las redes se profundizard mas sus fundamentos y aproximaciones en la siguiente seccion.

A) B) Q)

Fig. 2 Diagrama general de un grafo. Se observa la representacion general de tres grafos: A) Un grafo G= (7, 8) no dirigido,
B) Un grafo G= (5, 7) dirigido donde el nodo de partida es aquel de donde surge la flecha y C) Un grafo G= (5, 7) mixto.
(Tomado y modificado de Junker y Schreiber, 2008)



Las primeras aproximaciones de modelos de redes bioldgicas fueron propuestas en la década de
los 60 y 70 con los trabajos pioneros de Stuart Kauffman (Kauffman, 1969) y René Thomas (Thomas R.,
1973) para la descripcion de la regulacion génica. El primero estableciendo aproximaciones tedricas
mediante redes de estado binario (Booleanas) aleatorias para entender los procesos de regulacion
genética derivando posibles rutas dinamicas de comportamiento, el segundo generalizando modelos
discretos de redes biologicas basandose en la 16gica del circuito regulatorio. Aun cuando ambos enfoques
mostraron ser poderosas herramientas para aproximar el comportamiento de la regulacion molecular, la
limitada disponibilidad de datos no permitid extrapolar tales resultados a sistemas bioldgicos reales.

Sin embargo, s6lo recientemente y gracias a la informacion derivada de los grandes proyectos de
secuenciacion de genomas como de las estrategias de experimentacion masiva es que este enfoque ha
adquirido importancia central. Asi en las redes de regulacion en la escala celular, los genes, mRNA,
proteinas o pasos de rutas metabdlicas son representados mediante nodos y las interacciones moleculares
entre ellos mediante flechas, permitiendo generar hipotesis sobre la organizacion de las redes y su
posterior comprobacion experimental (Bruggeman y Westerhoff, 2007). En ese sentido, se distinguen de
forma general dos enfoques para la construccion de modelos de redes regulatorias de los procesos
celulares y moleculares: el enfoque “top-dow” y el enfoque “bottom-up” (Véase Fig. 3).

El enfoque “top-down” comienza con datos generados por métodos de experimentacion masiva,
analiza estos datos usando aproximaciones de redes de diferente tipo y grados de detalle para describir
mecanismos moleculares y patrones funcionales de comportamiento. Tipicamente los datos analizados
se obtienen de estrategias tan variadas como gendmica, transcriptomica, experimentos de microarreglos,
metabolomica o andlisis de flujo, que en general son capaces de medir muchas variables en similares
condiciones experimentales. Asi esta aproximacion trata mas de inducir redes regulatorias de muchos
datos del sistema, por tanto el enfoque “top-down” permite extraer informacion de los datos mas que
deducirla de conocimiento preexistente que en general es mas detallado y puntual.

En ese sentido el enfoque “top-down” puede ser entendido como aproximacion que va desde los
datos masivos al analisis computacional de estos para inferir relaciones funcionales y estructurales entre
los elementos de los que no existe informacion previa (Bansal et al, 2007). Asi el proceso inicia con la
coleccion de datos experimentales seguido de su andlisis e integracion para determinar correlaciones
entre grupos de moléculas, finalizando con la formulacion de hipdtesis concernientes a la co- e
interregulacion de esos grupos de moléculas en condiciones experimentales muy amplias (Bruggeman y

Westerhoff, 2007).



Entre los métodos utilizados para establecer patrones de correlacidon se encuentran los algoritmos
de agrupamiento cuyo objetivo es la formacion de grupos de moléculas con comportamiento similar; asi
moléculas altamente relacionadas pueden estar correguladas si responden de forma similar en
condiciones experimentales iguales, lo que en principio podria indicar una alta probabilidad de estar
funcionalmente relacionadas (Bonneau et al, 2006), sin embargo aun cuando exista relacion funcional
podria no existir relacion causal entre moléculas del mismo grupo (Albert, 2007).

Otro método de inferencia de redes regulatorias lo constituyen los métodos Bayesianos. En
general en los métodos Bayesianos se comienza con una distribucion de probabilidad para tratar de
describir la relacion entre grupos de moléculas, determindndose de forma heuristica una red de
interaccion, posteriormente se determina un valor para evaluar la red inferida contra los datos
experimentales buscandose la topologia de la red cuyo valor es el mas alto, indicando asi una mayor
concordancia entre los datos y las relaciones causales inferidas (Szederkényi et al, 2011; Albert, 2007). Sin
embargo la limitante fundamental de este método reside en que en general en los experimentos masivos
el nimero de variables es mucho mas grande que el nimero de observaciones, lo que podria determinar
valores de concordancia muy bajos, ademas las graficas descritas por este método no permiten identificar
asas de retroalimentacion lo que delimita la estructura de la red inferida como las relaciones funcionales
entre los elementos, aun asi esta metodologia ha sido aplicada exitosamente por ejemplo, al inferir la red
de regulacion que describe la determinacion de la identidad celular de las células embrionarias durante
las primeras etapas de desarrollo en Drosophila (Wolf et al, 2005).

Por otro lado, el enfoque “bottom-up” parte de la informacion detallada derivada de experimentos
a pequefia escala del sistema, asi el conjunto de datos es bastante homogéneo, pequefio y notablemente
cuantitativo, por lo que la construccion de redes regulatorias es mas directa en la medida que la
informacion describe con un mayor detalle las relaciones funcionales entre moléculas que pertenecen a
la red; por tanto la experimentacion es realizada con base en la construccion de estos modelos de red
regulatoria tanto para validar y probar el modelo como para investigar hip6tesis inspiradas en su analisis
(Bruggeman et al, 2007). Asi los modelos de red en el enfoque “bottom-up” describen en general
pequefios moddulos, entendiendo un mddulo como un conjunto de elementos (genes, proteinas,
metabolitos, etc.) corregulados que responden a diferentes condiciones y organizandose como unidades
funcionales (Sauro, 2008), de tal forma que es posible entender las propiedades sistémicas que emergen
de tales modulos dentro del sistema completo bajo estudio. Por tanto la inferencia de redes regulatorias

basadas en este tipo de enfoque es muy certera, sin embargo en general las redes inferidas (modulos) son



relativamente pequefias (Albert, 2007).

Por lo anterior, el enfoque “top-down” es una interesante aproximacion para la determinacion de
la estructura de la red regulatoria y la identificacion de posibles interacciones entre elementos hasta ahora
no caracterizados. Mientras que el enfoque “bottom-up” permite la construccion a partir de datos
existentes con un mayor nivel de detalle y prosigue con el anélisis de sus consecuencias a nivel sistema
(Westerhoff y Palsson, 2004). Ademas, mientras el enfoque “top-down” puede ser entendido como una
aproximacion inductiva de las redes regulatorias, el enfoque “bottom-up” es una aproximacion que

pretende deducir las propiedades funcionales que emergen de la caracterizacion de médulos a un nivel

mecanistico profundo (Bruggeman y Westerhoff, 2007).
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Figura 3 Representacion de las aproximaciones “top-
down” y “bottom-up” en Biologia de Sistemas. A
nivel celular, las propiedades moleculares derivadas de
experimentos masivos 0 a pequefa escala son la base
para la construccion de modelos de red, se ejemplifican
tres modelos usados para modelar redes en ambos
enfoques: modelos  estequiométricos, modelos
regulatorios (como los analizados en este trabajo) y
modelos cinéticos. El enfoque bottom-up comienza con
informacion detallada de las propiedades moleculares del
sistema para la construccion de modelos de red
regulatoria que describan su comportamiento emergente
asi como su validacién experimental posterior. En
contraste el enfoque top-down comienza con datos
experimentales de experimentos masivos y trata de
describir de ellos redes regulatorias hasta entonces no
caracterizadas. En ambos casos los modelos pueden
abarcar desde una simple red de regulacion que da
cuenta de la estequiometria de los componentes hasta
modelos cinéticos detallados de su comportamiento
(Tomado y modificado de: Bruggeman y Westerhoff,
2007)

construida queda resuelta directamente y con las relaciones funcionales entre los elementos

perfectamente delimitadas, tales relaciones pueden abarcar desde una regulacion puramente cualitativa

(activacion e inhibicion entre elementos) hasta descripciones estequiométricas y cinéticas que detallan
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los procesos moleculares entre los nodos. Por tanto, una vez establecida la red, es posible evaluar su
comportamiento dindmico, por lo que no es fortuito que este enfoque se haya privilegiado en la
construccion de modelos redes regulatorias. Algunos ejemplos son la red que describen la determinacion
temprana de los 6rganos florales (Mendoza y Alvarez-Buylla, 1998; Mendoza et al, 1999; Espinosa-Soto
et al, 2004; Chaos et al, 2006; Sanchez-Corrales et al, 2010) y la organizacion espacial de los tricomas
de la raiz y tallo (Benitez et al, 2008) en Arabidopsis thaliana; la red de transduccion de sefiales que
controla la apertura de los estomas (Li et al, 2006) o la red que describe la diferenciacion de los linfocitos
T (Mendoza y Pardo, 2010). De particular interés para esta tesis son las redes de regulacion que controlan
en ciclo celular en la levadura Schizosaccharomyces pombe (Davidich y Bornholdt, 2008),
Saccharomyces cerevisiae (Li et al, 2004; Irons, 2009; Faur¢ et al, 2009) y mamiferos (Faur¢ et al, 2006),
por lo que en este trabajo se abordara con detalle este enfoque.

Los modelos de red de regulacion pueden ser aplicados para entender diferentes procesos en la
escala celular bajo diferentes contextos. Sin embargo, uno de los problemas que inicialmente fueron
abordados bajo la perspectiva de la biologia de sistemas mediante la integracion de modelos y datos
experimentales fue el ciclo celular. Particularmente tres aspectos parecen ser determinantes en la
complejidad del ciclo celular: la existencia de un numero grande de proteinas regulatorias, una notable
cantidad de interacciones entre proteinas, y finalmente, que tales interacciones se dan en diversas formas:
estimulando, inhibiendo o modulando (Fup et al, 2005). Por tanto, se ha sugerido que una perspectiva
integrativa de estudio del ciclo celular debe tener dos objetivos fundamentales: proveer explicaciones
cualitativas y cuantitativas de su regulacion, y por otro lado, ser predictivo y capaz de extrapolarse a mas
de un contexto funcional o experimental (Ferrell et al, 2011).

De esta forma, considerando las dos suposiciones anteriores, en el presente trabajo se aborda el
analisis del ciclo celular desde la perspectiva de los modelos de red regulatoria en la escala celular y
molecular, para ello, sin embargo es necesario delimitar algunas particularidades de las redes. Por un
lado las aproximaciones para modelar redes regulatorias y los fundamentos que dan sentido a su
establecimiento, y por otro, las particularidades del ciclo celular que hacen imperante entender de forma
integrativa su regulacion. De la primera cuestion se hablard en las siguientes secciones de este capitulo

mientras que del segundo aspecto se hablara de forma detallada a lo largo del Capitulo 2.



1.2 Redes: aproximacionesy sus fundamentos

En la seccion anterior se describid como los modelos de red son herramientas adecuadas para entender
los procesos bioldgicos en la escala celular entendiendo estos como sistemas complejos dificilmente
abordables mediante el estudio aislado de sus componentes, y particularmente, se estableci6 como es
que diferentes enfoques pueden usarse para abordar su construccion, sin embargo ahora es necesario
hacer notar las diferentes aproximaciones para modelar redes.

En primer lugar, la diferencia notable al momento de establecer modelos de red de los procesos
celulares es diferenciar entre los modelos dindmicos y los modelos estaticos o esquematicos. Los modelos
estaticos son representaciones en las que las variables, es decir el estado de los nodos, no cambian en el
tiempo, de manera que corresponden a esquemas de representacion invariantes (Ellner, 2011). Por otro
lado los modelos dindmicos evolucionan en el tiempo y las variables tienen respuestas a estimulos
internos o externos, determinando conjuntos de respuestas o series temporales del sistema (Wang et al,
2012).

Precisamente, el primer paso en el establecimiento de un modelo de red dindmico implica
ensamblar los componentes que forman parte de la red y las interacciones que se definen entre ellos; el
siguiente paso es complementar tales interacciones con informacion o hipotesis acerca de su naturaleza
dindmica puesto que mientras mas informacion haya acerca de ellas mejor es la caracterizacion del
sistema. En tal caso los patrones de expresion/represion de genes o la activacion/inactivacion proteica
resultan de la combinatoria del nimero de nodos como de sus interacciones (Albert R, 2004). Justamente,
informacion como las tasas de reaccidn, series de tiempo sobre expresion, funciones logicas o relaciones
estequiométricas determinan el estado de cada uno de los nodos en el tiempo. Finalmente se deben
considerar algunas condiciones o estados iniciales de las variables (nodos) y evaluar la evolucion del
sistema en el tiempo o bien considerar todas las condiciones posibles y evaluar el comportamiento futuro
del sistema explorando todo el espacio de estados (Albert R, 2005).

Por tanto los modelos dindmicos de redes deben no sélo incorporar el conocimiento existente
sobre el proceso bioldgico de interés, sino ser capaz de simularse con el fin de obtener predicciones
cualitativas o cuantitativas del comportamiento dindmico del sistema que describe (Albert et al, 2008;
Wang et al, 2012).

Asi diferentes formalismos han sido implementados para modelar la dindmica de redes

regulatorias haciendo hincapi¢ en diferentes niveles de informacioén, complejidad y tratamiento
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computacional del problema de estudio (Bornholdt, 2005). Particularmente podemos distinguir dos
aproximaciones a los modelos dindmicos de redes: continuos y discretos. A su vez ambos pueden
aproximarse mediante un enfoque deterministico o estocastico. En cada caso la disponibilidad de los

datos y el grado de detalle de la descripcion varia, por lo que se discutiran sus alcances y limitaciones.

1.2.1 Modelos de redes continuos y discretos

Los modelos de red continuos (o modelos cinéticos) como los basados en Ecuaciones Diferenciales
Ordinarias (EDO) o Ecuaciones Diferenciales Parciales (EDP) son una aproximacién usada para modelar
la evolucién continua en el tiempo o el espacio, de las moléculas a nivel celular en una red regulatoria
basandose en el conocimiento profundo de la cinética bioquimica que regula el estado de cada nodo
(Tyson et al, 2003; Jong H, 2002). Estos modelos usan pardmetros tales como tasas de reaccion,
degradacion o union, constantes de difusion de moléculas, etc., asi como un conjunto de condiciones
iniciales y en la frontera para simular el comportamiento cinético del sistema.

Usualmente los modelos basados en EDO se componen de sistemas de EDO con funciones de
tipo no lineal descritas por las Leyes de Accién de Masas, Michaelis-Menten o Golbeter-Koshland o
funciones como la de Hill (Fup et al, 2005; Fall et al, 2002; Qu et al, 2003), para las que es dificil
encontrar una solucion analitica por lo que en principio los métodos numéricos y las aproximaciones
cualitativas son las herramientas usadas para estudiar modelos basados en EDO no lineales (Jong H,
2002).

Un aspecto interesante de los modelos continuos es que con ellos es posible predecir el
comportamiento del sistema bajo diferentes condiciones cambiando el valor de los parametros necesarios
o las condiciones iniciales durante su simulacion computacional. Para explorar la dependencia entre el
comportamiento del sistema y el valor de los pardmetros es necesario aplicar algunas técnicas
particulares, entre ellas, el andlisis de bifurcacion del sistema. En €l se determina como la dindmica del
sistema cambia en funcién de los parametros del modelo, en particular para caracterizar el tipo de
soluciones que se pueden esperar para el sistema de EDO (Tyson et al, 2003; Kaplan y Glass, 1995). De
ellas las soluciones recurrentes son destacables: por un lado los estados estacionarios donde las
concentraciones no cambian en el tiempo, y por otro las soluciones periddicas donde las variables

transitan por una secuencia de estados de concentracion en un periodo de tiempo definido.
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Figura 4 Aproximacion al estudio de redes regulatorias. Diferentes técnicas de modelacion han sido descritas y
categorizadas en funcion de su complejidad (complejidad del modelo) y la complejidad del sistema que pretenden representar.
La complejidad del sistema impide abordar con modelos dificiles de construir por lo que los métodos cualitativos son buenas
aproximaciones iniciales, los métodos cuantitativos requieren una mayor cantidad de datos y tienen una mayor complejidad

computacional (Modificado de: Kahlem y Birney, 2006)

Teniendo en consideracion lo anterior, los modelos de redes continuos son aproximaciones
poderosas para el estudio del comportamiento dindmico de diferentes procesos a escala celular.
Particularmente los modelos basados en ODE han mostrado ser excelentes herramientas en muchos
contextos bioldgicos: modelacion de la red de regulacion de los operones Lac (Carrer y Keasling, 1999)
y de triptofano en E. coli (Koh et al 1998), la salida de mitosis en los huevos de Xenopus laevis (Koh et
al 1998). Justamente, y de particular relevancia para este trabajo, los modelos de la regulacion del ciclo
celular en las levaduras Saccharomyces cerevisiae (Chen et al, 2000; Chen et al, 2004) y
Schizosaccharomyces pombe (Novak et al, 2001), asi como el modelo genérico del ciclo celular en
mamiferos (Novak y Tyson 2004), mismos que se revisan el Capitulo 3 de este trabajo.

Por otro lado, los modelos de red en estado discreto consideran que los nodos evolucionan en
pasos discretos de tiempo. En el caso mas simple, el estado de un nodo existe solo en un conjunto finito
de valores, siendo los modelos de red binaria el caso mas sencillo. En un modelo binario o Booleano, el
estado de un nodo en una red de regulacion solo puede adquirir un estado activo o inactivo representado
por los nimeros 1 y 0 respectivamente (Albert R, 2005). En general, en los modelos discretos la actividad
de la red en un momento de tiempo definido es denominada el estado de la red y usualmente es
representado como un vector de valores por unidad de tiempo.

Como en el caso de las redes en estado continuo, el comportamiento de las redes en estado discreto
puede ser de dos tipos, por un lado el estado de la red puede llegar a un estado unico a lo largo del tiempo
formando un denominado atractor puntual, o bien el sistema puede permanecer en un ciclo compuesto
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por un conjunto de estados formando un atractor dinamico o ciclico (Albert R, 2007).

Los modelos discretos en general necesitan de un menor nimero de parametros para describir el
comportamiento dindmico de una red regulatoria, y particularmente, los modelos booleanos parten s6lo
del conocimiento cualitativo de las interacciones entre los elementos de la red (activacién/inhibicion o
presencia/ausencia), lo que facilita su implementacion en sistemas donde los datos disponibles son
limitados (Karlebach y Shamir, 2008). Algunos de los formalismos mas usuales en este tipo de
aproximacion son las ecuaciones en diferencias, las redes Petri y las redes booleanas (Schlitt y Brazma,
2007; Albert R. 2005), siendo estas ultimas el formalismo mas sencillo pero no menos poderoso para
describir el comportamiento dindmico de redes regulatorias, de ellas se hablara con mas detalle en la

seccion 1.3.

1.2.2 Modelos de redes deterministicos y estocasticos

La segunda aproximacion para establecer modelos de redes regulatorias es diferenciar entre modelos
deterministas y modelos estocasticos. Los modelos deterministas son aquellos en los que cada variable,
parametro o conjunto de ecuaciones que definen el estado del sistema queda perfectamente determinado
por un conjunto limitado de condiciones. Asi en una red de regulacion determinista, las funciones logicas,
ecuaciones o parametros estan perfectamente definidos y son invariantes en el tiempo por lo que el estado
futuro de la red dependen de su estado pasado de forma iterativa (Shmulevich y Aitchison, 2009).

Por otro lado en los modelos estocdsticos o probabilisticos se introduce el principio de
incertidumbre, asi las variables, pardmetros, ecuaciones o reglas que describen al sistema varian en el
tiempo, lo que da como resultado fluctuaciones aleatorias que las modifican por lo que el estado en un
momento dado no puede ser determinado con exactitud a partir de estados previos (Shmulevich y
Aitchison, 2009; Karlebach y Shamir, 2008).

La aplicacion de ambos formalismos varia en funcion de la disponibilidad de los datos como de
las finalidades del modelo en cuanto a la descripcion del sistema. En el caso de modelos continuos
basados en EDO la incorporacién de elementos aleatorios es una consecuencia del efecto de la
concentracion de las especies moleculares interactuantes, asi a baja concentracion la probabilidad de
interaccion es menor. En tal caso los sistemas son aproximados con metodologias como las Ecuaciones
Quimicas Maestras y el Algoritmo de Gillespie (Thattai y van Oudenaarden, 2001), constituyendo

sistemas con un alto detalle de descripcion pero una mayor complejidad de implementacion a medida
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que el tamafo de la red aumenta (Ribeiro et al, 2006).

En el caso de los modelos discretos, la descripcion determinista es la mas usual en la
formalizacion de redes de regulacion (Schlitt y Brazma, 2007), sin embargo la incorporacion de
elementos estocasticos ha sido explorada de forma notable en muchos modelos de redes, particularmente
los basados en formalismos Booleanos. En el caso mas sencillo un nodo puede oscilar entre un estado 0
o 1 dada una probabilidad, bien las reglas logicas que definen el comportamiento de cada nodo cambian
en funcion de ciertas condiciones o finalmente incorporando ruido al momento de resolver las reglas sin
modificar estas. Por ejemplo Alvarez-Buylla y otros evaluaron el papel del ruido sobre la determinacion
temprana de los organos florales en Arabidopsis (Alvarez-Buylla et al, 2008), demostrando la
importancia de este en la determinacion temporal de los tipos celulares de la flor. En ese sentido, si bien
los modelos deterministas han sido ampliamente aplicados, la incorporacion de elementos estocasticos
puede dar pista sobre la emergencia de patrones estables de organizacion dentro de las redes regulatorias

de sistemas celulares.

1.2.3  Complejidad de los modelos contra complejidad de los sistemas de estudio: de

lo cualitativo a lo cuantitativo

Hasta hora he abordado la discusion en torno a los modelos red de regulacion en la escala celular
partiendo de las aproximaciones en su construccion, por un lado estrategias para abordar la determinacion
de la topologia de la red y por otro en cuanto a la concepcion de estas como sistemas dindmicos que
pueden estudiarse bajo enfoques diferentes. Asi se ha determinado que descripciones mas finas como las
dadas por métodos en estado continuo y bajo un enfoque estocéstico requieren un conocimiento detallado
del sistema. Sin embargo ya se ha descrito como enfoques discretos y en particular enfoques booleanos
pueden describir de forma general la dindmica de aquellos modelos continuos para diferentes procesos
celulares. Por ejemplo, Fauré y colaboradores (Faur¢ et al, 2006) logran reproducir de manera general
mediante un modelo booleano el comportamiento dinamico del ciclo celular en mamiferos reduciendo el
modelo de red basado en EDO descrito por Novak y Tyson (Novak y Tyson, 2004) al incorporar
unicamente informacion cualitativa descrita por la topologia de la red. Por otro lado, Albert y Othmer
(Albert y Othmer, 2003) logran discretizar el modelo continuo de red regulatoria de la segmentacion en
Drosophila melanogaster propuesto por von Dassow y colaboradores (von Dassow et al, 2000),

recuperando el mismo tipo de informacion relativa a los perfiles de expresion observados durante las
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primeras etapas de la segmentacion.

Por lo anterior, se necesita un considerable nivel de detalle acerca de los procesos regulatorios
para la formulacion de redes basadas en descripciones continuas en comparacion con los modelos en
estado discreto. Esto hace a los modelos continuos mas dificiles de construir que los modelos discretos
y en particular con respeto a las redes booleanas. La complejidad del modelo junto con la disponibilidad
de datos experimentales determina el nivel de detalle con que el problema habra de ser abordado. En
consecuencia, mientras que los sistemas mas grandes de redes regulatorias basadas en ODE usualmente
no exceden los 20 nodos, los modelos discretos como las redes booleanas pueden extenderse a cientos
de ellos con relativo menor costo computacional (Véase la Figura 4)

Por otro lado, la aplicacion de modelos continuos o discretos y sus aproximaciones
deterministicas o estocasticas, estd determinada por el nivel de granularidad o detalle con que se pretenda
abordar el fendmeno de interés. Asi, los modelos en estado continuo son mas adecuados para modelar
aspectos cuantitativos como la variacion de la concentracion de los nodos en una determinada condicion
y a lo largo del tiempo. Mientras que los modelos discretos, particularmente los Booleanos, son utiles
para estudiar aspectos cualitativos de un proceso bioldégico como por ejemplo qué elementos en la red
permanecen activos en los estados estables o como cambian los estados estables ante cambios como la
sobreexpresion o la delecion de alguno de los elementos en la red (Ivanov y Dougherty, 2006). En
conclusion, ninguna técnica unica de modelacion puede capturar todos los aspectos de un proceso
biologico representado en una red de regulacion, por lo que multiples métodos son usados en diferentes

fases de su analisis (Albert R, 2007).

1.3 Redes booleanas

Las limitaciones mostradas en las aproximaciones anteriores para describir el comportamiento dindmico
de redes regulatorias basicamente se debe a la falta de datos para obtener los pardmetros, las dificultades
técnicas en su solucion y la poca practicidad para simular sistemas con un gran nimero de componentes,
esto ha motivado la busqueda de métodos simplificados para describir redes regulatorias. Las
aproximaciones de estado discreto booleano son una de esas alternativas y basicamente parten de la idea
de que cada componente en una red regulatoria puede tener dos estados y este depende de funciones
logicas determinadas por la combinatoria de las interacciones descritas por la topologia de la red. En esta

seccion se describirdn las redes booleanas con detalle haciendo énfasis en los supuestos mas relevantes
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y las propiedades mas significativas que permiten aproximar el comportamiento de las redes regulatorias
celulares.

La idea central de las redes booleanas es que los genes, proteinas o demas procesos celulares son
tratados como elementos discretos binarios, es decir, con dos estados de comportamiento:
encendido/apagado en el caso de redes genéticas o presencia/ausencia en el caso de redes de interaccion
proteina-proteina. Asi un gen en el estado 1 (encendido) denota su transcripcion, mientras que para
proteinas esto puede ser interpretado como que estd presente y en su conformacion activa y funcional
(e.g. fosforilada o desfosforilada). Ademads, todas las interacciones pueden ser entendidas por
mecanismos de activacion/inhibicion mediante funciones logicas que relacionan combinatoriamente el
estado de un nodo en funcién de sus reguladores (Véase la seccion 1.4 para mas detalles) (Albert R, 2004,
Kauffman et al, 2004).

Antes de describir a las redes booleanas, daré una breve pero importante descripcion acerca de
los principios del algebra o 16gica Booleana y a partir de ello se describiran los fundamentos de las redes
booleanas como modelos cualitativos de los procesos celulares. El algebra Booleana introducida por
George Boole en 1854 define un desarrollo sistematico de 16gica basado en argumentos. Se define un
conjunto V = {0,1}, junto con dos operadores binarios (es decir que toman dos argumentos para

[ Y3

operarlos): “+”y “.” | que para cada x e y numeros que pertenece a V (V X, Y € V), establece un unico
valor de salida z que también pertenece a V (Z € V); es decir, para cualesquiera dos nimeros 1 6 0, las
operaciones entre ellos siempre devuelven un nimero 16 0.

Sin embargo es E.V. Hutington en 1904 quien desarrolla una definicién mas formal del algebra
booleana al extenderla axiomaticamente y establecerla como un sistema que mediante dos operaciones
binarias ahora definidas como AND y OR (referidas a los postulados de Boole como + e +), y un operador
unario NOT (=) que asegura la existencia del complemento de cualquier elemento de ¥, opera nimeros
binarios y devuelve niimeros binarios. Tales operadores se definen mediante las siguientes tablas de

verdad, que no son mas que la representacion del operador y su valor de salida en V' (Véase la Figura 5)

(Johnsonbaugh R, 1999):
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Entrada | Salida Entrada | Salida

x |y |XANDy| |x |y |X ORy

o |0 |0 0 0 0 .

0 1 0 0 1 1 Entrada | Salida
X NOTx

1 0 |0 1 0 1 5 :

1 1 1 1 1 1 1 5

Figura 5. Tablas de verdad de los operadores booleanos binarios AND, OR y el unario NOT.

De esta manera cada operador booleano es una funcién que toma como argumentos sus entradas,
por lo que para cada funcién con M entradas existen exactamente 2 filas o estados posibles, asignado
una unica salida para cada uno de ellos.

Considerando las propiedades del algebra booleana y en particular las tablas de verdad descritas

en la figura 5, en los modelos de red booleana cada elemento es representado mediante una variable

booleana @i, es decir, que puede tener inicamente dos estados ;= (0 6 1). Una red de n nodos tiene

exactamente o; (i=1,2,..., N) variables booleanas cada una con un estado en el tiempo t, 6i (¢). En

consecuencia, el estado de un nodo en la red a lo largo del tiempo estd determinado por la funcion:
0t + 1) = Fy (03, (), 03, (8), ., 0 () ... [1]

Donde (ay, (), 0, (t), .., 04, (t) sonlos reguladores del nodo 64, mientras que F, es una funcion
booleana construida a partir de la combinatoria de los reguladores del nodo &, descrita por su tabla de
verdad. Por otro lado 7 es el tiempo caracteristico de la activacion de cada nodo, es decir, expresa el
numero de pasos de tiempo para los cuales su estado cambia en funcidon de sus reguladores, y en el caso
mas simple de una red booleana T = 1 (Kauffman, S, 1993), tal como en este trabajo se asume.

La ecuacion anterior define el estado de cada nodo en un tiempo dado. Por tanto, para caracterizar
el comportamiento dindmico de la red es necesario explorar el estado de todos los nodos en un tiempo

definido, asi, el vector

S(t) = [Gl(t)t O'z(t),0'3(t), ...,O'n(t)] e [2]
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define el estado de la red en el tiempo t. Debido a la suposicién de estado binario para los NV
nodos que determinan la red de regulacion, existen exactamente 2V estados posibles de la red, mismos
que forman un conjunto finito de condiciones posibles que la red puede tener, el llamado espacio de
estados. De este modo la evolucion temporal de la red en el espacio de estados constituye una trayectoria

de la red.

Espacio de estados

Estados v
trasintorios b

m ///’.s -
o ‘_ Detalle de un . > =
Ciclo limite estado Trayectoria

t 75

AR~ %

$ j\‘ Cuenca del atractor

% Atractor puntual
Figura 6. Dindmica de las redes booleanas dentro del espacio de estados. El espacio de estados de dos redes booleanas
distintas, ambas convergiendo a un unico atractor. Se observa en la figura de la derecha la red de estados con un unico atractor
dindmico o ciclo limite al centro, los circulos representan a cada uno de los estados de la red mostrandose el detalle de uno de
ellos donde los cuadros azules simbolizan estados 1 y los blancos 0 en funcion del vector [2], ademas se observan los estados
trasintorios que forman parte de la cuenca de atraccion del ciclo limite. En el lado izquierdo se observa la red de estados de
una red que converge a un Unico atractor puntual, se muestra con flechas azules la trayectoria a lo largo de los estados
transitorios hasta el atractor puntual (Imagen derecha: tomada y modificada de Wuensche A, 2002; imagen izquierda: tomada

y modificada de Li et al, 2004).

Podemos entender el espacio de estados como otra red, la red de espacio de estados, que debe
ser estrictamente diferenciada de la topologia de red (véase Figura 6). Como el espacio de estados es
finito y la dindmica del sistema completamente deterministica (véase [1]), la red puede transitar de un
estado a otro en ese espacio en el tiempo hasta que se estabiliza en un atractor puntual o estado estable.
La definicion general de los sistemas dinamicos dice que un atractor es un estado o conjunto de estados
a los que el sistema llega a lo largo del tiempo y en el cual el sistema permanece una vez que llega a este
a lo largo del tiempo. Por otro lado al conjunto de estados que transitan hacia el atractor y en los que la
red no permanece al evolucionar el tiempo se denominan estados transitorios y al conjunto de estados

transitorios que llevan a un atractor se denomina cuenca de atraccion de un atractor determinado.
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Ademas si el estado estable estd formado por un conjunto de estados repetitivos a manera de ciclo, este
se denomina atractor dinamico o ciclo limite.

En consecuencia, las redes booleanas se constituyen como un modelo de red discreto, finito y
determinista. Como se ha descrito, la actividad futura de cada nodo en la red esta determinado por el
estado de sus reguladores en un tiempo anterior, dada la ecuacion [1], sin embargo es necesario hacer
una distincidn interesante entre esta representacion y los mecanismos biologicos subyacentes. Es claro
que las funciones bioldgicas que regulan el estado de cada entidad representada en un nodo tienen
tiempos determinados de respuesta desde que la sefal es censada hasta que la respuesta es producida
generando un cambio en su estado futuro. Por tanto el orden en que un determinado nodo es actualizado
dados los estados de sus reguladores puede tener un efecto en la dindmica del sistema; en general existen
dos esquemas de actualizacion de los nodos en una red booleana: actualizacion sincronica y asincronica.

En el esquema sincrénico se asume que los procesos de regulacion entre los nodos de la red son
temporalmente iguales y por tanto, todos los nodos se actualizan al mismo tiempo (Garg et al, 2008). Si
bien es cierto que esta es una simplificacion poco valida, el enfoque sincronico es una buena
aproximacion en el caso de redes en las que existe poca informacién concerniente al orden temporal
preciso de activacion de los nodos involucrados, siendo ademas una descripcion determinista del
comportamiento dinamico de la red (Wang et al, 2012).

En contraste, en el esquema de actualizacion asincronico, no existen dos nodos que cambien su
estado simultadneamente, por lo que las escalas temporales de cada nodo no son comparables y en cada
paso de tiempo los nodos pueden o no cambiar su estado. Existen dos aproximaciones de la asincronia
de redes booleanas, por un lado si la informacion sobre los patrones de expresion de los nodos es limitada,
estos pueden ser actualizados de forma aleatoria. En otro caso si se conoce el orden relativo de
actualizacion entre los nodos de la red, es posible fijar prioridades de actualizacion de cada nodo,
evaluandose el estado de la red una vez que todos los nodos han sido actualizados (Garg et al, 2008,
Fauré¢ et al 2006). En ambos casos, la actualizacion asincronica modifica el comportamiento a largo plazo
del sistema, por lo que una misma condicion inicial de la red puede llevar a diferentes atractores e incluso
modificar el tamafio del espacio de estados de la red (Garg et al, 2008), por lo que el enfoque asincronico
es no deterministico.

Ambas aproximaciones han sido exitosamente aplicadas en diferentes contextos celulares, sin
embargo algunos autores apuntan que es necesario considerar ambos enfoques al momento de evaluar

los estados estables de la red, por ejemplo, Fauré y colaboradores en su trabajo sobre el modelo de red
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booleana del ciclo celular genérico en mamiferos (Fauré et al, 2006), demostraron que un enfoque hibrido
sincronico-asincronico permite recuperar un atractor que describe con mayor detalle la secuencia de
eventos caracteristicos del ciclo celular en condiciones normales, sin embargo, el analisis de ambas
metodologias requiere un notable conocimiento de los eventos celulares involucrados en la regulacion
de los nodos.

Por tanto, la eleccion del esquema de actualizacion de la red estara en funcion de la informacion
de los procesos regulatorios, su temporalidad y el tamafio de la red analizada, asi el enfoque sincrénico
puede ser el punto de partida cuando se analizan redes booleanas con poca informacion detallada, por lo
que en este trabajo se priorizara su uso en el analisis de los modelos descritos en el capitulo 3.

Los primeros modelos de redes booleanas, los modelos de Redes Booleanas Aleatorias (RBN,
por sus siglas en inglés), propuestos por Stuart Kauffman en 1969, no fueron aplicados a contexto
bioldgico alguno, sino mas bien establecidos como un modelo tedrico libre de parametros cinéticos para
aproximar el estudio dindmico de la expresion genética como lo propuesto por Jacob y Monod con su
modelo del operon (Monod y Jacob, 1961). En su trabajo, Stuart Kauffman asume varias particularidades
para aproximar la regulacion genética mediante sistemas booleanos (Kauffman, 1969; Kauffman et al,
2004): en primer lugar las redes se constituyen como sistemas N-K, es decir, redes con N nodos y K
conexiones de entrada por nodo; en segundo lugar el nimero de nodos es fijo pero el nimero de K
entradas es un valor promedio de conectividad de la red; y finalmente el estado de cada nodo esta
determinado por una funcidon booleana f; especificada por una tabla de verdad cuyas variables
evolucionan de forma sincronica (Véase la figura 7).

Al analizar la dindmica, Kauffman describi6 que a lo largo del tiempo las redes son canalizadas
a estados estacionarios o atractores y que tales atractores en el contexto biologico podrian representar
tipos celulares dependiendo del estado de los genes representados por los nodos. Asi dada una
configuracion inicial en la red y las funciones booleanas que determinan su cambio temporal, el sistema
evoluciona hasta alcanzar una configuracién que es estable en el tiempo, un atractor, siendo este un

comportamiento emergente del sistema y no una propiedad intrinseca de cada elemento en la red.
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Figura 7. Ejemplo de una red booleana N-K. La red consiste de N=5 y K= 2, cada nodo es tiene un valor booleano rojo=0
o negro=1 determinado por una funcién f; dada por la tabla de verdad asociada. En esta tabla el valor ¢’ expresa el estado
futuro de la red en el tiempo t+1, se marca en columnas gris tenue los nodos cuyo estado determina mayoritariamente el estado

siguiente del nodo regulado.

Si bien solo recientemente la hipotesis de Stuart Kauffman de interpretar los atractores de redes
booleanas como tipos o perfiles celulares ha sido explorada gracias a la disponibilidad de datos de
expresion genética como los de microarreglos de DNA, las redes booleanas son modelos adecuados para
entender los procesos dindmicos de redes de control bioldgicas, por otro lado pueden ser vistas como una
simplificacion de los modelos basados en ecuaciones diferenciales (Bornholdt, 2005). Particularmente
este tipo de formalismo ha sido aplicado en diferentes contextos bioldgicos para modelar circuitos
regulatorios en los que es posible predecir la secuencia o patron de expresion con pocos parametros,
algunos de ellos son la red que subyace la diferenciacion de los 6rganos florales de 4. thaliana (Mendoza
et al, 1999; Espinosa-Soto et al, 2004), la red de transduccion de sefiales para la apertura de estomas
inducida por acido abscisico (L1 et al, 2006), el ciclo celular de S. cerevisiae (Li et al, 2004), el ciclo
celular en mamiferos (Fauré et al, 2006) o la red de regulacion de la segmentacion en D. melanogaster

(Sanchez y Thieffry, 2001; Albert y Othmer, 2003).

1.4 Construccién de un modelo de red booleana

De forma general, Wang y otros (Wang et al, 2012) sostienen que los pasos fundamentales (véase la
Figura 8) en el desarrollo de un modelo dindmico de red booleana como los analizados en el presente

trabajo son:
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1. Sintesis de la estructura de la red. Mediante la extensiva busqueda en la literatura
relevante al problema de interés, se pueden determinar los elementos de la red. Los
experimentos a gran escala pueden decir la topologia general de la red y mediante la
informacion de los experimentos a pequefia escala establecerse el sentido de las relaciones
entre elementos o bien discernir entre aquellos suficientes o necesarios para el problema
en cuestion. Algunas paqueterias permiten utilizar algoritmos de agrupamiento para
encontrar el grafo mas parsimonioso que determinan las interacciones positivas o

negativas derivadas de la literatura (por ejemplo NET-SYNTHESYS, véase DasGupta et

al, 2008).

a) Estructura de la red b) Tablas de verdad asociadas a la red
F1 (01, 03) F2 (01, 03) Fz(02)
m g, 05 O, 0, 05 O, 0, O,
. O o ofd 0o ofo 00
‘\ ‘// o 18 0 10 1 B

i 01 i 08

Y3
1 18 1 18
¢) Funciones o reglas légicas d) Gréfica de transicién de estados

asociadas a la red

F: (o1, 03)= 01 OR (NOT 03) @0 @’0 )
F2 (o4, 03)= 01 AND 03 11— 0D)—P(000) (o0)

Fs(o2)= 0> @

Figura 8. Ejemplo simple de la construccion de un modelo de red Booleana. a) El grafo dirigido que muestra la topologia
de la red (estructura de la red) asociada al modelo booleano. Las flechas representan efectos positivos sobre el nodo y las
flechas truncadas denotan efectos negativos. b) Las tablas de verdad de las funciones asociadas a la topologia determinan en
ultima instancia el estado de cada nodo asociado al estado de sus reguladores. ¢) Las funciones booleanas del modelo; puede
verse que dada la topologia en a), pueden definirse funciones alternativas, especificamente: Fi (o1, 63) = 61 AND (NOT 63);
F: (61, 63) = 61 OR 063; d) La grafica de transicion de estados muestra la evolucion del sistema a lo largo de los estados
caracteristicos de la red usando un esquema de actualizacion sincronico. En este caso los estados 100 y 111 son puntos fijos
del sistema, esto es, el sistema se canaliza a tales estados, mientras que los estados 101 y 110 forman un ciclo limite, es decir,
el sistema oscila entre esos estados. (Tomado y modificado de Wang et al, 2012)

2. Determinacion de las funciones logicas de la red. La estructura de la red, es decir, las
relaciones dirigidas positivas o negativas de un elemento a otro, no determinan la relacion
de dependencia entre los elementos de la red, para determinar las funciones logicas que
determinan el estado futuro de cada elemento de la red es necesario utilizar datos de la
literatura y observaciones experimentales, simplificando el evento bioldgico mediante los

operadores logicos AND, OR y NOT descritos anteriormente asi como otros derivados de
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3.

4.

estos. Por ejemplo una proteina cuya actividad depende de su fosforilacion por una cinasa
en algun sitio particular puede ser escrita mediante la funcion logica P(¢+1)=K,(t), donde
respectivamente P y K representa el estado de la proteina y la cinasa. Por otro lado si para
esa misma proteina existiesen multiples sitios de fosforilacion y es necesario que dos de
ellos lo estén por dos cinasas diferentes cada uno, la funcion booleana que determina el
estado futuro es P(¢+1)=Ki(¢2) AND K(?), si por otro lado la activacion es suficiente por
alguna de ellas, la regla l6gica derivada puede verse como efectos independientes de tales
reguladores, esto es, P(z+1)=Ki(#) OR Kx(¢), finalmente si el estado de la misma proteina
depende de la ausencia de una fosfatasa que la inactiva, el estado futuro definido por la
funcién booleana puede ser P(¢+7)= NOT F(¢). Por tanto un paso determinante es la
determinacion de las funciones reguladoras de cada nodo.

Determinacion del esquema de transicion de estados del sistema. Una vez determinadas
las funciones booleanas que describen la evolucion temporal de cada nodo dentro de la
red es necesario determinar el esquema de actualizacién de cada nodo. Por un lado el
enfoque sincronico, como se explicod en la seccion 1.3 de este capitulo, permite explorar
todo el espacio de estados puesto que para cada posible estado inicial existe al menos un
estado sucesivo en el tiempo, sin embargo la variacion temporal de los procesos de
regulacion celular no puede ser representada bajo este esquema. Por otro, el enfoque
asincronico permite capturar la variacion temporal de la regulacion a nivel celular, lo que
puede aproximarse de forma deterministica asumiendo reglas de actualizacion fijas para
cada nodo o bien incorporando enfoques estocésticos al variar el orden de activacion de
manera aleatoria. La sincronia o asincronia del sistema tiene importantes efectos sobre su
dinamica y en muchos casos es preferible comparar ambos esquemas.

Andlisis de la salida del sistema. Una vez establecidas las funciones logicas que
determinan el estado de cada nodo, el sistema debe ser analizado ya sea explorando
algunas condiciones iniciales particulares de interés biologico y dejando evolucionar el
sistema hasta encontrar los atractores, o bien explorando todo el espacio de estados
identificando asi el o los atractores del sistema, su tipo y el tamafio de la cuenca asociada
en el caso de redes relativamente pequefias. Es importante determinar que diferentes
algoritmos pueden llevar a identificar con diferente eficiencia atractores asociados a la

dinamica de la red, aunque muchos de ellos han sido incorporados ya en paqueterias de
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analisis. Asi, existen diferentes paqueterias que permiten analizar redes booleanas,
algunas de ellas incorporan diferentes herramientas de simulacion, entre ellos puede
citarse BooleanNet (Albert I et al, 2008), SimBoolNet (Zheng et al, 2010) y BoolNet
(Mussel et al, 2010), otros como GINsim (Gonzalez et al, 2006) y SQUAD (D1 Cara et al,
2007) son de proposito mas general al soportar 16gicas multivaluadas, pero es facilmente
incorporable un enfoque booleano. Ademas ATALIA (Chaos A, 2008), desarrollado en
el laboratorio de Genética Molecular, Desarrollo y Evolucion de Plantas de la UNAM
(LGMDEP) y donde se llevé a cabo esta tesis, permite hacer exploraciones evolutivas
sobre la dinamica de redes binarias. Por otro lado BooleanNet, permite incorporar
metodologias para simular sistemas hibridos booleanos y basados en EDOs, lo que
permite extender la informacién cualitativa al incorporar algunas variables cinéticas
cuando sea posible obtenerlas.

En este trabajo se prefirio utilizar BoolNet puesto que la facil implementacion de las reglas
logicas, los algoritmos de busqueda de atractores y la exportacion de los datos del espacio
de estados a paqueterias de analisis de redes como Pajek, permiten explorar de forma mas
completa los modelos de red booleana del ciclo celular aqui revisados.

Verificacion del modelo. Existen diversas formas de validar ciertas caracteristicas del
modelo booleano propuesto. En primer lugar el modelo debe ser capaz de reproducir las
evidencias experimentales como las respuestas de salida ante determinadas condiciones
iniciales conocidas, si el modelo falla en tal caso es necesario bien revisar las interacciones
e incluso incorporar nuevas o bien verificar la pertinencia de las funciones booleanas. Por
otro lado la posible inconsistencia puede provenir de la eleccion erronea del esquema de
actualizacion por lo que en tal caso serd necesario modificarlo. Otra posibilidad radica en
realizar un andlisis de robustez del sistema lo que indirectamente permite validar el
modelo propuesto, por un lado es posible analizar el efecto que pequefias perturbaciones
como el intercambio de reglas l6gica AND y OR genera en la dinamica, el cambio en el
signo de las interacciones, la adicion o delecion de componentes o interacciones en la red
o la modificacion de pares de interacciones entre nodos, asi un buen modelo es capaz de
permanecer lo suficientemente invariante en su comportamiento a largo plazo ante
pequeias perturbaciones lo que refleja la adaptabilidad y su coherencia al representar el

problema de interés.
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6. Implicaciones y predicciones. Una vez identificados los atractores es posible determinar
bajo qué condiciones el sistema experimenta diferentes respuestas a partir de diferentes
estados iniciales de la red. En otro sentido, el sistema puede ser perturbado manteniendo
fijo el estado de alguno de los nodos por ejemplo simulando la sobreexpresion al fijar un
nodo en estado 1 o simulando la perdida de funcion al fijar el estado en 0, permitiendo
identificar asi componentes esenciales y asociando su modificacion con fenotipos
reportados como alterados. En ambos casos es posible predecir e incluso proponer
validaciones experimentales modificando las condiciones del sistema in vivo permitiendo

asi actualizar la red.

Considerando los fundamentos de la seccion 1.3 y la metodologia anterior, en el Capitulo 3 de este trabajo
se analizan cuatro redes de regulacion que describen el control del ciclo celular en cuatro organismos
modelo eucariontes. Tres de las redes son analizadas dindmicamente mediante la derivacion de las reglas
logicas que dan sustento a su formalismo booleano, en particular para la red de regulacion booleana del
ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe se dedujeron todas las reglas l6gicas, mientras que para los
casos de las redes de Saccharomyces cerevisiae 'y mamiferos, se analizaron y actualizaron las reglas
previamente disponibles en la literatura. Finalmente, y como parte de un proyecto mucho mas amplio
desarrollado en el laboratorio donde se realiz6 esta tesis, junto con varios miembros se propone una red
de regulacion minima para el control del ciclo celular en Arabidopsis thaliana, sin que se analice
dindmicamente su comportamiento, en tal caso, la aportacion en este trabajo se limita a la descripcion de
los reguladores de la red de acuerdo a la metodologia de la seccion 1.4 de este capitulo, sin embargo su
analisis se extienden a aspectos topologicos y de organizacidn descritos en el Capitulo 4.

En la siguiente seccion se describiran los detalles acerca de los mecanismos implicados en la
regulacion del ciclo celular eucarionte y las particularidades que se observan para cuatro organismos

modelo, en su conjunto este y el siguiente capitulo son la base del andlisis presentado en el Capitulo 3.
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Capitulo 2

El ciclo celular en eucariontes

En esta seccion se describen el ciclo celular como un proceso fundamental en las células eucariontes y
se analizan algunas de las rutas generales de control entre los organismos eucariontes revisados:
levaduras, mamiferos y plantas. Se describen algunas generalidades del ciclo como un proceso dindmico
compuesto por diferentes fases altamente reguladas y caracterizadas por un conjunto de componentes
moleculares particulares, en muchos casos compartidos y en otros no. Por otro lado, se detallan las vias
mas generales de control conocidas y estudiadas, que son la base para la construccion de los modelos
dinamicos revisados en capitulos posteriores. Ademas se hace una pequena discusion en torno a las
cuestiones evolutivas que han sido resueltas y aquellas que parecen ser importantes en la investigacion

actual del campo.

“...if ever we are to attain a final theory in biology, we will surely, surely have to understand the

commingling of self-organization and selection.”

Stuart A. Kauffman
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2.1 El ciclo celular en eucariontes: mecanismos y componentes generales

Se entiende por ciclo celular al proceso que inicia al término de una division celular y que concluye con
el final de la siguiente division (Stein et al, 2011). En general si bien los elementos regulatorios que
determinan cada evento pueden variar, dos requisitos son invariantes: la replicacion del DNA y la
segregacion de los cromosomas replicados en células derivadas por la division celular (Morgan, 2007)
El ciclo celular est4 divido en una serie de etapas o fases cuya secuencia temporal es comin a
todos los eucariontes. Existen dos fases de caracter funcional, estas son la de sintesis de DNA o fase S,
y la de mitosis o fase M donde los cromosomas se separan en células hijas idénticas y la célula se divide;
y dos etapas preparatorias G1 y G2; G1 es la fase de crecimiento, mientras G2 es la de aumento de
crecimiento en masa y de verificacion de la integridad del genoma como de la correcta replicacion de
este, preparandose para la division celular (Véase Figura 9). Las fases G1, S y G2 comprenden el
denominado estado de Interfase mientras que la fase M comprende el estado de Mitosis con los eventos
de division nuclear (cariocinesis) y de division citoplasmatica (citocinesis) (Morgan, 2007; Stein et al,

2011)
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Figura 9. Fases del ciclo celular. Las cuatro fases del ciclo celular (G1, S, G2, M) involucran la duplicacion del genoma y
la subsecuente segregacion de los cromosomas en las dos células derivadas del proceso de division. Sin embargo existen
salidas al ciclo clasico: las células puede permanecer sin proliferar en un estado quiescente (GO) con la opcidén de volver a
entrar al ciclo mitético o diferenciarse comprometiendo su destino celular al expresar genes caracteristicos del linaje celular

(Tomado y modificado de: Stein et al, 2011)

La interfase corresponde al periodo entre dos estados mitdticos y se caracteriza por la ausencia
de cambios notables en la forma celular. En general, la cromatina se encuentra dispersa en el nticleo por
lo que es dificil distinguir los cromosomas individualmente. A lo largo de la interfase la célula crece
exhibiendo altas tasas de transcripcion y sintesis de nuevos componente celulares; durante G1, que es el

primer estadio dentro de la interfase, la célula puede dejar el estado proliferativo y diferenciar, entrar en
27



estado quiescente, denominada fase GO, o bien progresar por G1 hacia la fase S y concluir el ciclo de
division (Véase Figura 9). Por tanto es notable que la fase G1, y en particular los eventos tardios de fase
G1, son cruciales para la posterior replicaciéon del DNA. Al termino de la fase S, de cada cromosoma
hay dos replicas idénticas denominadas pares de cromatidas, que seran igualmente distribuidas en los
nucleos de las células hijas durante la mitosis. Posteriormente durante fase G2, corresponde al periodo
de preparacion de la mitosis por lo que en general se observa un aumento de masa y tamafo celular
necesarios para la futura citocinesis (Morgan, 2007).

El siguiente paso es hacia fase M, caracterizado por cambios de la forma celular y de la estructura
de la cromatina; la coordinacion de los eventos de fase M finalmente estan encaminados a la adecuada
segregacion de los cromosomas y la division celular para la formacion de dos células hijas. El primer
estadio en fase M es la mitosis que puede ser dividida en varios estados discretos con caracteristicas
distintivas (Krauss G, 2003). El primer estado es la Profase, donde se observa la migracion y separacion
de los centrosomas replicados durante fase S hacia los polos opuestos de la envoltura nuclear, esto
permitira la orientacion del huso mitético durante los estados siguientes de division nuclear. La profase
también esta caracterizada por una progresiva condensacion de los cromosomas hasta una compactacion
maxima justo antes de la ruptura de la envoltura nuclear que define el final de la profase (Stein et al,
2011). Asi al final los cromosomas en estado mitético muestran un arreglo caracteristico sobre su eje de

separacion con la forma caracteristica en equis (Pinheiro y Sunkel, 2012) (Véase Figura 10)

G2 o Interfase Profase Prometafase

Envoltura i etocoro

nuclear
fragmentada __
= 79'5 =

Nucleolo C de Microtabulos unidos
nuclear celular paras de cromatidas hermanas al cinetocoro

Cromatina Huso mitético
Centrosomas (duplicada) temprano Centromero

Telofase y Citocinesis
Metafase Anafase

: Zurco de
Placa metafésica ; divisién Nucleslo

X

Centrosoma en uno
de los polos

Cromosomas de la envoltura

Huso mitético segregados nuclear

Figura 10. Etapas de fase M. Representacion diagramatica de los eventos de fase M, particularmente en mamiferos. Las
células en G2 presentan cromosomas duplicados pero no segregados, la cromatina atin se encuentra condensada y se observa
la envoltura nuclear; en profase se inicia la condensacion de la cromatina y la formacion del huso mitético; en prometafase
la envoltura nuclear se fragmenta y los cromosomas ya perfectamente definidos interactian con los microtibulos mediante
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su cinetocoro; en metafase las cromatidas hermanas se unen a los microtiibulos de cada polo del huso mitotico se alinean en
el plano de division al centro de la célula; en anafase las cromatidas hermanas se separan en direccion de polos opuestos
(anafase A) y se segregan hacia cada polo (anafase B). El estado final involucra la telofase cuando la envoltura nuclear se
reestablece alrededor de cada conjunto de cromosomas segregados, y la citocinesis cuando el citoplasma se divide (Tomado
y modificado de: Pinheiro y Sunkel, 2012)

El siguiente estado es la prometafase donde la ruptura de la envoltura nuclear permite la
interaccion cromosomas-microtibulos por medio de los cinetocoros, asi cuando las cromatidas hermanas
son establemente unidas mediante sus cinetocoros a los microtibulos, estos las desplazan sobre el plano
del huso mitético cada una en polos separados. La etapa subsecuente es la metafase que es definida por
el alineamiento de las croméatidas hermanas en el centro del huso formando la placa metafasica. Después
la etapa de anafase comprende dos procesos sucesivos: anafase A que se caracteriza por la pérdida de
cohesion entre las cromatidas hermanas lo que facilita su separacion y anafase B, donde las cromatidas
hermanas son separadas y llevadas a polos opuestos completando la segregacion de los cromosomas
duplicados. Una vez segregados inicia la etapa de Telofase cuando la envoltura nuclear vuelve a ser
ensamblada alrededor de cada conjunto de cromosomas segregados formando los dos ntcleos de las
células derivadas, el uso mitotico se desestabiliza dejando un centrosoma por cada conjunto de
cromosomas segregados. (Véase figura 10). Finalmente la etapa terminal de fase M es la citocinesis o la
particion del citoplasma que en realidad comienza durante la anafase mediante la formacion de los anillos
de actina-miosina perpendiculares al plano del huso mitético, permitiendo asi la separacion de las células
hijas, concluyendo asi la fase M y permitiendo que las células hijas entren ahora a fase G1 (Morgan,
2007; Pinheiro y Sunkel, 2012).

Esta descripcion es muy generalizada y hace referencia al ciclo celular caracteristico en animales,
especificamente en mamiferos; existen variaciones considerables a lo observado en plantas y en
organismos eucariontes unicelulares, sin embargo estas particularidades se discuten en las siguientes
secciones de este capitulo. Lo interesante hasta este punto es que cada fase estd perfectamente
caracterizada por procesos a nivel celular como de la expresion diferencial de moléculas que los
controlan, esto se unifica con el concepto de punto de control de las fases del ciclo celular.

Los puntos de control pueden entenderse como puntos de todo o nada donde las cé€lulas verifican
el estado correcto de los eventos previos de una fase a otra. Los puntos de control consisten de un sensor
que detecta errores, una sefial que es generada por el sensor mediante una via de transduccion de sefiales
y finalmente un elemento de respuesta en la maquinaria del ciclo celular (Rieder, 2011).

En general se han descrito tres puntos de control. Un punto de control est4 en la transicion G1/S
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y controla la entrada a fase S, en G2 existe otro punto que asegura la replicacion del DNA antes de pasar
a M, mientras que al final de la transicion G2/M otro punto asegura la cariocinesis y la posterior
citocinesis. Las respuestas de paro o paso en cada punto de control necesariamente estan ligados a la
dinamica molecular de la maquinaria de control del ciclo celular por lo que para entender la dindmica
asociada a estos es necesario describir la maquinaria del ciclo celular (Novak et al, 2003).

Por otro lado, la secuencia ciclica de las fases G1, S, G2 y M describe un ciclo celular estandar,
sin embargo existen variaciones en la duracion de cada una de las fases entre los diversos grupos de
eucariontes y aun entre poblaciones celulares de un mismo organismo. Por ejemplo en células tempranas
embrionarias de mamiferos el periodo entre fase S y M se ve reducido haciendo indistinguibles las fases
G1 y G2; mientras que en levaduras de fisidn se observa una extension en la duracion de la fase G2

(Oliva et al, 2005), de ello se discutird mas en las siguientes secciones.

2.1.1 Mecanismos de control del ciclo celular en eucariontes

Los elementos regulatorios claves del ciclo celular en eucariontes en gran medida han sido identificados
en levaduras, sin embargo mecanismos homoélogos han sido reportados en otros eucariontes, no sin tener
particularidades. En general dos procesos son centrales en la regulacion del ciclo celular eucarionte: 1)
Cambios oscilatorios en la actividad de la maquinaria molecular del ciclo, con la actividad de proteinas
cinasas como los componentes mas importantes, i1) Protedlisis especifica de los reguladores del ciclo
celular. Por otro lado la actividad de la maquinaria del ciclo celular es controlada por tres tipos de
proteinas: 1) Cinasas dependientes de ciclina (CDKs), 2) Ciclinas y 3) Inhibidores de CDK (CKlIs). De
esta manera el sistema oscilatorio del ciclo celular estd caracterizado por interacciones entre estas tres
clases de proteinas y los dos procesos fundamentales anteriores (Novak et al, 2007).

Las CDKs son proteinas de 34-40 kDa con actividad de cinasa especifica de los residuos
Serina/Treonina, la actividad de CDK es mediada por la union de una proteina ciclina (Obaya y Sedivy,
2002). Las ciclinas activas en realidad se constituyen como heterodimeros donde la subunidad CDK
efectia la actividad catalitica y la subunidad ciclina efecttia la activacion del complejo y su especificidad
(Pinheiro y Sunkel, 2012). Ademas de la union a su respectiva ciclina, la mayoria de las CDKs requiere
la fosforilacion en su llamado segmento de activacion o loop T (Morgan, 2007; Pinheiro y Sunkel, 2012).

Las CDK pueden existir en un estado activo o inactivo. La transicion entre ambos es controlada

por la unién a Ciclinas y los CKls, bien por procesos de fosforilacién/defosforilacion en su segmento de
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activacion. Las CDKs poseen multiples sitios de fosforilacion reconocidos por diferentes proteinas
cinasas y estos pueden tener multiples resultados combinatorios en su estado de activacion (Morgan,
2007). Se sabe que en general la fosforilacion en los residuos de Treonina 161 (Thr161), 160 (Thr160) o
172 (Thr172) son marcas de activacion, mientras que en general la fosforilacion de Thrl14 y la Tirosina
15 (Tyr15) son inhibidores de la actividad cinasa de la subunidad CDK (Morgan, 2007; Malumbres et
al, 2009).

En eucariontes unicelulares la actividad oscilatoria de CDK es efectuada s6lo por un tipo de CDK:

34cdc2

en Schizosaccharomyces pombe existe s6lo una CDK, Cdc2 también conocida como p , mientras que

en Saccharomyces cerevisiae es Cdc28 también conocida como p**4°28; por otro lado en eucariontes
multicelulares existen familias completas de CDKs que efectian papeles diversos en las diferentes fases
del ciclo; en mamiferos se conocen 10 diferentes clases de CDKs referidas como CDK1 a CDK10.
(Morgan D., 2007; Satyanarayana y Kaldis, 2009), mientras que en plantas se observan 6 diferentes clases
de familias de CDKs referidas desde CDKA;1 a CDKF;1, siendo las familias CDKB1 y CDKB?2 las més
abundantes (Gutiérrez C., 2009). Estas diferencias notables en el nimero de CDKs hablan por un lado
de mecanismos de redundancia funcional de familias de CDKSs en el caso de eucariontes multicelulares,
como de multiple funcionalidad para una sola CDK en el caso de eucariontes unicelulares, de ello
discutiré en la ultima seccidon de este capitulo.

La activacion de las CDKs es efectuada por una familia de CDKs activadoras de CDKs o CAKs,
compuestas por una subunidad CDK y una ciclina que en el caso de mamiferos es la Ciclina de tipo H.
Esta familia estd presente eucariontes multicelulares particularmente, y su actividad parece ser constante
alo largo del ciclo. Al fosforilar los residuos Thr160, Thr161 o Thr172 estas proteinas permite un cambio
conformacional en el loop T que junto a la union de la subunidad ciclina permiten fijar una posicion

especifica para los sustratos a fosforilar por el complejo activo (Morgan D., 2007).
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Figura 11. Mecanismos de activacién/inactivacion de la actividad de CDKSs. La forma activa de la CDK en (a) asociada
con su correspondiente ciclina; el residuo Thr160 de la CDK (o sus posiciones equivalentes) es fosforilado mientras que los
residuos Thr14 y Tyrl5 permanecen sin fosforilar. Asi la transicion a la inactivacion sucede por la fosforilacion de Thr14 o
Tyrl5 como en (b) o por la unién a un inhibidor de CDK (CKI) como en (c). Otra forma inactiva de CDK puede tenerse si el
complejo CDK-Ciclina se forma pero los residuos Thr160 o sus correspondientes no se encuentran fosforilados como en d)
Finalmente podemos tener un estado inactivo de CDK si esta no se une a su subunidad ciclina como en (¢). (Tomado de:

Morgan, 2007)

Por otro lado la inactivacién mediante Thrl5 y Tyrl5 es un mecanismo antagénico de control
caracteristico de las transiciones de las diferentes fases. Se sabe que en Schizosaccharomyces pombe la
cinasa Weel es responsable de estas fosforilaciones inactivadoras, mientras que en otros organismos se
han encontrado proteinas homologas a Weel lo que manifiesta su importancia evolutiva; particularmente
durante la regulacion de la actividad de las CDKs en fase M. Por ejemplo en mamiferos los complejos
CDC2-Ciclinas B que inician la mitosis se mantienen inactivos hasta fase G2 debido a estas
fosforilaciones sin embargo durante la transicion G2/M son activados por accion de la fosfatasa CDC25
que elimina esas marcas y activa el complejo (Morgan D,2007).

Es decir, la activacion e inhibicion de las CDK esta regulada por diferentes vias (Véase Figura
11), por un lado la unién a su subunidad ciclina que la activa y le da su especificidad, sin embargo si los
residuos Thr160 o sus correspondientes del dominio de activacion (loop T) no estan fosforilados el
heterodimero no es funcional, por otro lado la unién a CKIs inhibe su actividad; la fosforilacion de los
residuos Thr14 y Tyrl5 mantiene inactiva a la CDK y atin en union a su ciclina sélo la remocion de tal
modificacion postraduccional permitird su activacion.

Este parece ser un principio general de control de la actividad de las CDKs, si bien las
cinasas/fosfatasas involucradas en cada uno de los grupos de eucariontes varia, lo importante como
mecanismo general de control es la existencia de dos estados estables (activo-inactivo) cuyas transiciones
son procesos reversibles, esto es, desde una perspectiva dindmica del control del ciclo, un punto a
considerar al momento de establecer modelos booleanos como los que se analizan en el siguiente capitulo
es la identificacion de modulos funcionales de activacion-inhibicion de CDK en los circuitos regulatorios
pues su estado es determinante en cada transicion y definira la dinamica global del sistema (Fauré y
Thiefry, 2009).

La segunda clase de moléculas determinantes son las ciclinas. Originalmente definidas como
proteinas que presentacion una variacion oscilatoria en su expresion durante el ciclo celular, las ciclinas

son proteinas activadoras de cinasas de Serina/Treonina caracterizadas por un dominio de 100
32



aminoacidos llamado “caja de ciclina” que media su union a CDKs, sin embargo, atin cuando su nombre
deriva de la fluctuacion en sus niveles de expresion a lo largo del ciclo, se ha observado que algunos
miembros de la familia de ciclinas, particularmente en mamiferos, no oscilan en su expresion (Morgan

D, 2007; Gopinathan et al, 2011).

G1CDKs S-phase CDKs Mitotic CDKs

S. cerevisiae  Cln1,CIn,Cin3+Cdc28 Clbs,Clb6+Cdc28 Clb1,Clb2,Clb3, Clo4+Cde28
(Clib1,Cib2,Clb3,Clbd+Cdc28)  (ClbS5,Clb6+Cdc28)

S. pornbe puct+cdc2 cigl,cig2+cdc? cdcl 3+cdc?
{cde13+cdo2)

Higher CycD1,CycD2,CycD3+Cdkd, Cdk6  CycE+Cdk2 (7) CycB1,CycB2, CycB3+Cdk1

eukaryotes  CycE+Cdk2 CyeA+Cdk2/Cdki CyeA+Cdk2/Cdk1

G1 CDKs S-phase CDKs Mitotic CDKs G1CDKs
yd
G1 S phasa | G2 | Metaphase | Anaphase | G1

Figura 12. Ciclinas y CDKs caracteristicas en las diferentes fases del ciclo celular. Se presentan las ciclinas
caracteristicas de cada fase del ciclo en levaduras y eucariontes multicelulares (mamiferos particularmente). (Tomado de

Bardin y Amon. 2001)

La actividad de las ciclinas es primariamente modulada por cambios en sus niveles de expresion
y por su degradacion por protedlisis. Como participantes centrales en la regulacion directa del ciclo
celular, se ha optado por dividirlas en cuatro clases que corresponde a las fases caracteristicas del ciclo
celular, basado en el tiempo de su expresion como de su funcion dentro de ellas (Morgan D, 2007). Tres
de las clases: ciclinas de la transicion G1/S, de fase S y de fase M, estan directamente involucradas en el
control del los eventos del ciclo celular; la cuarta clase, las ciclinas de fase G1, por otro lado, contribuyen
en el control de entrada al ciclo y en la respuesta a senales extracelulares (Lim y Kaldis et a/, 2013).

Las ciclinas de clase G1/S tienen su mayor nivel de expresion durante fase G1 tardia y decaen
hacia fase S temprana. La funcion primaria de estas ciclinas en complejo con las CDKs es permitir la
progresion a lo largo del punto de control de inicio del ciclo e iniciar los procesos que permitirdn la
repliccion del DNA o participando en otros eventos como la duplicacion de los centrosomas en el caso
de vertebrados o de los cuerpos polares el levaduras. Paralelamente, las ciclinas de fase S comienzan a
expresarse teniendo su maximos niveles en fase S temprana estimlando la replicacion del DNA. Los
niveles de ciclinas S permanecen altos durante toda la fase S, G2 y la mitosis temprana. Las ciclinas de
fase M aparecen tarde en la secuencia temporal de expresion, su concentracion aumenta conforme el

ciclo transita hacia la mitosis teniendo su pico maximo de expresion en la metafase, siendo responsables
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del ensamble del huso mitotico y el alineamiento de las cromatidas hermanas a este durante la metafase,
mientras que su baja expresion durante la anafase lo que permite la salida de mitosis y la citocinesis.
Finalmente las ciclinas de G1, ayudan a coordinar el crecimiento celular y son necesarias para la entrada
al ciclo celular, siendo algo muy caracteristico que parece no presentar patrones oscilatorios de expresion,
pero incrementan gradualmente en respuesta a sefiales extracelulares como factores de crecimiento u
hormonas (Véase Figura 12) (Morgan D, 2007)

La clasificacion anterior corresponde a lo clasicamente observado en levaduras y vertebrados, y
aun cuando es util para entender la regulacion del ciclo a lo largo de las diferentes clases, no es
universalmente aplicable a todos los eucariontes, puesto que se ha observado que una misma ciclina
puede tener diferentes funciones o picos de expresion en diferentes tipos celulares en el caso de los
eucariontes multicelulares, de ello se discutira mas adelante.

La tercera clase de proteinas determinate en el control del ciclo celular la constituyen los
inhibidores de CDK (CKI), que se unen a los complejos CDK-Ciclina, inactivandolos y arrestando el
ciclo, particularmente durante la fase G1, en repuesta a condiciones ambientales no favorables o sefiales

intracelulares como dafio al DNA (Gopinathan et al, 2011).

Especie Nombre Nombre Proteinas Funcion
Alternativo relativas
Saccharomyces Sicl - Ruml Inhibe los complejos CDk-ciclina de fases S y M en fase G1
cerevisiae _ _ — —
Farl - - Inhibe los complejos CDK-ciclina de la transicion G1/S en respuesta a
feromonas
Schizosaccharomyces Ruml - Sicl Inhibe los complejos CDK-ciclina de las fases Sy M
pombe
Xenopus laevis Xicl Kix1 Cip/Kip Inhibe los complejos CDK-ciclina de G1/S y Fase S
Arabidopsis thaliana KRP1 ICK1 Kip Interactuan con las Ciclinas D en plantas inhibiendo los complejos CYCD-
CDKA, bloqueando la entrada a mitosis.
KRP2 ICK2 Kip Bloquea la transicion G1/S e inhibe especificamente la CDKA1
SIM SIAMESE KRP/ICK Interactua con las ciclinas D (CYCD2;1, CYCD3;2 y CYCD4;1)
Homo sapiens p21 Cipl/Wafl Cip/Kip Activa la ciclina D, inhibe Is complejos CDK-ciclina en G1/S y fase S
p27 Kipl Cip/Kip Activa el complejo Cdk4-Ciclina D, inhibe Is complejos CDK-ciclina en
G1/Sy fase S
pl5 - INK4 Inhibe a Cdk4 y Cdk6

Figura 13. Tabla de inhibidores de CDK en diferentes eucariontes. Se presentan aqui los datos de los CKIs en diferentes

eucariontes y las proteinas a las que se relacionan. (Tabla con datos de Morgan D, 2007 y Gutierrez G, 2009).
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La mayoria de los eucariontes poseen CKlIs que contribuyen a establecer una fase G1 estable, si
bien en términos generales estas proteinas parecen no tener muchas secuencias conservadas, comparten
muchas caracteristicas funcionales (Morgan D, 2007). Primero, son importantes inhibidores de los
complejos CDK-Ciclina de las fases S y M, por lo que estan expresados en altos niveles durante G1 para
inhibir la actividad de tales complejos. Segundo, estas proteinas no inhiben los complejos CDK-Ciclina
de fase G1/S, por lo que no actiian como reguladores negativos de tal punto de control. Finalmente, estos
inhibidores son fosforilados por CDKSs, asi en fase G1 tardia, la actividad de los complejos CDK-Ciclina
de la transicion G1/S permite su degradacion mediante fosforilacion permitiendo la activacion de los
complejos de fase S (Carneiro y Koff, 2003; Morgan D, 2007). En la Tabla 1 se presentan los respectivos
inhibidores de CDK en Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, mamiferos y
Arabidopsis thaliana.

La regulacion del ciclo celular también esta intimamente relacionada con los procesos de
protedlisis especifica en las diferentes fases del ciclo, asi la transicion de una fase a otra debe ser
unidireccional e irreversible. En parte, esto se logra mediante procesos todos o nada que permiten la
irreversible activacion de la actividad de las CDKs, esta irreversibilidad es lograda mediante la
degradacion proteolitica de las proteinas regulatorias. La protedlisis es particularmente critica en la
transicion de metafase-anafase donde las cromatidas hermanas deben separar y la salida del mitosis es
lograda mediante la degradacion de las ciclinas mitdticas y otras como las cohesinas (Malumbres y
Barbacid, 2009).

La via ubiquitin proteasoma es fundamental en la actividad del ciclo al limitar la disponibilidad
de sus proteinas regulatorias. En tal caso, la actividad de las proteinas ubiquitina es determinante en el
proceso de oscilacion caracteristica, puesto que al tratarse de un proceso irreversible desde el punto de
vista termodinamico, canaliza el ciclo en una direccion por lo que en cada nuevo ciclo se requiere la

sintesis de nuevos reguladores (Malumbres y Barbacid, 2009; Vodermainer H.C., 2004).
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Figura 13. Diagrama de la via ubitina-proteasoma y de los complejos SCFy APC.

La degradacion se da mediante la proteina ubiquitina, una de las principales vias de control
proteolitico del ciclo celular eucarionte; asi mediante una proteina de 76 aminoacidos altamente
conservada que se une a proteinas blanco formando cadenas largas reconocidas por el complejo 26S
proteosoma, se degradan muchas proteinas incluidas reguladores positivos y negativos del ciclo celular.
Para ello es necesaria la actividad de tres clases de enzimas: una enzima activadora de ubiquitina (E1),
una ubiquitina conjugante (E2) y una ubiquitina ligasa (E3), quienes en conjunto marcan a un residuo de
Lisina de la proteina blanco, particularmente en posiciones K48 o K11 mediante el reconocimiento sitio-
especifico de la enzima E3 (Kin, 2008) permitiendo su degradacion; asi E3 es un factor limitante en la

via (Van Leuken, 2008; ver Figura 13).

En funcion de su motivo estructural, las E3 se clasifican en cuatro familias: tipo HECT, RING-
finger, U-Box y PHD-finger. Particularmente la familia RING-finger es la mas grande y contiene a su
vez a subfamilias, una de ellas es la familia basada en Culinas que incluye a dos complejos
determinantes: uno es SKP1/CULI1/F-Box (SCF) y otro es el complejo promotor de la anafase o
ciclosoma (APC/C), mismas que constituyen las principales enzimas E3 que degradan a los reguladores

del ciclo celular en eucariontes (Nakayama, 2006).
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Figura 14. Actividad del complejo APC a lo largo del ciclo celular. Los complejos CDK-Ciclinas de fase M
promueven los eventos de mitosis temprana, resultando en el alineamiento de las cromatidas hermanas en huso, al mismo
tiempo esto compuesto promueven la activacion de Cdc20, que lleva el ciclo hacia la anafase y la salida de mitosis mediante
la degradacion de la proteina securina y las ciclinas de fase M, en una retroalimentacion negativa. La inactivacion de las
ciclinas M, permite por otro lado hacia el final de la mitosis la activacion de Cdhl lo que permite la inactivacion de los
complejos de fase S y M, manteniendo la celula en fase G1 hasta la activacion de los complejos de la transicion G1/S. (Tomado
de Morgan D., 2007)

La actividad del complejo SCF esta determinado por la subunidad proteica F-box, que le da la
especificidad mediante el reconocimiento especifico de blancos que han sido marcados previamente por

fosforilacion, particularmente por la actividad de complejos CDK-Ciclina.

Por otro lado, el complejo promotor de la anafase (APC) se encarga de la regulacion de la
transicion de la metafase a la anafase, si bien el complejo cataliza la ubiquitinacion de muchas proteinas,
dos sustratos en particular son importas: por un lado la proteina securina que promueve la liberacion de
la proteasa separa que permite la separacion de las cromatidas hermanas, por otro lado a las ciclinas de
fase S y M, permitiendo la mitosis y la citocinesis. (Vodermaier H.C., 2004). El complejo es regulado
por un conjunto de proteinas activadoras que se unen a este en diferentes fases del ciclo. Estas proteinas
activadoras son Cdc20 y Cdhl en S. cerivisiae, Slpl y Ste9 en S. pombe, p55/Cdc20 y Cdhl en
mamiferos, CDC20.1 y CCS52A1/CCS52A2/CCS52B en Arabidopsis (Morgan D., 2007). En términos
generales, Cdc20 (y sus homodlogos) activan al complejo APC en transicion metafase-anafase iniciando
la salida de mitosis. Cdhl (y sus homodlogos) entonces activa al complejo en fase M tardia manteniéndose
activa hasta fase G1 temprana manteniendo la protedlisis de las ciclinas hasta que el ciclo celular inicie

de nuevo (véase la figura 14)

Los anteriores componentes regulatorios son los méas comunes en las redes de control del ciclo

celular en eucariontes, sin embargo, aun cuando entre los diversos organismos modelo eucariontes
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muchos componentes esta compartidos, existe una interesante variacion entre el tipo y numero de estos
involucrados en el control del ciclo celular, lo que plantea preguntas interesesantes en torno a al evolucion
de las redes de control del ciclo celular, en particular, se ha propuesto que mas que los elementos
conservados es la topologia de la red y sus propiedades dindmicas asociadas las que han sido conservadas
en la evolucion (Cross ef al, 2011). Para extender estas ideas y poder analizar las redes de control en
diferentes eucariontes, en las siguientes secciones se describiran los mecanismos de control en
eucariontes unicelulares, animales y plantas, y al final de este capitulo, se discutird comparativamente

las escalas y procesos dinamicos importantes en el control del ciclo celular.

2.2 Ciclo celular en eucariontes unicelulares

El control del ciclo celular en las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces
pombe son los mejor descritos de todos los eucariontes. Los estudios en tales organismos han permitido
determinar mecanismos de control comunes y extender algunas ideas sobre las posibles rutas de control
existentes en eucariontes multicelulares. El uso de estas levaduras como sistema modelo para el estudio
del ciclo celular provee un nimero importante de ventajas: se trata de organismos unicelulares, de rapida
division y capaces de crecer en estado haploide (Fantes et al, 2000; Oliva et al, 2005).

Aun cuando ambas especies son evolutivamente divergentes, existen rutas comunes de control
entre las fases caracteristicas del ciclo y un notable grado de conservacion entre las moléculas de control,
particularmente la existencia de mecanismos antagonicos entre cinasas y fosfatasas que determinan el
paso en las transiciones G1/S y G2/M. En ese sentido las aproximaciones de la genética cldsica asi como
los estudios con técnicas de analisis masivo mediante gendmica y protedmica, junto un analisis a nivel
sistema de las interacciones entre los reguladores es necesario para caracterizar a profundidad las escalas
y eventos regulatorios comunes en eucariontes unicelulares (Nurse P, 2003; Novak et al, 2010)

Dicho lo anterior, aqui se presentaran brevemente las rutas determinantes en el control del ciclo
celular en Saccharomyces cerevisiae (S.cerevisiae) y Schizosaccharomyces pombe (S. pombe),
analizando los mecanismos de control de los complejos Ciclina/CDK, de los patrones de expresion de
Ciclinas, de la actividad de los inhibidores de CDK asi como las rutas de degradacion clasicas de
complejos proteicos mediante la ruta APC-Proteosoma, finalmente estableciendo ideas basicas sobre la
importancia de la regulacién multiescala en las transiciones G1/S y G2/M; una revisidon mas extensa

puede verse en el trabajo de Rupes (Rupes, 2002) y Bahler (Bahler, 2005)
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En S. cerevisiae existe un punto a la mitad de la fase G1 en el que la célula es irreversiblemente
comprometida a entrar al ciclo mit6tico, tal punto es referido como el /nicio. El Inicio esté relacionado a
mecanismos de control del tamafio celular, asi las células cuyo tamafio no sobrepasa un cierto limite no
pueden progresar ese punto; antes de este punto, que corresponde a una fase G1 temprana, las células
dependen de la presencia de sefiales ambientales, particularmente nutrientes; en caso de no existir los
nutrimentos necesarios la célula entra en un estado estacionario, bien la célula pasa a través de G1 y se
ve retrasado en alguna de las fases posteriores o bien en ciclos posteriores (Nasmyth 1993: Mendenhall
y Hodge 1998). Una vez cruzado el punto de Inicio las células estan irreversiblemente programadas a
completar el ciclo independientemente de las condiciones ambientales (Barik et al, 2010).

Desde un punto de vista funcional, son tres los eventos que definen la entrada a mitosis en los
eucariontes: la formacion del uso mitotico, la ruptura de la envoltura nuclear y la condensacion de los
cromosomas; sin embargo S. cerevisiae y S. pombe presentan una mitosis cerrada, es decir, su envoltura
nuclear permanece intacta; por otro lado en S. cerevisiae la formacion del uso mitdtico no se da en fase
S como en los demas eucariontes lo que supone dificil distinguir entre las fases G2 y M. En S. pombe las
fases G1 y S son cortas mientras que G2 es larga conteniendo en si la mayor parte del crecimiento celular,
el punto de control de Inicio parece depender de una masa critica y de la correcta mitosis en un ciclo
previo. Sin embargo parece aiin mas importante la regulacion del punto de control en la transicion G2/M,
(obsérvese la Figura 18) (Lew et al, 1997; De Souza y Osmani, 2007)

A nivel estructural, el ciclo celular en ambas levaduras estd determinado por la expresion en las
transiciones G1/S y G2/M de una sola CDK altamente conservada codificada por los genes CDC28 y
Cdc2", en S. cerevisiae y S. pombe respectivamente. Funcionalmente estas CDK fosforilan residuos de
Serina o Treonina que son seguidos por una Prolina y una secuencia consenso de K/R, S/T, P, X, K/R
donde X puede ser cualquier aminoacido (Lew et al, 1997).

Como se menciono en la seccion anterior, la actividad de las CDKs es mediada por la union a una
ciclina para formar el complejo activo en alguna fase particular del ciclo. Se han caracterizado varias
ciclinas caracteristicas de las diferentes del ciclo en S. cerevisiae y S. pombe, se resumen estos
componentes en la Tabla 2.

En S. pombe, la Cdc2 es fosforilada en su residuo Thr167, sitio que corresponde a la Thr169 de
S. cerevisiae y ala Thr161 de Cdk1 en mamiferos, tal modificacion es necesaria para la activacion de su
dominio cinasa. Tal proceso es efectuado por CAK, particularmente S. pombe tiene dos cinasas

activadores parcialmente redundantes en funcion, Mcs4/Mcs2 y Csk1 (Kaldis P, 1999)
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Fase S. cerevisiae S. pombe S. cerevisiae S. pombe S. cerevisiae S. pombe
Ciclinas Inhibidores CDK
Gl Clnl, Cn2, CIn3 Cigl, Cig2 Farl
S CIbS y ClIb6 en Cigl, Pucl Sicl
Fase temprana
Clb3 y Clb4 en Ruml Cdc28 Cdc2
fase tardia.
G2 Clbl y Clb2 en Cdc13 Sicl
fase temprana
M Clb2 Cdc13 Cdc6

Tabla 2. Moléculas de control en las fases del ciclo celular de las levaduras S. cerevisiae y S. pombe. (Tabla propia con

informacion de: Matsuoka, 2002; Humprey y Pearce, 2005).

Un proceso determinante en la regulacion del ciclo celular en S. pombe es la activacion del

complejo Cdc13/Cdc2 mediante la desfosforilacion del residuo Tirosinal5 de la subunidad Cdc2, proceso

efectuado por la fosfatasa Cdc25. En general para los complejos CiclinasB/Cdc2, la fosforilacion del

residuo Y15 es efectuada por las tirosina-cinasas Weel y Mikl, por lo que antagonizan notablemente

con Cdc25 (Moser y Russell, 2000).

Weel es regulada por el complejo Nim1/Cdr fosforilandola promoviendo la mitosis, mientras que

Cdc25 la inhibe (Moser y Russell, 2000). Adicionalmente Cdc25 tiene una alta regulacion traduccional

(Daga y Jimenez, 1999). Asi los picos maximos de Cdc2 fosforilada en Y15 (Cdc2-Y15) se observan en
fase G2 tardia y el inicio de la fase M (Nurse P, 2012).
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Figura 15. Eventos del ciclo celular en las levaduras S. pombe y S. cerevisiae. En A) Se esquematiza el desarrollo celular
durante el ciclo; B) muestra cada una de las etapas y el estado caracteristico a nivel celular, por otro lado los eventos moléculas
clave de cada caso; C) Muestra los patrones de expresion de las ciclinas caracteristicas de cada fase y en D) Se ejemplifica la

duracion de las fases en cada organismo. (Tomado de: Humphrey y Pearce, 2005)

El segundo proceso notable es la regulacion de la actividad de los complejos Ciclina/CDK
mediante los CKI. En §. cerevisiae, existen 3 inhibidores: Farl, Sicl y Cdc6. Farl inhibe la formacion
de los complejos Cln/Cdc28, mientras que Sicl a los complejos Clb/Cdc28 que son caracteristicos de
fase G2; sin embargo parece que Farl solo es activa en respuesta a Feromonas durante la fase G1, mismas
que promueven la rdpida salida de la transicion G1/S (Peter y Herskowitz, 1994). Finalmente Sicl ha

sido reportada en unioén con Cdc28, coordinando las transiciones G1/S y G2/M, en fase G1, Sicl es activa
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inhibiendo a las Clbs; en fase S, Sicl es degradada mediante la fosforilacion de Cln/Cdc2 por el complejo
SCF, y tarde en fase M, Sicl es desfosforilada por la fosfatasa Cdc14, inhibiendo a Cdc28/Clb2
promoviendo la mitosis (Schneider et al, 1996).

En S. pombe, Rim1 es un inhibidor especifico de Cig2/Cdc2 y Cdc13/Cdc2 comportandose de
forma analoga a Sicl, inhibiendo en fase G1 a Cdc2 por unidn inhibitoria, la pérdida de Ruml resulta
en entrada anticipada a fase M desde G1. Ademas Rum1 parece no solo unirse al complejo Cdc2/Cdcl3,
sino a Cdc13 marcandola para sus protedlisis. (Martin-Castellanos y Moreno, 1996)

Estos mecanismos regulan los patrones de expresion de los complejos Ciclina/CDK, sin embargo
la regulacion de los patrones de expresion de las ciclinas caracteristicas de cada fase es un tercer
mecanismo que regula las diversas transiciones. Se sabe que el principal mecanismo es la regulacion a
nivel transcripcional, en el caso de S. cerevisiae dos factores transcripcionales son determinantes: SBF y
MBEF. SBF (Factor de Union a SCB), reconoce elementos SCB (caja de ciclo celular Swi4/Swi6) y esta
conformado por las proteinas Swi4 y Swi6; MBF (Factor de union a MCB), reconoce elementos MCB
(caja de ciclo celular M1ul) y se conforma por las proteinas Mbpl y Swi6. Su principal funcién es
modular genes de ciclinas y algunos otros requeridos para la sintesis de DNA (Breden, 1996) importantes
en fase S.

Se sabe que los patrones de expresion de las ciclinas Clnl y Cln2 de S. cerevisiae alcanzan su
maximo en fase G1 tardia por lo que son responsables del punto de INICIO, en el caso de Cln3, si bien
es menos abundante que Clnl/2, se mantiene presente a lo largo del ciclo, ademas los complejos
ClIn3/Cdc28 activan a SBF y MBF dirigiendo la expresion de Clnl y Cln2, lo que lleva a la activacion
de los complejos Clb/Cdc28 (Lew et al, 1997). Por su parte las ciclinas ClbS y Clb6 son requeridas para
la fase S, ambas son reguladas via MBF que es activado por CIn3/Cdc28 en fase G1 tardia, si bien una
vez expresadas estas ciclinas pueden formar los complejos Clb/Cdc28, estos permanecen inactivos por
la via de Sicl, pero solo en fase S mediante los complejos Cln/Cdc28 son activados mediante su
fosforilacion y posterior degradacion de Sicl, asi los complejos ClIb5/Cdc28 y Clb6/Cdc28 inactiva al
complejo de pre-replicacion inhibiendo una segunda ronda de replicacion de DNA (Jorgensen ef al, 2002)

Finalmente las ciclinas mitoticas Clb3 y Clb4 son activadas en fase S gracias a los complejos
CIb5-6/Cdc28, y son requeridas para la separacion del complejo SBF, iniciando asi la inactivacion de los
componentes de G1, por otro lado Clbl y CIb2 son expresados en fase G2 temprana y son requeridas
para el inicio de la anafase. Asi los complejos Cl1b2/Cdc28 inhiben por completo la ruta SBF, inactivando

por completo la actividad de las moléculas de fase G1 mediante un asa de retroalimentacion negativa
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(Futcher, 1996). Asi al final para la entrada a fase M, los niveles de Sicl aumentan gracias a la
inactivacion de los complejos de G1 (CIb5 y Clb6 en particular) asi como Clb2 de G2 por la misma via,
lo que favorece la degradacion del uso mitético y la salida de mitosis. (Lew et al, 1997; Futcher, 1996)

En S. pombe, los complejos Cdcl10-Res1/Sctl parecen tener un comportamiento similar al de
MBF en S. cerevisiae, manteniendo el INICIO. Se sabe para el transito por este punto los complejos
Cig2/Cdc2 son determinantes, sin embargo el efecto del inhibidor de CDKA Ruml se hace notable en
fase G1 tardia disminuyendo los niveles de Cig2/Cdc2 (Martin-Castellanos y Moreno, 1996); para la
entrada a fase S Ruml debe ser degradado mediante los complejos Cig2/Cdc2 y Pucl/Cdc2 (Martin-
Castellanos et al, 2000), asi Cig2 es la ciclina caracteristica de fase S, sin embargo sus niveles son
regulados por la via Cdc10-Res1/Sctl al tiempo que Cig2 inhibe ese mismo complejo, es decir, Cig2 se
auto inhibe por la via analoga a MBF (Ayte et a/, 2001).

Por otro lado la ciclina Cdc13 es la ciclina de tipo B expresada en fase S y requerida hasta fase
M, durante fase S los complejos Cdc13/Cdc2 son inhibidos por la degradacion de Cdc13 y la inhibicion
de por Ruml; ya durante fase G2 la actividad de Cdc13/Cdc2 es plena inhibiendo nuevamente la
replicacion del DNA mediante su union a los origenes de replicacion, asi las ciclinas mitoticas Cdcl13 y
Cigl se mantienen hasta fase G1 durante el punto INICIO donde son degradadas (Wuarin et al, 2002;
Blanco et al, 2001).

La regulacion proteolitica se efectua por los complejos APC y SCF en ambas levaduras. El
complejo APC es codificado por 12 genes en S. cerevisiae y 7 en S. pombe (Zachariae y Nasmyth, 1999).
En las levaduras, APC comienza a ser activo en fase M y persiste hasta antes del INICIO en la fase G1
siguiente, tal actividad es mediada por activadores especificos: Cdc20 y Cdh1/Hctl en S. cerevisiae, Slp1
y Ste9 en S. pombe, funcionando como marcadores para diferentes sustratos del complejo APC. Se sabe
que la activacion de Cdc20 es controlada por los complejos Clb/Cdc28 que directamente la fosforilan,
mientras que la fosforilacion dependiente de Cdc28 inhibe a Cdhl previniendo su union a APC antes de
que la anafase es completada. La fosforilacion de Cdhl es removida por la fosfatasa Cdc14, la actividad
de APC mediada por Cdhl permanece hasta la fase S previniendo la expresion prematura de Cdc20;
interesantemente Cdc14 parece estar activada por una red de control de salida mitética similar a la
propuesta en otros organismos (Huang et a/, 2001, Sharad et al, 2011).

El papel fundamental de APC es la inhibicion de la actividad de CDK para la salida de mitosis
mediante la destruccion de las ciclinas mitoticas. La destruccion de las ciclinas mitdticas puede ser

efectuada tanto por Cdc20 como por Cdhl/Hctl, sin embargo es interesante apuntar que la actividad de
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Cdc20 es ciclo-dependiente por lo que tarde en la mitosis es destruido (Schwab et al, 2001; Wasch y
Cross, 2002). El ortélogo de Cdhl en S. pombe, Srw/Ste9, funcionando de forma similar, promueve la
degradacion de las ciclinas mitoticas en G1 sin embargo es negativamente regulada mediante
fosforilacion dependiente de Cdc2. Cdhl junto con Sicl (como Ste9 y Rum1) generan una caida rapida
en Cdc28 y Cdc2, respectivamente para la salida de mitosis en fase M y el inicio del siguiente ciclo
(Yamaguchi et a/, 2001). Para una vision grafica d elos eventos anteriores véase la figura 16.

De lo anterior es claro que dos procesos son destacables en la regulacion del ciclo celular en
eucariontes unicelulares: a) una alta regulacion postraduccional y b) La existencia de mecanismos de
retroalimentacion entre los complejos moleculares. Un mecanismo sugerido para generar las oscilaciones
caracteristicas del ciclo celular es la existencia de motivos regulatorios positivos y negativos,
particularmente asas de retroalimentacion entre grupos de ciclinas (Ferrell et al, 2011). Se sabe por
ejemplo que en la transicion G1/S las ciclinas caracteristicas de G1 activan positivamente la expresion
de las ciclinas de fase S (Clb) y estas reprimen a las de G1 en fase S temprana, mientras que las ciclinas
mitoticas activan al complejo promotor de la anafase (APC) que a su vez promueve su degradacion,
estableciendo algunos de los circuitos bioquimicos caracteristicos que generan comportamientos

oscilatorios (Tyson y Novak, 2010), sobre ello se discutira en el capitulo 4 de este trabajo.

2.3 Ciclo celular en animales: el caso particular de los mamiferos

El modelo basico de regulacion del ciclo celular ha sido establecido gracias a los estudios pioneros
en levaduras como ya se describid en la seccion 2.2 de este capitulo, sin embargo estudios en animales,
mamiferos en particular, han demostrado un aumento en el nimero y tipo de complejos CDK-Ciclina a
lo largo de la progresion del ciclo celular, sin embargo un numero pequefio de ellos parece en realidad
efectuar los procesos regulatorios basicos entre las fases, por lo que no queda claro en qué sentido el
aumento en el nimero de elementos regulatorios es una consecuencia de la transicion a la
multicelularidad (Malumbres y Barbacid, 2005).

El modelo clasico de regulacion del ciclo celular en mamiferos establece que complejos
especificos de CDKs-Ciclinas son responsables de los eventos conocidos entre la Interfase a la fase M
en una forma ordenada (Malumbres y Barbacid, 2009). Muchas preguntas quedan por resolver acerca de
los mecanismos de control del ciclo celular en mamiferos, por ejemplo aun no es claro si existen

mecanismos de control dependientes del tamafio celular durante la fase G1, ciertamente se ha
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generalizado que este podria no ser un mecanismo propio de las células animales dada la variacion en

tipos celulares no asi en la conservacion de la transicion entre fase G1 y S (Colon y Raff, 2003).

[ I 1
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Figura 17. Diversidad de CDKs en mamiferos y los contextos celulares en los que se han descrito. Se ha sugerido
que la diversidad de CDKs en el ciclo celular de mamiferos resulta de la necesidad de regular diferentes tipos celulares, sin
embargo la idea central es que CDKI1 es capaz de regular por si sola los eventos esenciales del ciclo celular en la mayor parte
de los tipos celulares de mamiferos (Tomado de: Santamaria, 2007)

Por otro lado se sabe que en la mayor parte de los tipos celulares de mamiferos se expresan al
menos cinco de las diez CDKs descritas: CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 y CDK6. Asi CDK4 y CDK6
regulan el paso por la fase G1, CDK2 regula la entrada y progresion por la fase S y finalmente CDK1 es
necesaria para la entrada a fase M (Malumbres y Barbacid, 2005). Lo interesante a matizar es que la
existencia de multiples CDKs parece obedecer a una redundancia de tipo funcional puesto que se ha
observado que por si sola CDKI es suficiente para la regulacion del ciclo celular basico mientras que las
otras CDKs son mds bien necesarias para la regulacion del ciclo en cierto tipos celulares cuyas fases

tienen alteraciones en su duracion (Vease Figura 17) (Santamaria, 2007).

Una vista rapida de los complejos regulatorios muestra que en general en mamiferos se observan
cuatro grupos de ciclinas importantes: por un lado las ciclinas caracteristicas de fase G1 son las ciclinas
de tipo D (CycDI1, CycD2, CycD3) que se unen a las CDK4 y CDK6 promoviendo el paso del punto de
restriccion en G1; las ciclinas de la transicion G1/S ejemplificadas por las ciclinas de tipo E (CycE) que
en general se asocian a CDK2 y su actividad estd relacionada con la iniciacion de la replicacion de DNA;
las ciclinas caracteristicas de fase S que permiten la progresion son las ciclinas de tipo A (CycA) que se
asocian en particular con CDK2 y CDK1; finalmente las ciclinas mit6ticas responsables de la mitosis
son las ciclinas de tipo A (CycA) y principalmente las de tipo B (CycB) en asociacion con CDK1 (Véase
Figura 18) (Bardin, 2001; Satyanarayana y Kaldis, 2009)
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Figura 18. Complejos CDK-Ciclina caracteristicos en las fases del ciclo celular en mamiferos. Conforme el ciclo celular
progresa por las diversas fases, se observan fluctuaciones en los complejos de CDK-Ciclina. Los complejos de G1 en rojo, S
en verde y G2 en azul permiten la progresion y transicion entre cada fase. Los complejos CycE-CDK2 son necesarios en G1
y G1/S, CycA-CDK2/1 desde fase G1 tardia y con maximos en Fase S, G2 y el comienzo de la anafase; la actividad de las
CycA/B-CDK1 es suficiente y necesaria para la entrada a mitosis (Tomado de: Bardin, 2001)

Los reguladores negativos de la actividad de las CDKs determinan en gran medida los perfiles
oscilatorios CDK-Ciclina observados en las diversas fases del ciclo en mamiferos. Por un lado los CKlIs
juegan un papel preponderante en la regulacion del ciclo en mamiferos, de hecho se sabe que dos familias
de CKIs son responsables de la mayor parte de las regulaciones negativas sobre los complejos CDK-
Ciclina entre las diferentes fases. Asi la familia INK que se compone de p15™# plek4 p1ginkic
pl19™k4d se caracteriza por la presencia de dominios de ankirina que les confiere la capacidad de
inhibicion especifica de las cinasas CDK4 y CDK6; mientras que la familia CIP/KIP con los miembros
p21CPWAFL 5o 7Kipl -y p57KIP2 - son  de mucho mds amplia interaccion formando complejos
heterotriméricos particularmente fuertes con los complejos CDK2-CycE, CDK2-CycA, CDKI1-CycA,
CDK1-CycB y CDK4-CycDs junto a CDK6-CycDs. Sin embargo ambas familias parecen tener un
dominio comun en la regién amino terminal que interactia con los complejos CDK/ciclina mientras que
la region carboxilo terminal es mas bien variable y su papel funcional en la regulacion de los complejos
CDK no esta clara (Bardin, 2001; Malumbres y Barbacid, 2005).

Ademas, se sabe que tanto p21 como p27 a niveles normales promueven la formacion de los
complejos CDK4/CycD y CDK6/CycD, mientras que su sobreexpresion inhibe su formacion, por lo que
se ha propuesto que los complejos CDK4/CycD y CDK6/CycD secuestran a p27 en particular alejandolos
de su union a CDK2/CycE y CDK2/CycA, facilitando la transicion por G1/S (Reed, 2002). Por otro lado
se ha sugerido que p27 es un regulador negativo maestro de los estados GO y G1, siendo su regulacién
primariamente por la via ubiquitina-proteosoma, su papel en G1 parece estar mas ligado al paso del punto

de control en esa fase (Slingerland y Pagano, 2000). Sin embargo parece ser que la regulacion de p27 es
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mas fina, por un lado se sabe que la fosforilacion de la treonina 187 mediada por el complejo CDK2/CycE
permite el reconocimiento por el complejo SCF y su degradacion; sin embargo si p27 se encuentra en el
nucleo inhibe a CDK2/CycE y solo una fraccion de p27 es degradada. Asi en principio, p27 parece ser
un importante regulador de la proliferacion celular y el paso hacia diferenciacion (Bloom y Pagano,
2003).

De particular importancia en la regulacion del ciclo en mamiferos es la llamada via E2F-Rb. Se
sabe que la familia de factores transcripcionales E2F es importante en la transicion G1/S al regular
positiva y negativamente varios blancos del ciclo celular, en particular se ha descrito que CycD en union
a CDK4/6 regula la progresion por la fase G1, tal paso es permitido mediante la fosforilacion de la
proteinas retinoblastoma (pRb), asi como resultado, los complejos pRb-E2F son inhibidos y los factores
E2F liberados. Estos permanecen unidos como heterodimeros con las proteinas DP1 y DP2 exhibiendo
su actividad transcripcional (DeGregori y Johnson, 2006). Los complejos CDK4-CycD y CDK6-CycD
son capaces de fosforilar a pRb en fase G1 temprana, mientras que ya hacia fase G1 tardia los niveles de
CDK2-CycE aumentan debido a la liberacion de algunos E2F y el complejo es capaz de fosforilar a pRb
inactivandola por completo aumentado asi los niveles de E2F manteniendo ademas los niveles de pRb
en su estado hiperfosforilado. De la misma forma CDK2-CycA puede fosforilar a pRb activando a los
heterodimeros E2F-DP1/2, siendo CycA en parte regulada por E2F asegurando la transicion por fase S,
sin embargo algunos miembros de la familia E2F son negativamente regulados por CycA-CDKI1
mediante la inhibicion de los complejos E2F-Dp1/2. Asi mientras CycE regula positivamente la actividad
de E2F, CycA participa en un asa de retroalimentacion negativa hacia E2F (Livia y Jansen-Diirr, 1999;
Chen et al, 2009)

Tal es la importancia de esta via de control que se ha sugerido como un mecanismo de control
biestable durante el paso a fase S. Se ha demostrado experimental y matematicamente que la via convierte
sefiales proliferativas extracelulares de respuestas “todo o nada” para la activacion de E2F: asi una vez
activado E2F este permanece activo ain cuando las sefiales profilerativas, particularmente de ciclinas,
han disminuido permitiendo el paso irreversible del punto de restriccion en G1/S (Yao et al, 2011)

Como ya se describi6 en la seccion 2.1 de este capitulo, una importante ruta de control es la
degradacion proteolitica de los reguladores del ciclo celular mediante la via ubiquitina-proteosoma. Se
considera en general que SCF es activo durante todo el ciclo mientras que el complejo APC/C lo esta
desde la promefatafase hasta el final de G1 (Van Leuken, 2008)

El complejo APC/C tiene un comportamiento oscilatorio en el ciclo celular de mamiferos, y su
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actividad maxima se observa en la transiciéon de metafase-anafase y durante la fase G1 temprana, de
hecho si bien el papel principal hasta metafase lo realizan la actividad de las CDK, es la transicion a
anafase y la salida de mitosis principalmente controlada por la actividad del complejo APC/C Los
principales blancos de APC/C son las ciclinas mitéticas (CycA y CycB en union a CDKI1
particularmente); por un lado y de forma general, la Securina es un inhibidor de la proteina Separasa, de
modo que al ser inhibida la Securina, la Separasa se activa teniendo asi como principal blanco a la
subunidad Sccl del complejo Cohesina que mantiene unidas las cromatidas hermanas permitiendo asi la
segregacion cromosOmica (Vodermainer H.C.,2004), mientras que la degradacion de las ciclinas
mitoticas inactiva a CDK1, lo que permite los cambios cromosémicos de la anafase y la correcta entrada
de los eventos de la telofase. Es decir, con respecto a la mitosis, el complejo APC/C permite la proteolisis
de las ciclinas claves mientras que esto inhibe la actividad de CDK1 lo que permite la desfosforilacion
de sus sustratos en el orden en que APC/C efectua la degradacion de las ciclinas mitoticas (Sullivan,
2007)

La actividad de APC/C esta determinada por la union a sus cofactores de activacion que le dan la
especificidad de sustrato. De particular importancia es UbcH10, una enzima E2 que es suficiente y
necesaria para la ubiquitinacion in vitro en los residuos de lisina 11. Mientras que los coactivadores
Cdc20 y Cdhl son necesarios en diferentes estadios de fase M (Peters, 2006).

Existen diferentes formas del complejo APC/C con una especificidad particular de sustratos en
puntos concretos del ciclo. Asi durante prometafase se observa a APC/C unido a su coactivador Cdc20,
si bien su actividad es limitada, es capaz de ubiquitinar a CycA; mientras que en metafase adquiere una
isoforma cuya actividad es maxima inhibiendo a CycB y securina, lo que conlleva a la inactivacioén
completa de CDK, permitiendo la activacion del coactivador Cdhl del APC/C. Con Cdhl, la ultima
forma del APC/C es capaz de degradar a Cdc20, UbcH10 y las aun presentes CycA y CycB, permitiendo
asi la salida de mitosis (Mainland y Diffley, 2005)

Finalmente como idea puede establecerse que aun no es claro de qué forma los diversos complejos
CDK/Ciclina regulan la progresion a lo largo del ciclo celular, esto es mucho mas dificil con las
observaciones de que CDK1 es suficiente para controlar el ciclo en la mayoria de los tipos celulares
(Satyanarayana et al, 2008), lo que podria sugerir que en términos dinamicos el control del ciclo en
mamiferos no difiere mucho del observado en levaduras. La cuestion es que si bien el ciclo celular en
mamiferos ha evolucionado con el incremento en el nimero de CDKs, la posible explicacion a esto podria

estar en la necesidad de regular tipos celulares con mecanismos alternos, particularmente de
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fosforilacion, trataré de dar una discusion mas amplia al final de este capitulo y durante los dos siguientes.

2.4 La regulacion del ciclo celular en plantas: Arabidopsis thaliana como sistema modelo

Numerosas CDKs han sido caracterizadas en plantas, particularmente en Arabidopsis thaliana se han
identificado seis clases de CDKs, desde la clase A hasta F, cuya estructura primaria las define, una
séptima clase (CDKG) ha sido definida por el mismo criterio y aun no queda muy claro su papel en la
regulacion del ciclo y sus transiciones (Menges et al, 2005) puesto que en principio s6lo las CDKA,
CDKB, CDKD y CDKF parecen tener papeles preponderantes en la regulacion del ciclo celular (Umeda
et al, 2005). Particularmente, CDKA es considerada la CDK canodnica en plantas debido a su motivo
PSTAIRE similar a cdc2 en levadura y CDK1 en animales, ademas es la unica CDK activa durante las
fases G1 a S, por lo que su papel es determinante en la transiciéon G1/S (Pereira et al, 2012); CDKA es
codificada por un unico gen en Arabidopsis y que es esencial para su viabilidad (De Veylder et al, 2007).
Las ciclinas dependientes de cinasa de tipo B (CDKB) son especificas de plantas, poseen un motivo
PSTAIRE alterado y son determinanentes en la transicion G2/M (Magyar et al, 2013). Finalmente las
CDKD y CDKF funcionan como activadoras de CDK (CAKs).

Se conocen 8 tipos de ciclinas (CYC) en Arabidopsis thaliana que van desde el tipo A al T,
formando un conjunto del alrededor de 32 miembros con roles putativos en la progresion del ciclo celular
(De Veylder et al, 2007). CYCA esta implicada en la progresion de fase S y es destruida alrededor de la
transicion G2/M. Las ciclinas B (CYCB) aparecen durante fase G2, controlan la transicion G2/M asi
como la transicion a mitosis y son destruidas cuando la celula entra a anafase. Las ciclinas de tipo D
(CYCD) se han establecido como importantes reguladores de la transicion G1/S, aunque se han sugerido
como participes también en la transicion G2/M (De Veylder ef al, 2007; Van Leene et al, 2011)

Este conjunto bésico de CDKs y Ciclinas interactua con las CAKs una vez que el complejo
heterodimérico ha formado para su activacion; como se mencioné CDKD junto a CYCH o CDKF acttan
como CAKs especificas de las transiciones G1/S y G2/M fosforilando a las CDKA y CDKA/B en cada
caso. En el mismo sentido, se sabe que la actividad de la fosfatasa CDC25 y la cinasas WEEI1 es
importante en la transicion G2/M en levaduras y mamiferos. Sin embargo, los mutantes del homologo de
WEE1 en Arabidopsis que coexpresan una CDKA no fosforilable en las posiciones Thr-14 y Tyr-15,
parecen tener diferentes respuestas en la entrada a fase M, atin mas, un homologo de CDC25 no ha sido

descrito aun, por lo que la importancia relativa de estos reguladores de la actividad de CDK durante
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G2/M parece no estar completamente clara (Bouolf ez al, 2006; Inagaki y Umeda, 2011)

El siguiente grupo de moléculas clave de la regulacion del ciclo celular en plantas lo constituyen
los inhibidores de CDK, particularmente los relacionados a las proteinas Kip (KRPs) que recuerdan a los
miembros Kip/Cip de inhibidores de CDK en mamiferos. Existen 7 genes de CKlIs identificados en
Arabidopsis Los KRPs actiian como inhibidores al unirse directamente al complejo CDK-Ciclina. Los
siete KRPs interactian in vitro con las ciclinas de tipo D (Inze y De Veylder, 2006), y todos a excepcion
de KRP5 interactuan con CDKA pero no con CDKB (Ingaki y Umeda, 2011). Se ha descrito que las
proteinas KRP son importantes para establecer el comportamiento todo o nada del oscilador de CDKS
durante la transicion G2/M (Dissmeyer et al, 2010).

Un conjunto de reguladores importantes son la proteina relacionada a Retinoblastoma (RBR) y
los factores transcripcionales E2F, que constituyen la llamada via E2F-RB que es determinante para la
transicion G1/S (van den Heuvel y Dyson, 2008). Tal como sucede en mamiferos, la fosforilacion de
RBR permite la activacion de los heterodimero E2F/DP, un grupo de factores transcripcionales que
permiten la entrada a fase S (Attwoll et al, 2004). Se han descrito seis miembros de la familia E2F que
van del tipo a al f, asi como dos de la familia DP (a y b). Particularmente E2Fa, E2Fb y E2Fc requieren
la heterodimerizacion con DPa o DPb para ser funcionales, regulando asi genes necesarios en fase S,
por lo que la actividad de estos comienza a aumentar en la transicion G1/S (Borghi et al/, 2010)

Otro factor transcripcional importante lo constituye la familia de proteinas MYB cuya actividad
parece ser importante en el control de la expresion de proteinas necesarias durante fase G2 tardia o
durante mitosis. (De Veylder et al, 2007) Especificamente los MYB3R son activadores transcripcionales
que se unen a la denominada region activadora especifica de fase M (MSA) en la regioén del promotor
de los genes blancos, asi la MSA es suficiente y necesaria para la transcripcion en la transicion G2/M,
especificamente CYCB. Los MYB3R estan estructuralmente relacionados a las proteinas c-Myb de
animales y se ha descrito que existe un asa de retroalimentacion con los complejos CDK/Ciclina (Araki
et al, 2005)

Finalmente la degradacion de las proteinas reguladoras es otro mecanismo importante que asegura
la unidireccionalidad del ciclo. Las proteinas a degradar son selectivamente marcada mediante
poliubiquitinacion mediada por las ligasas E3 (ver seccion 2.1 de este capitulo), y en el caso de
Arabidopsis, el complejo promotor de la anafase/ciclosoma (APC/C) y el complejo Skp1/Cullina/F-box
(SCF) son dos de las principales E3 ubiquitina ligasas. Las ciclinas A, B y D son primariamente reguladas

por la actividad del complejo APC/C, especificamente CYCA y CYCB contienen en su secuencia cajas
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de destrucion que median su interaccion con el complejo, mientras que CYCD es primariamente regulada
por condiciones extracelulares que determinan su degradacion por APC/C (Perez-Perez et al, 2008).
Paralelamene, los niveles de los reguladores negativos son controlados por medio de su degradacion. Los
inhibidores de CDK son degradasos en la transicion G1/S por el complejo SCF, lo que resulta en la

entrada a fase S (Frescas y Pagano, 2008).
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Figura 19. Eventos moleculares que regulan las fases del ciclo celular en Arabidosis thaliana. Diagrama esquematico
ilustrando las fases candnicas del ciclo celular en Arabidopsis thalian (G1, S, G2, M y citocinesis) es una muy simplificada
ilustracion con los mecanismos moleculares en las transiciones mas importantes. En G1/S un numero importante de genes
dependen de la actividad del complejo heterodimerico E2F/DP y esto solo sucede mediante la fosforilacion de los complejos
CDKA/CYCD sobre el inhibidor RBR. La actividad de CDKA/CYCD es positivamente y negativamente regulado por los
CAKs y los KRPs. En la transicion G2/M, el aumento en la actividad de CDK resulta en la fosforilacion y activacion de los
factores transcripcionales MYB3R que dirigen la expresion de genes especificos de la fase M; en ellas la actividad de las
CDK de tipo B es determinante para la fase M; por otro lado la actividad de WEEI y la familia KRP es determinante en la
disminucion de la actividad de CDK para la salida de fase M puesto que la activacidon de las proteinas KRP es necesaria para
la actividad del complejo APC sobre las ciclinas mitéticas y la consecuente salida de M (Tomado y modificado de: Pessarakli,
2014)

Ahora que se han descrito los principales reguladores del ciclo celular en Arabidopsis, describiré algunos
eventos determinantes en las diversas fases y sus reguladores; en la figura 19 se esquematizan estas ideas

mientras que en la figura 22 se describenlos reguladores mencionados y su papel especifico. Durante G1,
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sefiales exogenas como la sacarosa y estimulos hormonales como las de las auxinas, citocininas y
brasinosteoides, resultando en la formacion de los complejos activos CDKA/CYCD necesarios para la
entrada a fase S (Del Pozo et al, 2005; Jhon 2007; Dudits et al/, 2011). Estos complejos comienzan a
fosforilar proteinas blanco como el homologo de de la proteina retinoblastoma (RBR) y otras
relacionados con el ensamblaje de los origenes de replicacion de DNA. Paralelamente muchos genes
necesarios para el cruce de la transicion G1/S comenzan a ser activadso en particular aquellos regulados
los factores E2F/DP. En G1 la regulacion de la denominada via E2F/RBR es importante; RBR logra
unirse al dominio de transactivacion de los factores E2F al tiempo que recluta reguladores de cromatina
especificos en las regiones promotoras de los genes por E2F silenciando su expresion (Sabelli y Larkins,
2009), bloqueando genes importantes para la fase S, por lo que la progresion del ciclo celular es detenida
en la transicion G1/S.

El segundo nivel de regulacion ocurre durante fase G2-G2 tardia, los complejos que incluyen a
CDKA y CDKB, asi como las ciclinas A, B y D comienzan a ser activos. Durante la fase G2 tardia y fase
M temprana, la regulacion de estos complejos se da principalmente por la actividad de los CAKs
(Pessarakli, 2014). La ejecucion de la fase M ocurre principalmente a nivel transcripcional mediante la
actividad de los MYB que actiian como importantes activadores de genes especificos de la transicion a
Mitosis. Por otro lado la degradacion de las cilinas mitdticas como CYCB por APC es critica para la
disminucién de la activida de CDK hacia la el final de fase M, importante para el ensamblaje de los

complejos de replicacion de DNA (Bryant y Aves, 2011)

Regulador Papel funcional

CDKA: CDKA;1 CDK canonica de plantas, interactua con las ciclinas D y los KRPs y una de sus esenciales funciones es

inactivar a RBR

CDKB CDKBI1 CDK especifica de plantas se expresa en las fases G2 y M. Las dos subclases (CDKB1 y CDKB?2) se expresan
CDKB2 en las transiciones S/G2 y G2/M.

CYCD CYCDI1-7 | Relacionadas a las ciclinas de tipo D en animales, su expresion esta ubicada en las transiciones G1/S y G2/M,

estan acopladas de forma directa a estimulos externos como fitohormonas o sacarosa.

CYCA CYCALl Relacionadas con las ciclinas A en mamiferos, existen tres subclases: CYCA3s tienen su mayor expresion

CYCA2 en la transicion G1/S interactuando con CDKA;1, CYCAl y CYCA2 se expresan de fase G2 a M y

CYCA3 asociandose con las CDKBs regulando ademas negativamente el endociclo.

CYCB CYCBI Relacionadas con las ciclinas B en mamiferos, se dividen en tres subclases: B1, B2 y B3, son contraladas en

CYCB2 su expresion por los llamadas elementos promotores de fase M (MSA), son degradas al final de la fase M

CYCB3 por el complejo APC.

KRP KRP1-7 Las proteinas relacionadas con KIP (KRP) se relacionan funcionalmente con inhibidores de CDK en

levaduras y mamiferos como p27. Interactuan con CDKA;1 y las ciclinas de tipo D, particularmente KRP1/2
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son fosforalidas por CDKA;1 y CDKBI;1 lo que las lleva a degradacion.

WEE1 WEEIL Putativamente involucrado en la fosforilacion inhibitoria de los residuos de Tyr en las CDK, sin embargo en
el caso de CDKA;1 esto parace ser indispensable. Controla el arresto del ciclo en respuesta a la activacion

del punto de control de la integridad de DNA

CDC25 CDC25 Solo se ha identificado el dominio catalitico del homologo de Cdc25 de animales en plantas, la region N-
terminal parece no estar presente, lo que cuestiona su papel en la regulacion de la defosforialcion de los
residuos de Tyr en CDK

CDC20 CDC20 El complejo APC es activado en la transicion de metafase/anafase por CDC20

CCS52 CCS52A1 | Son requeridas para mantaner durante fase G1 niveles bajos de CDK activando el complejo APC desde la

CCS52A2 | telofase y hasta fase G1. Son reguladores positivos del endociclo celular.

CCS52B
RBR RBR1 Relacionada con la proteina retinoblastoma de animales, es un importante represor transcripcional. RBR es
RBR2 fosforilada e inactivada por los complejos CDK/CYCD. RBR1 tambien particpa en la formacion de otros
complejos correpresores junte a desacetilasas de histonas.
E2F E2FA Relacionados a los factores E2F de animales, son bloqueados por su unién a la proteina RBR
E2FB
E2FC
DP DPA Forman complejos heterodimericos con los factores E2F lo que permite su inion a DNA y la activacion de
DPB genes determinantes en G1/S
R1R2R3- Estos factores de transcripcion son reguladores transcripcionales conservados del ciclo en plantas y animales.
MYB Mientras que en plantas su papel central esta en la regulacion de la transicion G1/S, en plantas estan

relacionados con los eventos de la mitosis y en particular con la union a elementos MSA, regulando de forma

determinante la fase G2/M

Tabla 3. Elementos reguladores determinantes del ciclo celular en Arabidosis thaliana. Tabla con informacion de: Banks et al, 2011;
Van Leeen et al, 2011; Haga et al, 2007; Ito, 2005; e Inagaki y Umeda, 2011.

2.5 El ciclo celular eucarionte: comparaciones y restricciones

El dogma central del control del ciclo celular es que la progresion a lo largo de cada una de las fases del
ciclo esta controlada por la actividad de alguna CDK especifica, esta idea ha sido clave para dilucidar las
redes subyacentes a la regulacion del ciclo celular y proponer mecanismos regulatorios cuando la
informacion ha sido insuficiente.

Sin embargo, dada la diversidad de mecanismos descritos anteriormente tanto para eucariontes
unicelulares como para multiceluares, asi como las diferencias en la organizacion temporal de las
diversas fases en ellos, una de las cuestiones que surgen en torno a la regulacion del ciclo celular es qué
componentes estan compartidos entre los diferentes eucariontes cuyo ciclo celular ha sido analizado y

que papel funcional tiene en el ciclo.
53



Como se observa en la Tabla 4, la mayoria de los componentes determinantes de la regulacion

del ciclo parecen ser homodlogos entre los organismos discutidos en estre trabajo; sin embargo, dos casos

son interesantes puesto que si bien no comparte homologia de secuencia, si comparten homologia

funcional: en primer lugar CYCA3;2 en Arabidopsis esta relacionado en secuencia con la familia de

ciclinas de tipo A de mamiferos y Drosophila, pero funcionalmente tiene relacion con las ciclinas de tipo

E en la regulacion de la transicion G1/S (Bulankova, 2013); de la misma forma las proteinas Rb y E2F

en el caso de mamiferos y plantas mientras que Whi5 y SBF/MBF en el caso de levaduras, cumplen el

mismo rol funcional en la transicion G1/S incluso se ha segurido que las interacciones al interior de sus

redes regulatorias parecen tener comportamientos similares, lo que plantea la pregunta de que

evolutivamente parece mas importante la estructura y funcion dindmica de las redes en que participan

que la identidad bioquimica de los elementos (Hasan et al, 2012).

Saccharomyces Schizosaccharomyces Drosophil Arabidopsis thaliana Mamiferos Funcion Referencias que
cerevisiae pombe a sustentan
melanogaster
CIn3 Pucl CycD CYCDI1-7 CycD Progresion por fase G1 Vidwans y Su,
2001; Vandepoele
et al, 2002; Wang et
al, 2004.
ClInl y CIn2 - CycE CYCA3;2 CycE Transicion de G1/S Koff et al, 1991;
Richardson et al,
1993; Yu et al,
2003.
Clb5/6 Cig2 CycA CYCA1,2,3 CycAl, Progresion por fase S, | Hao et al, 1995;
CycA2 importante en la | Nieduszynski et al,
transicion G2/M 2002.
Clb1/2 Cdcl3 CyB CYCBI1,2,3 CycB1,2,3 Progresion de la | Vandepoele et al,
transicion G2/M y | 2002; Wang et al;
control de fase M
Sicl Ruml Rux KRP1 a KRP7 p21, p27 Inhibidores de CDK Vidwans y Su,
2001; Barberis et al,
2005.
Swel Weel, Mikl Weel WEE1 WEE1/Mytl | Inhibidores de ciclinas | Bahler, 2005
tipo B
Cdc20 Sipl Fizzy Cdc20 Cdc20 Activador del APC. | Visitin et al, 1997,
Activo en mitosis Filop et al, 2005,
Bahler 2005.
Cdh1( HCT1) Ste9 Fizzy-related | CCS52A1,CCS52A2 | Cdhl Activador de APC, | Vidwans y Su
activo en mitosis tardia | 2001;Visintin et al,
y fase G1 1997; Filop et al,
2005.
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SBF, MBF MBF E2F1 E2Fa,b,c E2F1,2,3 Factores Béhler 2005;
transcripcionales, Ahmed et al, 2004.

controlan la transicion

Gl/S
Whi5 - Rb Rb Rb Se une e inactiva a los | Constanzo et al,
factores 2004; Ahmed et al,
2004;

transcripcionales E2F y

relacionados

Tabla 4. Tabla comparativa de los principales reguladores del ciclo celular entre eucariontes. Se observa la homologia

de secuencia de algunos de ellos y su papel funcional en el ciclo.

Sin embargo, si bien se ha discutido en torno a la evolucion de los componentes del ciclo celular
eucarionte, particularmente, en su relacion con su homologia (Ruiz-Trigo et al, 2007), poco se ha
discutido en relacion a las propiedades de las redes de control subyacentes. En ese sentido, existen
diferencias sustanciales en la estructura de las redes asi como en los tiempos y patrones de expresion de
los componentes regulatorios (Jensen et al, 2006) que indican que en general si bien la identida funcional
y estructural es mantenida, los procesos temporales de expresion y regulacion no parecen estar
compartidos entre eucariontes, por lo que su estudio dindmico es imprescindible.

Por lo anterior, es necesario que los estudios sobre los mecanismos de control del ciclo involucren
también los aspectos dindmico-estructurales de las redes subyacentes y no sélo limiten su atencién en la
descripcion de la identidad bioquimica de sus reguladores como ya se describi6 en esta seccion. En los
dos siguientes capitulos se revisaran los aspectos dindmicos y de organizacion estructural de las redes de

regulacion del ciclo celular en levaduras, Arabidopsis y mamiferos.
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Parte 11

Hipotesis, objetivos y metodos

Hipotesis

El ciclo celular eucarionte puede ser entendido en términos dindmicos como un oscilador con
propiedades de control determinadas por la estructura de las redes regulatorias subyacentes. Estas
propiedades pueden ser descritas mediante ciclos limites que recapitulan las diferentes fases y que
resultan de las interacciones no lineales de las moléculas en el tiempo. Por otro lado, las propiedades
estructurales locales de tales redes determinan de forma importante el surgimiento de esos
comportamientos de tipo oscilatorio. Por tanto, al proponer redes que incorporen la mayor parte de los
reguladores del ciclo en diferentes eucariontes y analizar sus propiedades dinamicas y estructurales es
posible describir el ciclo celular como un ciclo limite que emerge del acople de propiedades estructurales
locales de circuitos que describen comportamientos de tipo oscilatorio sostenido como de las propiedades

emergentes resultado de las dindmicas combinatorias de los reguladores moleculares en cada red.

Objetivos
Los objetivos generales de este trabajo de tesis fueron:

e Analizar el modelo de red booleana basada en funciones umbrales de la regulacion del ciclo
celular en S. pombe propuesto por Davidich y Bornholdt revisitando la evidencia que lo
sustenta, y derivando las tablas de verdad y las funciones logicas obtenidas de esta para poder
comparar ese formalismo con otro basado en reglas 16gicas, particularmente el tipo y nimero de
atractores encontrados al analizar sincronicamente la red.

e Proponer un modelo de red de regulacion booleano basado en reglas logicas combinatorias, del
ciclo celular en S. pombe, recuperando la evidencia experimental mas reciente, derivando las
tablas y reglas logicas y analizando de forma sincrénica su comportamiento dindmico, haciendo
particular enfésis en el tipo y nimero de los atractores encontrados y en la fases del ciclo que
logra representar.

e Proponer un modelo de red booleana basado en reglas 16gicas combinatorias para la regulacion
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del ciclo celular en S. cerevisiae tomando como referencia los modelos propuestos por Li y
Irons e incorporando informacidn reciente sobre los reguladores, derivar las tablas y reglas
logicas y analizar el modelo de forma sincronica haciendo particular enfésis en el tipo y nimero
de los atractores encontrados y en la fases del ciclo que logra representar.

e Actualizar el modelo de red booleana de la regulacion del ciclo celular genérico en mamiferos
propuesto por Fauré, incorporando nuevos reguladores importantes para la fase G1 y la
transicion G1/S, derivar y actualizar las reglas l6gicas y simular la red propuesta de forma
sincronica haciendo particular enfasis en el tipo y nimero de los atractores encontrados y en la
fases del ciclo que logra representar.

e Presentar la propuesta de una red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana y la
informacion que sustenta cada una de las interacciones propuestas.

e Analizar estructuralmente las redes de control del ciclo celular para S. pombe, mamiferos y A.
thaliana. Obtener mediante una biisqueda exhaustiva, los motivos regulatorios de dos y tres
nodos al interior de estas redes y comparar estos motivos con aquellos estudiados previamente
de forma tedrica y experimental en la literatura y que han sido relacionados con
compartamientos de tipo oscilatorio sostenido.

e Comparar los resultados del compartamiento dindmico de las redes analizadas con los motivos
encontrados en su interior y correlacionar en términos dinamico-estructurales las propiedades
de las redes de control del ciclo celular propuestas a fin de discutir principios generales de

organizacion.

En los capitulos 3 y 4 de este trabajo se presenta la metodologia utilizada para analizar dindmica y
estructuralmente las redes de control del ciclo celular en las levaduras S. pombe, S. cerevisiae, la planta
A. thaliana y la genérica en mamiferos. En el capitulo 3 se presentan los modelos analizados y la
metodologia propuesta para cada red en particular, haciéndose un cuidadoso analisis de la evidencia
experimental recapitulada. En el capitulo 4 se presenta el paradigma estructural de las redes
regulatorias y se describe la metodologia para buscar motivos de regulacion al interior de las redes

propuestas en el capitulo 3.
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Capitulo 3

Modelos de red de la regulacion del ciclo celular en eucariontes

En este apartado se describen los modelos de red booleana de la regulacion del ciclo celular en la levadura
Schizosaccharomyces pombe 'y Saccharomyces cerevisiae, asi como el genérico en mamiferos. En el
primer caso se derivaron las tablas de verdad en base a una revision bibliografica proponiéndose las
reglas logicas correspondientes a la red de regulaciéon modificando el modelo basado en umbrales
previamente propuesto, ademas se propone un modelo modificado que actualiza la informacion sobre la
red de regulacion. En los otros dos casos se revisaron y actualizaron ambas redes, haciéndose una
modificacion de las reglas 16gicas asociadas. Finalmente se propone un modelo de red de la regulacion
del ciclo celular en Arabidopsis thaliana sin que se deriven las reglas logicas que describen su dindmica
se hace una sintesis de la informacion disponible describiéndose la estructura de la red y el tipo de

interacciones entre los componentes.

“Mathematics Is Biology's Next Microscope, Only Better; Biology Is Mathematic’s Next Physics, Only
Better”

Joel Cohen

58



3.1 Modelos de red de la regulacion del ciclo celular en eucariontes

Desde la década de 1960 y 1970, existen modelos matematicos que han tratado de explicar algunos
aspectos clave de la regulacion del ciclo celular a partir de observaciones fenomenologicas (Véase Koch
y Schaechter, 1967; Shields R, 1977; y particularmente Smith y Martin, 1973), sin embargo con la
determinacion de la estructura de las redes moleculares del control del ciclo celular diferentes modelos
de red bajo diferentes formalismos han sido introducidos (Morgan D.O., 2006).

Los primeros trabajos se centraron en pasos particulares del ciclo, por ejemplo, Tyson y Novak
(Novak B y Tyson J.J., 1993) encontraron que el acople de dos circuitos de retroalimentacion positiva en
la actividad de CDKs son suficientes para generar un interruptor de entrada biestable a mitosis en los
huevos de Xenopus laevis que es capaz de exhibir histeresis!, estas predicciones fueron validadas
experimentalmente algunos afios después con los trabajos de Sha y colaboradores (Sha W et al, 2003).
Una aproximacion similar se establecid para el modelo de red que describe la entrada a fase S en
Saccharomyces cerevisiae (Chen et al, 2004) mismo que es capaz de recuperar el comportamiento de
120 mutantes reportados en la literatura y predecir la existencia de una fosfatasa clave en la red que
controlada la entrada a Mitosis que fue validada experimentalmente poco después (Queralt E et al, 2006).
Se han establecido ademas modelos basados en EDO para el control del ciclo en Schizosaccharomyces
pombe (Novak y Tayson, 1997; Novak et al., 1998) y células somaticas de mamiferos (Aguda y Tang,
1999).

Sin embargo, para esta tesis, el modelo de red booleana del control global en Saccharomyces
cerevisiae propuesto por Li y otros (Li et al, 2004) sin duda es seminal. En este trabajo los autores son
capaces de reducir el modelo basado en EDO de Chen y otros (Chen et al, 2000) a una red minima de
control que recupera no solo las fases caracteristicas y sus transiciones en el orden temporal correcto si
no demostrando ademas que esta red minima exhibe un comportamiento robusto ante perturbaciones al
observarse que en el espacio de estados cerca del 86% de los estados de la red son canalizados a un
atractor puntual que corresponde a la fase G1 y cuya trayectoria contiene a las fases anteriores del ciclo.

Desde el trabajo pionero de Li, una serie de modelos de red booleana han sido desarrollados para

diferentes organismos modelo: Schizosaccharomyces pombe (Davidich y Bornholdt, 2008a; Davidich y

! Es la propiedad no lineal que describe a una funcion con dos trayectorias diferentes que dependen del valor actual

de la variable que cambia en el tiempo y de como esté llego a dicho valor. La diferencia entre ambas trayectorias se conoce
como histéresis, cuando el valor de la histéresis es cero, ambas trayectorias coinciden y el comportamiento de la funcidn es
la misma independientemente del valor actual de la variable.
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Bornholdt, 2008b; Mangla et al., 2010), Saccharomyces cerevisiae (Orlando et al, 2008; Irons D, 2009;
Fauré¢ et al, 2009; Mangla et al., 2010), genérico en mamiferos (Huang e Ingber, 2000; Fauré et al 2006).
Los modelos propuestos han sido definidos en un formalismo booleano basado en funciones logicas
excepto para los trabajos de Li y Davidich, todos a excepcion del modelo de Irons asumen una
aproximacion sincronica en su esquema de actualizacion del estado de los nodos, por lo que en este
trabajo se seguiran estos supuestos.

Aun cuando el nimero de modelos de red booleana del ciclo celular ha aumentado y se han
resuelto algunas ideas generales sobre ciertas rutas de control en transiciones particulares como G1/S o
el paso a Mitosis (Csikasz-Nagy et al, 2006; Fauré et al, 2009; Csikasz-Nagy et al, 2009; Ferrell et al,
2011), aun quedan preguntas abiertas en torno a los mecanismos de control del ciclo celular eucarionte.
Si bien es cierto que la mayoria de los modelos basados en formalismos booleanos aplicados a contextos
diferentes al ciclo celular han sido aproximados como sistemas de decision del destino celular por lo que
su analisis se ha entendido en términos de estados estables (atractores) diferentes que representan tipos
celulares o compromisos fenotipicos alternativos, en contraste, en el caso del ciclo celular lo que importa
es la secuencia temporal de las transiciones entre los estados de la red y la sucesion de los cambios en
los niveles de actividad de los componentes que controlan la progresion de la célula a través de las
diferentes fases del ciclo. El hecho de que muchos de los componentes que regulan el ciclo celular tengan
comportamientos similares a interruptores biestables (encendido/apagado bien presencia/ausencia),
permite aproximar de buena forma su comportamiento dindmico en términos de variable 16gicas (Tyson
et al, 2003). Por tanto, la importancia fundamental de las aproximaciones de modelos de red booleana
del control del ciclo celular eucarionte reside en determinar el nticleo de control basico que explica las
condiciones anteriores (Fauré y Thieffy, 2009).

Precisamente en las siguientes secciones describiré algunos de los modelos booleanos mas
relevantes del control del ciclo celular: en las levaduras Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae y Mamiferos, haciendo una revision de sus supuestos, y modificando o actualizando los datos
que les dan sustento comparando con la evidencia experimental disponible. Por otra lado, y dado que
hasta ahora no se ha propuesto una red de control del ciclo celular en plantas y en particular en
Arabidopsis thaliana, se presentard aqui una propuesta de modelo de red y la evidencia que lo sustenta,
si bien para los fines de esta tesis la simple descripcion de su topologia es suficiente, es claro que la

determinacion de su comportamiento dindmico es necesario, trabajo que escapa de los fines de esta tesis.
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3.2 El modelo de red del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe

Como se discuti6 en la seccion 2.1 de este trabajo, se tiene una notable caracterizacion de los eventos
moleculares que controlan el ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe y tales rutas basicas de control
han sido usadas para formalizar una serie de modelos basados en EDOs que tratan de explorar el
comportamiento dinamico en las cuatro fases caracteristicas asi como las alteraciones suficientes para
recuperar diversos mutantes reportados en la literatura (Novak et al, 2001). En particular los modelos de
Novak y colaboradores han sido seminales en el desarrollo de aproximaciones formales para su
descripcion (Csikdsz-Nagy et al, 2009). En términos generales estos autores proponen una red de control
compuesta por 7 nodos: Cdc2-Cdc13, Slpl, Ste9, Ruml, Starter Kinases (SK), Cdc25 y Weel, y 14
ecuaciones diferenciales y algebraicas que describen su evolucion temporal.

En primer lugar la ciclina Cdc13 en unién a Cdc2 determinan la mayor parte del control del ciclo
desde fase S a M, su expresion comienza en fase S temprana y alcanzan su maximo en fase G2, sin
embargo durante la entrada a fase M los niveles son disminuidos gracias a la actividad de APC que
degrada a Cdc13 mediante la accidon de las proteinas auxiliares Ste9 y Slpl que presentan a Cdcl3 a
degradacion por la via ubiquitin-proteosoma. Asi el complejo Cdc2/Cdc13 es denominado el complejo
promotor de mitosis 0 MPF y su regulacion se logra principalmente por interacciones antagonicas con
sus reguladores. Dos de ellos se activan en fase G1 y determina la transicion G1/S mientras que el
segundo grupo de reguladores se activa en G2 y regula la transicion G2/M. En el primer grupo se
encuentra Ste9 que presenta a Cdc13 al complejo APC promoviendo su degradacion en fase G1, sin
embargo Ste9 es regulado por el complejo MPF (Cdc2/Cdc13) mediante fosforilacion inactivandolo. El
segundo miembro del primer grupo lo constituye el inhibidor estequiométrico Rum1 que se une a MPF
e inhibe su actividad, de la misma forma MPF regula a Rum1 mediante fosforilacion promoviendo su
ubiquitinacion y rapida degradacion. Asi la fase G1 en este modelo esta caracterizada por la alta actividad
de Ste9 y Ruml y por la baja actividad de MPF.

Este antagonismo es notablemente influenciado por el papel de moléculas de salida de fase G,
particularmente durante la transicion G1/S, las denominadas cinasas de inicio (SK) un conjunto de
complejos Cdk/ciclina compuesto por Cdc2 en unién a las ciclinas Cigl, Cig2 y Pucl permiten el
aumento de MPF al fosforilar a Ste9 y Ruml.

El segundo grupo de reguladores es propio de fase G2. Durante G2 la actividad de Cdc2 esta

regulada mediante fosforilacion por las cinasas Weel y Mikl, de tal forma que durante el paso de G2 a

61



S, MPF se encuentra inactivo por actividad de Weel-Mikl, y solo durante fase M, estas cinasas presentan
bajos niveles de actividad. De forma analoga MPF es capaz de fosforilar e inactivar Weel-Mikl.

La transicion G2/M es propiamente determinada por un asa de retroalimentacion positiva, por un
lado Cdc2 es activada por la fosfatasa Cdc25 misma que es positivamente regulada por MPF mediante
su fosforilacion, lo que lleva la entrada a Mitosis y permite el paso irreversible a la misma (Millar et al,
1992)

La existencia de retroalimentacion negativa es determinante en la salida de las transiciones y para
completar el ciclo. En primer lugar SK debe ser inhibida, si bien el mecanismo de regulacion de su
actividad no es claro, los autores asumen que el complejo MPF estimula su inhibicion al fosforilar su
factor de transcripcion. Por otro lado los autores proponen que MPF activa y degrada a Slp1, la activacion
se logra indirectamente mediante una enzima intermediaria.

Con estas interacciones los autores son capaces de recuperar la dindmica reportada para cada una
de las proteinas reguladoras y algunos mutantes, particularmente para Weel y Cdc25. Sin embargo aun
cuando el modelo es suficientemente robusto y su capacidad explicativa es notable, los analisis del plano
fase como las simulaciones numéricas dificulta extender su estudio a otro nimero importante de mutantes
e incluso explorar la posibilidad de nuevos nodos reguladores (Davidich y Bornholdt, 2008b), a pesar de
ello queda claro que detras de la regulacion del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe hay dos
mecanismos importantes: por un lado la existencia de antagonismo entre grupos de moléculas en las
transiciones G1/S y G2/M, y por otro lado, la centralidad de Cdc2 en tales transiciones (Novak et al,
2001).

Con base en la red de control bioquimico anterior y considerando las dos conclusiones anteriores,
Davidich y Bornholdt lograron reducir la formulacion basada en EDO a una red booleana mediante
funciones de tipo umbral (Davidich y Bornholdt, 2008a). Para ello establecen la siguiente red de
interacciones simplificada (Figura 3.2) entre los componentes moleculares propuestos por Novak (Novak
et al, 2001) como por otros considerados esenciales en la regulacion de las G1/S y G2/M (Humphrey y
Pearce, 2005).

El modelo se compone de 10 nodos que representan funciones umbral de tipo booleano para cada
una de las proteinas reguladoras. En este formalismo se asume que los nodos (proteinas) s6lo pueden
tener un valor binario S; () € V (véase seccion 1.3 de este trabajo) para cada nodo i, denotando si la
proteina esta presente o ausente. La red de interaccion estd definida por la Tabla 5 donde se establece el

efecto que el nodo i tiene sobre el nodo j; asi lo que determina el estado del nodo es la suma de las
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interacciones positivas o negativas que sus reguladores ejercen y estableciendo un umbral de activacion

o inhibicién que determina cuando el nodo puede ser 1 o 0 o permanecer sin cambio alguno (Li et al,

2004; Davidich y Bornholdt, 2008).

Nodo Activacion (+1) Inhibicion (-1)
SK (Start Kinase) e  Start funciona como indicador positivo de la masa
(Cigl/Cdc2, celular, activando a las Cinasas de Inicio tarde en
Cig2/Cdc2, G1 permitiendo la transicion G1/S ( Martin-
Puc1/Cdc2) Castellanos et al, 2000; Sveiczer et al, 2000)
Start Se propone un mecanismo de auto inhibicién por
saturacion de debido a que ningtn nodo lo regula
negativamente (Tyson et al, 2002)
Cdc13/Cdc2 Ruml es capaz de unirse al complejo MPF
inactivandolo (Correa-Bordes et al, 1997).
Ste9: APC marca a ubiquitinacion a Cdcl3 para
degradacion (Kitamura et al, 1998).
Slp1 reconoce y se une a Cdcl3 presentandola al
complejo APC (Kim et al, 1998)
Weel y Mikl fosforilan e inactivan a MPF
(Lundgren et al, 1991).
Weel/Mikl Se propone una fosfatasa homoéloga a Cdc14 que desfosforila | En la transicion G2/M el complejo MPF es capaz
a Weel/Mikl activandolos (esta puede ser Clpl) (Sveiczer | de fosforilar e inactivar a Weel (Alingue et al,
et al, 2000) 1997)
Ste9 Un homologo de Cdcl4, posiblemente Clpl es capaz de | Cdc2 inhibe su actividad mediante fosforilacion
activarla al desfosforilarla (Sveiczer et al, 2000 (Blanco et al, 2000).
Es fosforilada e inhibida por SK (Martin-
Castellanos et al, 2000)
Sip1 En su forma altamente activa (al tener sin fosforilar su | Alno ser regulada negativamente por ningun nodo,
residuo Tyr-15), Cdc13/Cdc2* indirectamente activa a Slpl | se proponen regulaciéon por autoinhibicion que es
(Kim et al, 1998; Tyson et al, 2002) importante durante después de fase M (Sveiczer et
al, 2000; Novak et al, 2001)
PP Slp1/APC degrada a los inhibidores de PP permitiendo se | Alno ser regulada negativamente por ningtin nodo,
mantenga activa (Sveiczer et al, 2000) se proponen regulacion por autoinhibicién que es
importante durante después de fase M (Sveiczer et
al, 2000)
Cdc25 Cdc13/Cdc2 la fosforila, activandola (Millar et al, 1992) La fosfatasa hipotética PP desfosforila a Cdc25
inactivando la transicion a fase M (Sveiczer et al,
2000; Tyson et al, 2002)
Ruml La fosfatasa hipotética PP activa a Ruml inhibiendo asi la | Es fosforilada e inhibida por SK (Martin-
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actividad de Cdc2/Cdc13 (Tyson et al, 2002) Castellanos et al, 2000)
En su forma altamente activa Cdc2 es capaz de
fosforilar e inactivar a Ruml (Correa-Bordes et al,

1997; Tyson et al, 2002)

Cdc13/Cdc2* Weel y Mikl fosforilan e inactivan a MPF
(Lundgren et al, 1991).

Ruml es capaz de unirse al complejo MPF
inactivandolo (Correa-Bordes et al, 1997).

Ste9: APC marca a ubiquitinacion a Cdcl3 para
degradacion (Kitamura et al, 1998).

Slp1 reconoce y se une a Cdcl3 presentandola al
complejo APC (Kim et al, 1998)

Cdc25 desfosforila el residuo Tyr-15 de Cdc2
llevando el complejo a su forma mas activa (Millar

et al, 1992)

Tabla 5. Interacciones de la red de regulacion del ciclo celular de S. pombe. (Tomada y actualizada de Davidich y
Bormbholdt, 2008)

Por lo tanto, si S; (¢) representa el estado del i-ésimo nodo de la red en el tiempo ¢, entonces el

estado siguiente,S; (t + 1) se define mediante la funcion:

( O,Z al-jSl-(t) > 9i
J

Si(t+1) 3 1,2 a; Si(t) <6,

J

Si(t):Z a;; S;(t) = 6;
\ j

Donde a;; = 1 si la interaccion del nodo i al nodo ; es activadora, denotada como flechas en la
Figura 3.1; a;; = —1 si la interaccion del nodo i al nodo j es inhibidora, representada como lineas con
rombo en la Figura 20; a;; = 0 si no existe interaccion. Finalmente 6; es un umbral de activacion del
nodo i, que para este modelo se fija en 0, sin embargo dos casos particulares se definen para el valor de
este umbral. Cdc13/Cdc2* es la forma mas activa del complejo Cdc13/Cdc2, este complejo se mantiene
activo mediante una sefial activadora constante, por lo que la funcion umbral se fija como 6; = 1.
Ademas los autores proponen afiadir una regla de auto-activacion para el nodo Cdc13/Cdc2, lo que se
traduce en definir 8; = —1, puesto que ningun nodo lo regula positivamente, lo que asegura su transicion

al estado activo.
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PP Wee1/Mik1

Figura 20. Modelo de red del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe. Los nodos denotan funciones de tipo umbral
(Véase Li et al, 2004) que denotan el comportamiento binario (presencia/ausencia) de las proteinas regulatorias, tal como se
describe en este trabajo. Las flechas indican interacciones de activacion mientras las lineas con rombos indican inhibiciones,
ademas, en particular las lineas con esferas indican autorregulacion por inhibiciéon en los nodos Start, SK, Slpl y PP
(Modificado de Davidich y Bornholdt, 2008).

De esta forma para cada nodo se suma el efecto que tiene la entrada positiva o negativa
multiplicada por el valor de su estado actual, una vez realizada la suma de productos el valor es
comparado con el umbral definido 6;, si el valor est4 por encima del umbral el nodo se inactiva y si esta
por debajo de €l se activa.
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Con esta metodologia los autores son capaces de encontrar un total de 13 atractores, 12 de ellos

de punto fijo y un ciclo limite de grado 3 (véase tabla 6), de ellos el primer atractor recupera una

configuracion similar a la esperada en fase G1 donde la fosfatasa PP esta inactiva y los inhibidores de

ciclinas de G1 (Ruml y Ste9) estan activos impidiendo la transicion G1/S. Ademas la trayectoria del

atractor es capaz de recuperar la secuencia temporal de activacion del ciclo celular desde una fase G1 al

inicio de la siguiente incluyendo las transiciones determinantes entre ellas (Véase Figura 22) teniendo

ademas una cuenca de atractor de 762 de los 1024 que componen el espacio de estados de la red, lo que

a decir de los autores, sugiere una notable capacidad de canalizacion del sistema y en términos biologicos

una robustez y eficiencia del ciclo celular (Davidich y Bornholdt, 2008)

Atractores de punto fijo
Start | SK | Cdc2/Cdcl3 | Ste9 | Ruml | Slpl | Cdc2/Cdcl3* | Weel-Mikl | Cdc25 | PP Tamafio de cuenca
0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 762
0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 18
0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 18
0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2
0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2
0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 2
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2
0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 2
0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 2
0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 2
Atractor de tipo ciclo limite grado 3

0 0 0 0 0 0 0 1 1 208
0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
0 0 1 1 1 0 1 1 0 0

Tabla 6. Atractores del modelo de red booleana del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe
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Figura 22. Espacio de estados del modelo de red de la regulacion del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe. Se
muestran los 13 atractores descritors en el modelo de Davidich y Bornholdt, el atractor con la mayor cuenca recupera los
perfiles de expresion de fase G1 y la trayectoria hacia este contiene las fases del ciclo desde una G1 anterior. (Tomado de

Davidich y Bornholdt, 2008)

3.2.1 Derivacion de las tablas de verdad y las reglas ldgicas

correspondientes al modelo de Davidich y Bornholdt

Como se describe en la seccion 1.5 de este trabajo, partiendo del conocimiento de la red de interacciones
(Figura 20) y de la informacion bibliografica referida a la regulacion del ciclo celular en S. pombe (Véase
la seccidn 2.2), es posible derivar las tablas de verdad que cuantifican bajo qué condiciones cada uno de
los nodos de la red esta presente/ausente; asi, se decidio derivar cada una de las tablas de los 10 nodos
que definen al modelo de Davidich y Bornholdt por dos razones: i) No es suficientemente claro de qué

manera la informacién de la tabla 3.2 cuantifica en realidad el efecto de los reguladores en cada nodo y
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i1) Dado que los modelos aqui analizados utilizan funciones booleanas para describir el comportamiento
dindmico de los nodos en la red, es necesario hacer comparables ambas dindmicas.

Una de las interrogantes que surgen del modelo anterior es si los formalismos de funciones tipo
umbral y las funciones logicas booleanas recuperan exactamente el mismo tipo de comportamientos. Sin
embargo lo que si parece ser una invariante en los pocos modelos que aproximan la dinamica mediante
funciones umbral es que en principio el sistema da lugar a un nlimero elevado de atractores de los cuales
un namero reducido tiene una interpretacion biologica directa presentando estos cuencas de atraccion
muy grandes, sin embargo, puesto que el estado del nodo depende mucho del valor del parametro umbral,
cambios en su valor podrian determinar cambios importantes en el vector de estados de la red como en
el tipo y nimero de atractores (Zanudo et al, 2011).

En ese sentido, para analizar cuan comparables son ambos formalismos, se derivaron las tablas
de verdad asociadas a cada nodo en funcién de la estructura de la red en la figura 20 y la informacion de
latabla 5, en cada tabla de verdad so6lo se consideran las condiciones que aseguran que el nodo en cuestion

este activo.

3.2.2 Resultados de la construccion de las tablas de verdad y la dinamica

descrita por ellas

En algunos casos las interacciones y la informacion no son suficientes para determinar la regla logica asi
que siguiendo la metodologia de Dubrova y colabodores (Dubrova et al, 2005) se decidi6 agregar
interacciones en algunos de los nodos que son suficientes para que al ser analizado el sistema recupere
la misma dindmica que en su contraparte basada en umbrales; por simplicidad se optd por comenzar por
asas de autoregulacion positiva o negativa del nodo en cuestion, de tal forma que en los nodos Ste9,
Cdc2/Cdc13, Ruml, Cdc25. Weel-Mikl y Cdc2/Cde13* son regulados ademas por si mismos, las reglas

logicas derivadas fueron verificadas con un generador de tablas de verdad (Borokowski, 2013).

1) Start

Entrada Salida

Start Start
1 1
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2) SK

Entrada Salida
Start SK
1 1
3) Ste9
Entradas Salida
SK | Ste9 | Cdc2/Cdcl3 PP | Cdc2/Cdcl3* Ste9
0 1 0 0 0 1
0 * 0 1 0 1
0 1 0 1 1 1
0 1 1 1 0 1
1 1 0 1 0 1
4) Cdc2/Cdcl3
Entradas
Ste9 | Cdc2/Cdcl3 Ruml | SIpl | Cdc2/Cdcl3
0 * 0 0
0 1 0 1
0 1 1 0
1 1 0 0
5) Ruml
Entradas Salida
SK | Cdc2/Cdcl3 Ruml | PP | Cdc2/Cdcl3* Ruml
0 0 1 0 0 1
0 0 * 1 0 1
0 0 1 1 1 1
0 1 1 1 0 1
1 0 1 1 1 1
6) PP
Entrada Salida
Slpl PP
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7) Cde25
Entradas Salida
Cdc2/Cdcl3 PP Cdc25 Cdc25
0 0 1 1
1 0 * 1
1 1 1 1
8) Slpl
Entrada Salida
Cdc2/Cdc13* Sipl
1 1
9) Weel-Mikl
Entradas Salida
Cdc2/Cdcl3 PP Weel-Mikl Cdc25
0 0 1 1
0 1 * 1
1 1 1 1
10) Cdc2/Cdc13*
Entradas Salida
Ste9 | Ruml | Cdec25 | Slpl | Weel-Mikl | Cdc2/Cdcl3* | Cdc2/Cdcl3*
0 0 1 0 0 1 1

Los asteriscos (*) en las tablas de verdad indican que el nodo es tanto 1 como 0, por simplicidad
y compactacion se adopta esta notacion. En la tabla 7 se muestran las reglas 16gicas derivadas de las
tablas de verdad anteriores, se utiliza la siguiente notacion en cada regla: (]) es equivalente al operador OR,

(&) al operador AND vy finalmente (!) al operador NOT.

Nodo Regla logica

SK Start

Ste9 ((1(SK & PP & Cdc2/Cdcl3 & Cde2/Cdcl3*)) & Ste9) (! SK) & (Ste9) & (!
Cdc2/Cde13) & (! PP) & (! Cdc2/cdel3*)) | (! SK) & (Ste9) & (! Cde2/Cdel3) &
( PP) & (! Cdc2/cdel3*)) | (( ! SK) & (! Ste9) & (! Cde2/Cdc13) & ( PP) & (!
Cdc2/cde13%)) | (( ! SK) & (Ste9) & (! Cdc2/Cdel3) & ( PP) & ( Cde2/ede13#)) | ((
I SK) & (Ste9) & (Cdc2/Cde13) & (PP) & (! Cdc2/cdel13%)) | ((SK) & (Ste9) & ( !
Cdc2/Cdc13) & (PP) & ( ! Cde2/cde13%))

(I(Ste9 & Ruml & SIp1& Cdc2/Cde13)) | ((ISte9) & (Cde2/Cdel3) & (IRuml) &

Cdc2/Cdc13
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(1SIp1)) | (('Ste9) & Cdc2/Cdcl3 & Ruml & (ISIp1)) | (Ste9 & Cdc2/Cdel3 & (!
Ruml) & (! SIp1)) | ( (! Ste9) & Cdc2/Cdel3 & (! Ruml) & Slpl)

Ruml ((1SK) & (ICdc2/Cdc13) & Ruml & (! PP) & (! Cde2/Cde13%)) | (! SK) & (!
Cdc2/Cde13) & Ruml & PP & (! Cde2/Cde13%)) | (! SK) & (! Cde2/Cdel3) & (!
Ruml) & PP & (! Cdc2/Cdc13#)) | (( ! SK) & (! Cdc2/Cdc13) & Ruml & PP &
Cdc2/Cde13*) | (( ! SK) & Cdc2/Cdel13 & Ruml & PP & (! Cdc2/Cde13%)) | ( SK &
(! Cde2/Cdc13) & Ruml & PP & Cdc2/Cdcl3%)

PP Sipl
Cdc25 (Cdc25 & (! Cde2) & (1 PP)) | ((! PP) & Cdc2 & Cdc25) | (Cde25 & Cde2 & PP) | (
(! PP) & Cdc2 & (! Cdce25))
Sipl Cdc2/Cdcl3*
Weel-Mikl ((! Cdc2/Cdcl3) & (! PP) & Weel-Mikl) | ((! Cdc2/Cdcl3) & PP & Weel-Mikl) |

((1Cde2/Cdel3 ) & PP & (! Weel-Mik1)) | (Cde2/Cdel3 & PP & Weel)
Cdc2/Cdc13* (1Ste9) & (IRuml) & (Cdc25) & (1SIpl) & (1Weel) & (Cdc2/Cdcl3)

Tabla 7. Reglas logicas derivadas para el modelo de Davidich y Bornholdt

Con las reglas l6gicas anteriores se simul6 la red en BoolNet considerandose un enfoque sincronico.
Se encontrd un Unico atractor de tipo punto fijo que se muestra en la Tabla 8, y que recupera los
perfiles de expresion observados en el modelo de Davidich y Bornholdt. Sin embargo, dado que no se

realizé el analisis de las cuencas

Atractores encontrados

Atractores de punto fijo
Start | SK | Ste9 | Cdc2/Cdcl3 Ruml | PP | Cdc25 | Slpl | Weel-Mikl Cdc2/Cdc13* Tamaiio de cuenca

Tabla 8. Atractor de punto fijo obtenido del modelo derivado. Se presenta el atractor de punto fijo oobtenido al simular la dinamica

de la red de interacciones definida por Davidich y Bornhold y cuyas reglas légicas fueron derivadas.

3.2.3 El modelo modificado de la regulacion del ciclo celular en

Schizosaccharomyces pombe

Uno de los problemas que se observan en el modelo de Davidich y Bornholdt, es la presencia del nodo
Start que es necesario para comenzar la actividad de la red y que simula un estado de sefializacion previo
al punto de control en G1, sintetizando el efecto de las condiciones de nutricidon y tamafio necesarias para
activar a las Cinasas del Inicio del ciclo celular (Start Kinases), representadas por el nodo SK; el nodo

SK considera como tUnica la actividad de los complejos de clicinas de tipo B (Cigl,Cig2) y Pucl
71



(relacionada con Cln de S. pombe) con Cdc2, sin embargo es necesario distinguir cada complejo por
separado para establecer su papel en la regulacion de la transicion G1/S.

Asi, es mas indicado eliminar el nodo SK e introducir en su lugar los nodos Cigl (Cigl/Cdc2),
Cig2 (Cig2/Cdc2) y Pucl (Pucl/Cdc2) que junto con el nodo Cdc13 (Cdc13-Cdc2) considera el papel de
las cuatro ciclinas clave en el ciclo celular de S.pombe, particularmente se ha observado que las mutantes
que carecen de Cigl, Cig2 y/o Pucl puede sufrir alteraciones del ciclo como la modificacion temporal
de las fases y la modificacion del tamafio celular (Matsuoka et al, 2002).

El complejo Cigl/Cdc2 facilita la transicion hacia la fase S promoviendo la degradacion del
inhibidor de CDKs, Rum1, mediante su fosforilacion, sin embargo el complejo no es inhibido por Ruml1
(Martin-Castellanos et al, 2000; Blanco et al, 2000). Asi mismo, Cigl/Cdc2 es inactivado por Ste9 que
promueve su degradacion por ubiquitinacion (Blanco et al, 2000).

Por otro lado el complejo Cig2/Cdc2 es un cinasa de inicio en la transicion G1/S y su expresion
estd regulada por el factor de transcripcion Cdcl0/Res. El complejo puede inhibir la actividad de
Ste9/APC mediante su fosforilacion, y promover la degradacion de su inhibidor Ruml mediante
fosforilacion durante la fase G1 tardia (Mondesert et al, 1996; Jaime et al, 2000). Rum1 puede unirse al
complejo Cig2/Cdc2 e inhibir su actividad, sin embargo tal inhibicion no es tan fuerte como la observada
hacia Cdc13/Cdc2 que la inactiva por completo. En adicion, Cig2/Cdc2 puede desfosforilar el complejo
Cdc13/Cdc2. (Mondesert et al, 1996). Es interesante apuntar que Cig2 es estabilizado por uniéon a Ruml,
siendo no susceptible a degradacion por APC, asi en G1, Ruml y Cig2 estan presentes (Martin-
Castellanos et al, 2000) La degradacion de Cig2 es mediada por Slp1 y no por Ste9 (Rupes I, 2002).

Finalmente el complejo Pucl/Cdc2 si bien puede promover el inicio de la transicion G1/S, el
complejo es incapaz de iniciar la fase S de forma independiente a las ciclinas Cigl, Cig2 y
particularmente Cdc13 (Moser et al, 2000). Pucl es inactivada por Ruml y Ste9 por fosforilacion; la
union inhibitoria de Rum1 al complejo Pucl/Cdc2 no es fuerte, mientras que es notable que los niveles
de Pucl permanezcan bajos durante todo el ciclo celular (Blanco et al, 2000).

Finalmente, los autores toman en consideracion el papel de la fosfatasa sin identificar PP, sin
embargo evidencia experimental reciente apunta a que Clp1, miembro de la familia de fosfatasas Cdc14,
puede tomar ese papel funcional en la red. Se ha demostrado que Clpl inhibe la actividad de Cdc25
uniendose y desfoforilandola (Wolfe et al, 2004).

En la figura 23 se muestra la red de interaccion para esta red propuesta, como en las figuras

previas las flechas negras indican interacciones positivas y los rombos interacciones de tipo negativo,
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mientras que la tabla 9 muestras las reglas 16gicas derivadas para la misma red, se adopta la misma

simbologia ya explicada el incio de este capitulo.

Wee1/Mik1

\

Cdc25

Sted

Clp1

Figura 23. Red de regulacion modificada del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe.

Nodo Regla logica

Cigl (!Ste9) & (!Cdc2)

Cig2 (!Slpl) & ! Cdc2

Pucl ! (Ruml & Ste9) & ! Cdc2

Cdc2 | (! Ste9 & 'Ruml) | (! Weel & ! Clpl) & Cdc25
Weel Clpl & ! Cdc2

Ste9 | ((! Cig2 & ! Cigl & ! Pucl) | (! Cdc2)) & Clpl
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Ruml (((Cigl & Cig2)) & ! Cdc2) & Clpl
Cdc25 (I Slp1) & (Cdc2) & (Clpl)
Slpl Cdc2 & (IWeel & !Ste9)

Clpl (1Ste9) & Slp1

Tabla 9. Reglas logicas del modelo modificado propuesto para la red de la figura 23.

3.23.1 Resultados

Se encontr6 un unico atractor de tipo ciclo limite de grado 7 con una cuenca de 1024 estados (Véase la
Tabla 10). Se puede observar que el atractor recupera algunos perfiles importantes de la regulacion del
ciclo celular que ya recuperaba el modelo de Davidich y Bornholdt, particularmente de las fases G1, G2
y M, aunque no logra recuperar de forma completa las transiciones G1/S o fase G2/M, y la fase S parece

no estar completamente caracterizada.

Cigl Cig2 Pucl Cdc2 Weel Ste9 Ruml1 Cdc25 Sip1 Clpl  |Posible
correspondencia

0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 G1 temprana

1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 G1/S

1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 S temprana

0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 S tardia

0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 G2 temprana

0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 G2 Tardia

0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 Salida de M

Tabla 10. Atractor del modelo de red booleana de la regulacion del ciclo celular propuesto para S. pombe. Se observan

con diferentes colores las diferentes fases o transiciones que se logran recuperar en este modelo.

Lo interesante de esto es que la incorporacion de la las cinasas de inicio parece ser importante y la simple
incorporacion de estas como la revision de sus reglas y la regulacion de la fosfatasa Clpl canalizan el
sistema a un atractor ciclico como el reportado por ejemplo en el modelo de Fauré y colaboradores. Esto

podria ser relevante al momento de elaborar un modelo mucho més elaborado de la red de control, puesto
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que la modificacion aqui hecha estd muy lejos de ser un modelo completo. Discutiré estos resultados en

la seccion 5.2 de este trabajo.

3.3 El modelo de red del ciclo celular en Saccharomyces cerevisiae

Como se describid en la seccion 2.2 de este trabajo, uno de los organismos modelo de los que se tiene
mayor caracterizacion de los componentes moleculares que controlan el ciclo celular es la levadura
Saccharomyces cerevisiae, 1o que ha facilitado la implementacién de modelos de red en muy diferentes
formalismos: basados en ODE (Ciliberto et al., 2003; Chen et al., 2004, Li et al., 2010), basados en
ecuaciones diferenciales estocasticas (Zhang et al., 2006; Braunewell y Bornholdt, 2007; Okabe y Sasali,
2007) e hibridos (Barberis et al, 2007). Sin embargo, para los fines de esta tesis, el modelo de red
booleana propuesto por Li y colaboradores (Li et al, 2004), es fundamental.

En su modelo, los autores plantean una red de control minima compuesta por 11 nodos: cuatro
grupos de ciclinas en unién a cdc28, representadas por los nodos Clnl-2, CIn3, Clbl-2, Clb5-6; el
inhibidor estequiométrico Sicl; los nodos Cdc20/Cdc14 y Cdhl que activan al complejo APC; los
factores transcripcionales SBF y MBF para las ciclinas Clnl-2 y CIb5-6 respectivamente, Mcm1/SFF
para las ciclinas Clb1-2 y SwiS5 para el inhibidor Sicl (Véase la figura 24). Tal como sucede en el modelo
de Davidich y Bornholdt, la dindmica de la red esta descrita por un formalismo basado en umbrales
(Véase la seccion 3.1)

El conjunto de eventos moleculares que estos nodos controlan pueden ser descritos sintéticamente
asi: Al alcanzar un tamafio critico, una sefial de inicio activa al complejo Cln3/cdc28, este activa a los
factores transcripcionales MBF y SBF que dirigen la sintesis de las ciclinas Clb5-6 y Clnl-2
respectivamente, mientras que la activacion de las ciclinas Clb5-6 marca el inicio de fase S, la de Clnl-
2 a la fase G1 y la transicion G1/S. Durante G1 la ciclina Clbl-2 esta inactiva debido a que su factor
transcripcional, Mcm1/SFF esté inactivo, debido a que Cdh1/APC se encuentra presente para degradarlo,
sin embargo, la actividad de CIb5-6 permite la inactivacién de Cdhl, lo que lleva a la activacion de
CIb1-2 durante fase G2 teniendo mdaximo hacia M, ademas es importante destacar que Clbl-2 es un

activador positivo de su propio factor de transcripcion haciendo un asa de retroalimentacion positiva.
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Cdh1 Cin1-2

Cdc20/Cd14 > sict SBF

/ Clb1-2
E Clbs-6

Swis Cin3

MBF Mcm1/SFF

Figura 24. Red de regulacidon del ciclo celular en Saccharomyces cerevisiae. Las flechas indican interacciones de tipo
positivo y los rombos indican interacciones de tipo negativo, las flechas de regulacion de un nodo a si mismo indican

auto-activacion. (Modificado de: Li et al, 2004).

Conforme se transita por fase G2, Clb1-2 inactiva al factor transcripcional SBF, lo que al mismo
tiempo ocasiona la inactivacion de MBF, siendo no muy claro que tan dependiente de Clb1-2 es este
mecanismo en cascada, sin embargo para los autores este es un proceso determinado por Clb2;
finalmente la activacion de Clb1-2 conduce la entrada a Mitosis. Para asegurar la salida de mitosis
es necesaria la activacion de Cdc20, por un lado permitiendo la degradacion de Clb5-6 y parcialmente

a Clb1-2 (dado que Cdhl directamente degrada a este nodo), sin embargo Clb1-2 activa a Cdc20
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iniciando asi mismo la salida de mitosis.

El modelo de Li logra recuperar 7 atractores de punto fijo que se observan en la Tabla 11. Como
se observa, la mayor parte de estos son atractores presentan tamafios de cuenca pequefios, y s6lo uno
de ellos parece tener interpretacion en los datos experimentales a decir de los autores. Este atractor,
que aparece en la tabla 11 con el nimero 1 concentra el 86.13% de los 2048 estados de la red y sus
configuraciones, parecen recuperar el comportamiento de una fase G1 estacionaria. Para evaluar la
concordancia con los datos experimentales, los autores analizaron esta cuenca y encontran que
justamente la trayectoria al atractor contiene la evolucién temporal de difentes estados del ciclo
celular en el orden preciso en que deberia ocurrir.

Como se muestra en la tabla 12, una trayectoria particular en la cuenca que parte del estado que
corresponde al INICIO (CLN3 encendida), transita a lo largo de otros 11 estados hasta alcanzar el
atractor, correspondiente cada estado intermedio a las diferentes fases y transiciones del ciclo. De
esta forma los autores aseguran que esta red esta robustamente constituida puesto que el sistema se
canaliza a este atractor (Véase Li et al., 2004 y el capitulo 5 de este trabajo para una discusion mas

amplia).

Atractor | Cln3 | MBF | SBF | CInl,2 | Cdhl | Swi5 | Cdc20 | CIb5,6 | Sicl | Clbl,2 | Mcml | Tamafio de la cuenca

1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1,764

2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 151

3 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 109

4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 9

5 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 7

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7

7 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1

Tabla 11. Atractores encontrados en el modelo de Li ef al., 2004. Se observa que el atarctor 1 tiene una cuenca con

86.13% de los estados totales de la red y que corresponde una fase G1 estacionaria.

A pesar de estos resultados, este modelo es incapaz de recuperar el perfil completo de expresion
a la salida de mitosis asi como mostrar incosistencias con diversos fenotipos mutantes. Por tales
razones se han propuesto adaptaciones que incoporan variaciones temporales en la activacion de los

nodos, particularmente, formalismos que permiten retrasos temporales en diferentes nodos mediante
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la incorporacidon de nodos que representan fases del ciclo y no reguladores al interior de este (Irons,

2009; Mangla et al, 2010). De ellos, el modelo propuesto por Irons es destacable no sélo por la

incorporacion de retrasos en la activacion algunos nodos, sino porque es capaz de recuperar los

perfiles de activacion/inactivacion reportados para diferentes mutantes que el modelo de Li no

lograba recuperar. Si bien es cierto, como se discutio para el modelo de Davidich y Bornholdt, que

el enfoque booleano basado en umbrales puede no necesariamente describir el efecto combinatorio

que los diferentes nodos tienen en la red, el tener un modelo basado en reglas 16gicas es mas adecuado

para los fines de este trabajo, sin embargo, y aiin cuando el modelo de Irons logra describir con mayor

detalle las fases del ciclo y sus respectivas transiciones, la incorporacion de retrasos temporales

dificulta el andlisis y la extension a modelos con muchos mas nodos o acoplados a otras redes que

regulen el ciclo.

CIn3

MBF

SBF

Clnl,2

Cdhl

Swis

Cdc20/Cdc14

Clb5,6

Sicl

Clbl1,2

Mcml1SFF

Fases

INICIO

Gl

Gl

Gl

G2

M

Gl

G1 Estacionaria

Tabla 12. Secuencia temporal de estados en la trayectoria hacia el atractor 1 del modelo de Li et al. Se observa que

desde el inicio hay 13 pasos de tiempo hasta que el sistema se canaliza en el 86.13% de sus estados a un Unico atractor que

representa una fase G1 estacionaria.

En ese sentido, partiendo de la informacion disponible en los modelos de Irons y Li, se propone

aqui un modelo que incorpora las interacciones mas importantes entre ambas redes con las reglas
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logicas actualizadas y considerando un enfoque booleano sincronico sin retrasos temporales como el
derivado anteriormente para la red del control del ciclo celular en S. pombe. Resultara evidente para
el lector que muchos reguladores no fueron considerados en esta propuesta, y la razén de ello es
simple, muchas rutas atn no estan completamente claras y la informacidon experimental es confusa
como para incorporar en este modelo, por otro lado, algunas de las interacciones incorporadas en el
modelo de Irons sélo tienen sentido si se consideran diferentes niveles de expresion de los nodos o
bien reglas alternativas en funcion de diferentes tiempos de expresion, por lo que su incorporacion
puede no ser adecuada en el esquemo aqui considerado; por lo anterior, en la siguiente seccidon se

detalla el modelo sugerido.

3.3.1 Una propuesta de modelo de red booleana de la regulacion del ciclo

celular en Saccharomyces cerevisiae

Considerando la informacién previa de los modelos de Li e Irons asi como de la evidencia
experimental de la seccidén 2.1, en esta seccidn se propone una red que incorpora algunos de los
reguladores mas importantes y suficientes para recuperar las fases y transiciones caracteristicas del
ciclo en S. cerevisiae. Este moldelo de red no incorpora los retrasos temporales que el modelo de
Irons utiliza y formaliza la red mediante la derivacion de las reglas 16gicas a diferencia del modelo
propuesto por Li, se incorporan ademas interacciones propuestas en redes de interaccion inferidas
por microarreaglos (Vease Landry ef al., 2014; y Haase y Wittenberg, 2014)

En términos generales se ha descrito que el ciclo celular en S. cerevisiae esta regulado por este
conjunto clave de moleculas: CIn3 activa a CInl y CIn2, estas inhiben a Cdh1 y Sicl lo que permite
la activacion de ClbS y Clb6 permitiendo la entrada a fase S por un lado, y por otro Clbl y Clb2
comienzan a ser activadas permitiendo la entrada a fase M; el inhibidor de CDK Sicl; los activadores
del APC: Cdc20 y Cdhl; los factores transcripcionales SBF y MBF de las ciclinas CInl,2 y CIb5,6
respectivamente, SFF de CIbl,2 y Swi5 de Sicl como de CIn3. Ademas, en esta propuesta se

incorporan los reguladores Yox1, Yhpl, Hcm1, Cdcl4 y las vias FEAR y MEN (Véase la Tabla 13

y la Figura 25).
Nodo Regla logica Argumento de apoyo
MBF CLN3 El complejo actico Cdk1-Cln3 activa a los factores transcripcionales
SBF y MBF (De Bruin et al, 2004)
SBF (CLN3 | MBF) & I(YOX1 | YHP1) El complejo actico Cdk1-Cln3 activa a los factores transcripcionales
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SBF y MBF (De Bruin et al, 2004).

CLN3

SWI5 & ! (YOXI | YHPI)

Swi5 regula directamente la transcripcion de Cln3 al unirse a
multiples sitios en su promotor (Di Talia et al., 2009). Yhpl y Yox1
pueden inhibir la actividad de CIn3 en fase M tardia. Cuando alguna
de la dos proteinas esta presente (entre fase M y G1 temprana), solo
la actividad de Mcml es capaz de contrarrestar su inhibicion

(Wittenberg y Reed, 2005; Béhler, 2005).

CLNI12

(SBF | MBF) & ! CLB12

La transcripcion de Clnl y Cln2 es controlada positivamente por SBF
y MBF (Nasmyth y Dirick, 1991), y negatiamente por las CIb2 (Koch
et al., 1996)

YHPI

SBF | MBF

La transcripcion de YHP1 puede ser efectuada por SBF o MBF de
forma independiente (Horak et al., 2002)

YOX1

SBF & MBF

YOXI1 esta bajo el control transcripcional tanto de SBF y MBF
(Spellman et al., 1998; Horak and Snyder, 2002; Pramila et al., 2002)

HCM1

SBF & MBF

El promotor de HCM1 contiene sitios de union para MBF y SBF;
ambos factores transcripcionales se unen a HCM1 in vivo, mientras
que los analisis de mutantes muestran que la transcripcion de HMC1
esta sujeta a regulacion positiva redundante por SBF y MBF, por lo
que se ha propuesto que ambos son necesarios para su transcripcion

(Spellman et al., 1998; Iyer et al., 2001)

SFF

SBF & HCM1

Heml regula positivamente la trasncripcion de FHK1 y FHK2 que
son parte del complejo SFF (Pramila ez al., 2006). La actividad de
SFF parece estar correlacionada positivamente con la actividad de
SBF, por lo que puede suponerse que SBF es un regulador
transcripcional positivo de SFF, en particular de FHK?2 (Haase et al.,
2014)

SWI5

SFF

Una vez activas, SFF regulan proteinas importantes de fase M, entre
ellos, SFF activa transcripcionalmente a Swi5 (Lyndall e al., 1991;

Winttenberg y Reed, 2005).

CLB56

1 CDC20 & ! SIC1 & MBF

La transcripcion de Clb5 y CIb6 es activadad por MBF (Ayte ef al.,
2001). La degradacion de ambas ciclinas es activada por Cdc20
(Visitin et al., 2001). Sicl es un inhibidor estequiométrico de los

complejos Cdc28/ClbS (Schwob, ef al., 1994).

CDC20

CLBI12 & SFF

SFF activa transcripcionalmente a Cdc20 (Wittenberg y Reed, 2005).
La foforilacion de Cdc20 por parte de Clb2 es necesaria para su

activacion (Rudner y Murray, 2000).

CDH1

! (CLN12 & CLBS56 & CLB12) | CDC14

Cln2, CIb5 y Clb2 fosforilan e inhiben a Cdh1 desde G1 tardia a fase
M (Zachariae et al, 1998; Verma et al., 1997; Nash et al., 2001).
Cdc14 puede desfosforilar a Cdh1-APC, inhibiendo su degradacion

y permitiendo su acumulacion (Visintin ef al., 1998)

SIC1

(SWI5) |1 (CLN12 & CLB56 & CLB12)

Swi5 regula positivamente la transcripcion de Sicl (Knapp et al.,
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1996). La fosforilacion de Sicl por complejos Cdk-ciclina la llevan

a degracion por la via SCF (Verma et al., 1997).

CLB12 | SFF & ! (CDC20 & CDH1) La transcripcion de CIb2 es controlada por SFF, mismo que es
activado mediante Clb2 mediante un feedback positivo (Amon et al.,
1993, Pic-Taylor et al., 2004), La degradacion de Clbl y CIb2 es
activada por Cdc20 (Wasch y Cross, 2002) y Cdhl (Visitin et al.,
1997)

CDC14 | FEAR & MEN Cdc14 es inactivado por Netl y Sir2. Netl es inactivado por la

fosforilacion de Cdc5 que es parte de la via FEAR. Dos poblaciones
de Cdcl4 son identificables: una primer poblacién que es activada
en el nucleo por la via FEAR (Pereira ef al,, 2002; Saunders, 2002),
sin embargo esta activacion es insuficiente para asegurar la salida de
mitosis. Ademas Cdcl4 es el ultimo elemento de la via MEN
(Jaspersen y Morgan, 2000). Por otro lado la activaciéon por MEN es
necesaria para la salida de Mitosis. Se ha propuesto que la actividad
de Cdcl4 sdlo ocurre cuando Cdcl4 y Netlestan fosforiladas,
proceso ocurre cuando la via FEAR es activa (Visintin ef al., 2003)

FEAR* | CDC20 La actividad de la red FEAR es inicidad por la actividad de APC-

Cdc20 que inducel la degradacion de Pdsl1, después de la protedlisis
de Pdsl, la separasa Espl corta las cohesinas, activando FEAR
(Pereira et al., 2002)

MEN* | FEAR & CLB12 FEAR y CIb2 activan la red MEN via Tem]1. CIb2 activa a Cdc5 que
junto a Sp1(parte de FEAR), inhiben a PP2A y Bub2-Bfal, activando
MEN( Hu et al., 2001; Queralt et al., 2006)

Tabla 13. Reglas logicas del modelo de red booleana de la regulacion del cicloe en S. cerevisiae propuesto. El nodo CLB12
conjunta la actividad de Clb1 y Clb2, el nodo CLB56 la actividad de Clb5 y Clb6, CLN12 a la de Clnl y CIn2. Los asteriscos
(*) en los nodos FEAR y MEN hacen referencia a que estos nodos en realidad comprenden dos subredes de regulacion
importantes en la transicién anafase-metafase, por simplicidad se asumié como un conjunto la actividad de estas redes en la

regulacion de los elementos aqui considerados, un discusion mas amplia al respecto se describe en el capitulo 5.

Cdc14 es una fosfatasa requerida para la salida de mitosis (Bardin y Amon, 2001), efecuatuando
su actividad bésicamente en mitosis tardia; se ha observado que su sobreexpresion lleva a las células a
arresto en fase G1, mientas que los mutantes de perdida de funcion presentan arresto en telofase con una
alta actividad de CDK. Es ademas un importante regulador de Cdhl y Sic. Sus niveles se mantiene
constantes durante el ciclo mientras que su actividad se observa en fase M tardia, mientras que en G1, S
y la transicion S/G2 como en M temprana es inactivo (Fisher et al., 2012)

Hcem1 es miembro de los factores de transcripcion tipo FOX, y regula los genes de fase S tardia

encargados de la segregacion de los cromosomas como de la gemacién, asi como de la regulacion de
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FKH1 y FKH2, parte del complejo SFF (Pramila et al., 2006).

Yox1 y su homologo Yox1, son importantes represores transcripcionales del tipo Homeobox que
regulan la transicion G1/S, particularmente a MBF y SBF, por lo que indirectamente participa en un
loop positivo en la regulacion de Hecml. Por otro lado la via MEN se compone de una subred de
reguladores importantes en la mitosis una vez que la anafase ha sido completada, esta red se componen
de las cinasas Cdc5, Cdc15, Dbf2 y Dbf20, la proteina de uniéon a GTP Teml, el factor de intercambio
de GTP Ltel, el complejo activador de actividad de GTPasa Bfal/Bub2 y la proteina de union de
Dbf2/Dbf20, Mobl.

Figura 25. Propuesta de red de regulacion del ciclo celular en Saccharomyces cerevisiae. Las flechas indican interacciones
de tipo positivo mientras que los rombos interacciones de tipo negativo.

La mutacion de estos genes lleva al arresto en anafase con una elevada actividad de CDK con la

incapacidad de desensamblar el uso mitdtico y efectuar la citocinesis; este fenotipo es similar al
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observado en mutates que expresan formas no degradables de ciclinas mitoticas. Se ha sugerido que la
via MEN es importante para la entrada a anafase y la correcta salida de mitosis, por lo que su incoporacion
en esta red es necesaria para la descripcion de la fase M, en particular los eventos que permiten la
activacion de la fosfatasa Cdc14 (Dumitrescu y Sauders, 2002; Jones et al., 2011). Por otro lado, se ha
sugerido que una via paralela es importante y necesaria para los eventos de fase M, y particularmente, la
regulacion de Cdcl4. (Rock et al., 2009)

Por otro lado la via FEAR es un importante regulador de la actividad de Cdcl4 en etapas
tempranas en anafase. FEAR es el acronimo de Fourteen Early Anaphase Release, compuesta de 4
proteinas importantes: Espl, Slk19, Cdc5 y Spol2. La red FEAR es critica en el control de la correcta
segregacion de los cromosomas y su integracion con otros eventos durante anafase, criticamente la
liberacion de Cdc14 del nucleo que en estapas tempranas de la anafase es critica para el control de la
actividad de los complejos Clb-CDK (Rock y Amon, 2009). En conjunto, las redes FEAR y MEN son
criticas para la salida de mitosis (Weiss, 2012), por lo que su incorporacion en el modelo de red es
importante para describir los eventos de fase M.

En la tabla 14 se presentan los resultados de la simulacion de la red especificada en la figura 25
y bajos las reglas propuestas en la tabla 13. Como en el caso anterior, se siguid un enfoque sincronico

con la ayuda del paquete BoolNet (Véase el apéndice A)

3.31.1 Resultados

Se obtuvieron 2 atractores, un atractor de punto fijo con un tamafio de cuenca de 102400 estados, el
segundo atractor es un ciclo limite de grado 5 con un tamaiio de cuenca de 28672 estados como se observa

en la tabla 14. En la seccidon 5.2 se analizan estos resultados.
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1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 G1/8
B 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 S

0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 G2

0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 M

Tabla 14. Atractores encontrados al simular dindmicamente el comportamiento del modelo de red propuesto.

3.4 El modelo de red de regulacién del ciclo celular genérico en mamiferos

En este apartado se describiran los eventos moleculares que caracterizan el modelo genérico en
mamiferos propuesto por Novak y Tyson (Novak y Tyson, 2004) y su reduccion a un modelo booleano
por Fauré y otros (Fauré et al, 2006). Partiendo de este modelo de red simplificado y su revision, se
actualizaron algunas reglas logicas incorporando datos nuevos y comprobando que su comportamiento
dindmico se caracteriza por un Unico a tractor de punto fijo que representan GO y un atractor ciclico de
grado 7 que caracteriza la transicion desde G1 a M. Se discute la regulacion en el modelo y se hace una
revision de los componentes moleculares de la red de interaccion.

Una red de CDKs dirige la progresion a lo largo de las cuatro fases sucesivas G1, S, G2 y M del
ciclo celular en mamiferos. Estas fases forman parte de un estado caracteristicamente proliferativo, sin
embargo cuando las células no se encuentran en alguna de estas fases, permanecen en un estado
quiescente, denominado GO0. La red de regulacion que controla las transiciones del ciclo celular esta
caracterizada por conjuntos de circuitos interconectados efectuando retroalimentaciones positivas y
negativas. Esta complejidad estructural hace dificil establecer un modelo completo de la regulacion del
ciclo, por lo que la mayoria de los modelos se han centrado en puntos particulares de control como la
transicion G1/S (Pfeuty, 2012), el punto de restriccion en G1 (Novak y Tyson, 2004) y la transicion
G2/M (Aguda, 1999), o bien partiendo de aproximaciones similares a ciclos circadianos describiendo la
progresion de todas las fases y reduciendo al minimo los componentes necesarios (Chauhan et al, 2011).

Considerando lo anterior, Novak y Tyson (Novak y Tyson, 2004) propusieron un modelo de la
regulacion durante el paso al punto de restriccion en G1. Este es un punto de control sin retorno durante
la fase G1 a través del cual la célula pasa irreversiblemente y se incorpora al ciclo celular, para ello deben
existir los factores de crecimiento necesarios para salir de GO (estado quiescente) pasando a G1 temprano
ya en estado proliferativo, una vez pasado el punto de restriccion la célula es capaz de completar el ciclo
sin presencia de factores de crecimiento.

En su modelo, Novak y Tyson proponen que el paso a mitosis estd determinado por la actividad
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de la CDK de tipo 1 (Cdkl) en complejo con las ciclinas de tipo B (CycB) mismas que permanecen
ausentes en G1 y se acumulan en las fases S, G2 y M. Para fines de modelacion, los autores suponen
que CycB es capaz de exhibir un comportamiento autocatalitico similar al observado las ciclinas Clbl y
CIb2 (de tipo B) en Saccaromyces serevisiae (véase la seccion 3.2). Por otro lado, los complejos Cdk1-
CycB estan negativamente regulados por la actividad del Complejo Promotor de la Anafase (APC) que
ubiquitina a CycB llevandola a degradacion por la via del proteosoma, sin embargo, esta degradacion
no es directa si no que es mediada por proteinas adaptadoras que reconocen a CycB presentandola al
complejo APC, particularmente se sabe que las proteinas Cdc20 y Cdhl son capaces de interactuar con
CycB y llevarla a degradacion. Lo interesante de este mecanismo de regulacion negativa es que Cdc20
es activada por los complejos Cdk1-CycB particularmente en la anafase; en cambio Cdhl es inhibida por
los complejos Cdk1-CycB, siendo activa durante la fase G1.

Lo que se observa aqui es un comportamiento antagoénico entre Cdhl y APC con respecto al
heterodimero Cdk1-CycB, lo que supone, en principio, la existencia de dos estados funcionales
importantes: G1 con actividad de Cdhl y baja o nula actividad de CycB y otro en S-G2-M con altos
niveles de CycB. (Novak y Tyson, 2004). Estos dos estados son referidos como el INICIO y el FIN del
ciclo celular en mamiferos.

Fauré y colaboradores (Fauré et al, 2006) redujeron este modelo a uno booleano simplificando el
analisis y recuperando las mismas dinamicas reportadas por Tyson y Novak. En este caso el modelo
describe explicitamente las siguientes consideraciones:

La red se compone de los nodos CycD, Rb, E2F para agrupar la familia de factores de
transcripcion E2F, CycE, CycA, p27, Cdhl y Cdc20, Ubchl0 y CycB. CycD es necesaria para la
inactivacion total de Rb y para el abatimiento de la actividad de p27, es decir, CycD la inhibe
directamente. Por otro lado p27 es un inhibidor de la actividad de CycE y CycA al formar un complejo
con ellas: asi cuando p27 y CycE o CycA estan activas, el complejo se forma y la actividad de las ciclinas
es bloqueada. Para modelar este hecho los autores proponen que p27 actua de forma contraria en los
blancos de estas ciclinas, es decir, en la red se modela explicitamente con interacciones desde p27 a los
blancos de CycE y CycA con un signo opuesto al de las ciclinas.

Con respecto a Rb, este forma un complejo con los miembros de la familia E2F pasando estos de
activadores transcripcionales a represores en parte mediante el reclutamiento de remodeladores de
cromatina. Por esa razon los autores consideran la activdad de Rb sobre E2F mediante inhibicion directa

de E2F y sus blancos.
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Figura 26. Red de regulacion del control del ciclo celular en mamiferos. Los rombos blancos indican regulacion negativa

mientras que las flechas indican activacion positiva (Témada y modificada de: Fauré et al, 2006)

En la transicion G1/S, E2F activa la transcripcion de CycE, que a su vez promueve la inactivacion
de Rb asi como la fosforilacion de p27 llevandola a su degradacion. La inactivacion de Rb por
fosforilacion permite su disociacion de E2F permitiendo asi la transcripcion de mas CycE, creando un
loop positivo donde se incrementa la fosforilacion de Rb y la degradacion de p27, como se observa en la
Figura 26. Otro blanco de E2F es CycA, que es activado ligeramente después de CycE cuando Rb esta
completamente inactiva, por otro lado, CycA contribuye a la inactivsacion de Rb y p27.

La degradacion de los diferentes complejos proteicos es representada por la actividad de los
activadores del APC: Cdhl y Cdc20. Por un lado en la transicion G2/M, CycA inactiva a Cdhl,
manteniendo asi al complejo APC inactivo y permitiendo la acumulaciéon de CycB. Por otro lado CycB
activa a Cdc20, activacion asi su degradacion puesto que CycB es un blanco de Cdc20, permitiendo asi

la transicion de matafase a anafase. Ademas Cdc20 es responsable de la degradacion de CycA, e
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indirectamente por ello, activaa Cdhl. Cdh1 completa la inactivacion de CycA y CyB e inactiva a Cdc20.
Finalmente la enzima de la familia E2, UbcH10 es necesaria para la inactivacion Cdhl
dependiente de CycA pero no asi de otros sustratos, asi cuando todos los sustratos han sido degradados,
UbcH10 se ubiquitina a si misma previniendo la degradacién de CycA por parte del APC. Esto hace
coherencia con la activacion de CycA en fase S junto con la presencia de Cdhl. Asi este hecho permite
incorporar, a decir de los autores, la inactivacion de CycA por Cdhl.
Para simplificar las interacciones anteriores y las consideraciones generales del modelo propuesto

por Fauré y colaboradores, en la Tabla 15 se establecen las reglas logicas que determinan las

interacciones entre los diferentes nodos de la red regulatoria (Véase la Figura 26)

Nodo Regla logica Argumento
CycD CycD CycD es entrada y es considerada como una constante referida a la sefializacion por
mitogenos
Rb (!CycA & !CycB & ! CyeD & ! Rb se expresa en ausencia de ciclinas que la inhiben por fosforilacion (Taya,1997),
CycE) | (p27 & ! CycB & ! CycD) | se expresa en presencia de CycA o CycE siempre que su actividad es bloqueada por
p27 (Coqueret, 2003)
E2F ('Rb & ! CycA & ! CycB) | (p27 Se activa en ausencia de Rb que inhibe su autoactivacion transcripcional (Helin,
& !'Rb & ! CycB) 1998), y en ausencia de CycA y CycB que inhiben a E2F (Novak y Tyson, 2004),
siempre que p27 bloqueé la actividad de CycA, esta puede estar presente (Coqueret,
2003)
CycE (E2F & ! Rb) La presencia de E2F es critica para la activacion de E2F mientras que Rb inhibe su
actividad al bloquear a E2F (Helin, 1998).
CycA (E2F & ! Rb & ! Cdc20 & ! (Cdhl | E2F en asuencia de Rb activa la transcripcion de CycA (Helin, 1998), ademés es
& UbcH10)) | (CycA & ' Rb & ! necesaria la ausencia de Cdc20, asi como el par formado por Cdhl y UbcH10 que
Cdc20 & ! (Cdhl & UbcH10)) llevan a CycA a degradacion (Rape y Kirschner, 2004)
p27 (!CycD & ! CycE & ! CycA & ! p27 es activa en ausencia de ciclinas, una vez presente, bloquea la accion de CycE o
CycB) | (p27 & ! (CycE & CycA) | CycA sobre su actividad mediante secuestracion (Conqueret, 2003)
& ! CycB &! CycD)
Cdc20 CycB CycB indirectamente activa a Cdc20 (Harper et al, 2002)
Cdhl (! CycA & ! CycB) | (Cdc20) | Cdhl es activado en ausencia de CycB y CycA quienes la inhiben por fosforilacion,
(p27 & ! CycB) ademas Cdc20 activa a Cdh1, mientras que en presencia de p27 la actividad de CycA
es bloqueada (Herper et al, 2002)
UbcH10 | ! Cdhl |(Cdhl & UbcH10 & Es activa en ausencia de Cdhl; por otro lado, su actividad es mantenida en presencia
(Cdc20 | CycA | CycB)) de Cdhl siempre que su efecto sea inhibido por CycA, CycB o Cdc20 (Rape y
Kirschner, 2004)
CycB 1 Cdc20 & ! Cdhl En presencia de Cdc20 y Cdhl, CycB es llevada a degradacion (Harper et al, 2002)

Tabla 15. Reglas logicas y argumentos que las justifican en el modelo de red booleana del ciclo celular en mamiferos.

(Adaptado y modificado de: Fauré et al., 2006)
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Considerando las reglas de la tabla anteriro y un enfoque sincronico, los autores recuperan 2
atractores para la red de regulacion descrita (Ver Tabla 16): un atractor de punto fijo con un tamafio de
cuenca de 512, y un atractor tipo ciclo limite de grado 7 con un tamafio de cuenca de 512. El primer
atractor recupera los estados de activacion esperados para una fase GO o quiscente, en donde la actividad
de Rb, p27 y Cdh1 mantiene el sistema regulado de forma negativa y la inactivacion de CycD indica una

ausencia de estimulos externos que inicien la actividad de las CDKs.

Atractor de punto fijo Posible fase Tamafio de la

cuenca

CycD | Rb | E2F | CycE | CycA | p27 | Cdc20 | Cdhl | UbcH10 | CycB
0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 GO 512
Atractor de tipo ciclo limite de grado 7
1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 Gl 512
1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 Gl tardia
1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 Gl/S
1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 S temprana
1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 S tardia
1 0 0 0 1 0 0 0 1 1 G2
1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 M

Tabla 16. Atractores resultantes en el modelo de Faure y colaboradores. Se presentan los dos atractores que resultad de la

dinamica descrita por las reglas de la tabla y bajo un enfoque sincrénico. (Datos de: Fauré ef al., 2006)

En contraste, el segundo atractor es un ciclo limite compuesto por 7 estados sucesivos que
recuperan las siguientes evidencias: En el primer estado se observa la presencia de CycD, Rb, CycE y
CycA, por lo que este estado corresponde a una fase G1 temprana. El segundo estado corresponde de
forma muy general a una fase G1 tardia donde la presencia caracteristica de E2F y CycA, que en conjunto
con CycD, puede caracterizar esta fase. La presencia de Cdhl y UbcH10, si bien puede deberse a un
artefacto del modelo, aunque se ha sugerido que ambos reguladores estan presentes en GO y G1, pero sin
actividad (Listovsky et al., 2004)

El tercer estado corresponderia a la transicion G1/S donde la presencia de CycE es evidente, la
actividad de E2F y la inactivacipon de Rb, se observa que p27 esta inactivo y CycD atin se encuentra
activa (Blagosklonny y Pardee, 2002).

El cuarto estado corresponderia a fase S temprana, se observa la presencia de CycD y CycE y alin

mas importante, la presencia de CycA que es necesaria para la activacion de los eventos de fase S, en
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particular los complejos CycA-Cdk2 son necesarios para la replicacion del DNA. Se vuelve a observar
la presencia y UbcH10 asi como de Cdc20, lo cual no corresponde con la actividad de ambos reguladores
en esta fase. El quinto estado del ciclo limite corresponderia a una fase S tardia donde la actividad de
CycD y CycA unicamente regulan los eventos tardios de la replicacion del DNA. El sexto estado
corresponderia a una fase G2 temprana donde se observa la activacion de CycB, y siguen presentes
CycD y CycA. La actividad de CycA-Cdk2 es importante en conjunto con CycB-Cdk1 en los procesos
de regulacion del centrosoma. La presencia de UbcH10 es importante en al final de fase G2 pues su
actividad es critica en la transicion G2/M al regular la degradacion de CycA y CycB (Lin ef al., 2002)

Finalmente el septido estado corresponde a una fase M temprana con la caracteristica expresion
de Cdc20, UbcH10 y Cdhl. Cdc20 activa al complejo APC en la transicion metafase-anafase iniciando
la salida de mitosis, mientras que Cdh1, entonces activa al complejo APC en fase M tardia manteniéndose
activa hasta fase G1 temprana, mientras que como se menciono UbcH10 es importante en la degradacion
de las ciclinas mitdticas, evento necesario para la salida de mitosis, la presencia de CycD y CycB
indicaria en la misma direccion, una fase M temprana a los eventos de mitosis (Iwabuchi et al.,2002)

Si bien el modelo anterior recupera algunas de los eventos mas importantes durante la transicion
del ciclo celular en mamiferos, existe algunas incosnsitencias que ya se mencionaron como la activacion
de los complejos Cdhl y UbcH10 en la transicion G1/S y la fase S respectivamente, o la inactividad de
p27 en ausencia de CycE, su principal regulador. Sin embargo, y como apuntan los autores, los perfiles
de expresion de las diferentes ciclinas caracteristicas de cada fase es el mismo reportado en la literatura,
y aun mas, el modelo logra recuperar la fase M de una forma mucho mas detallada. En la siguiente
seccion se presenta una propuesta de red que incorpora la informacion previa y otra que no ha sido

considerada.

3.4.1 Propuesta de red de regulacion del ciclo celular genérico en mamiferos

Para los fines de este trabajo, es importante hacer notar que ningun modelo previo ha considerado
el papel tan importante de la oncoproteina c-Myc en la regulacion de ciclo celular. En términos generales
c-Myc es un regulador positivo de CycE en complejo con CDK2 asi como de CycD/CDK4 en menor
medida. Al menos cuatro rutas generales de control son conocidas por parte de c-Myc sobre el ciclo
celular: 1) la activacion funcional de inhibidor p27, i1) induccion de la fosfatasa Cdc25A, iii) la regulacion

de CycE mediante su activacion indirecta y iv) la retroalimentacion de la actividad de c-Myc mediante
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CycD junto con el regulador p107 (Amati et al, 1998). En consecuencia, c-Myc pare tener un rol critico
entre la transicion de GO a fase S, particularmente al permitir la entrada a G1 en respuesta a sefiales

inducidas por mitogenos (Alboran et al. 2001).

UbcH10

Figura 27. Red e interaccion de la regulacion del celular en mamiferos modificada. Las interacciones negativas

se representan por lineas con rombos vacios y las interacciones positivas por flechas en color negro

Con el fin de explorar el papel de c-Myc en la dindmica regulatoria del ciclo celular, se modifico
el modelo de Fauré y colaboradores incluyendo este regulador y actualizando las reglas logicas. Para
ello, se describira brevemente la evidencia experimental que apoya la incorporacion del nodo c-Myc a

esta red de regulacion.

1) c-Myc antagoniza la funcion de p27

La expresion constitutiva de Myc abate la actividad de p27, esto parece ser mediado por
el secuestro no covalente de p27, de tal forma que es incapaz de unirse e inhibir a

CycE/Cdk2, sin embargo c-Myc no se une directamente a p27 la cual supone que una
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iii)

proteina (s) media esta accidn, si bien se ha propuesto a CycD/Cdk4 como la posible
efectora dado que compite con CycE/Cdk2 por uniéon competitiva con p27, sin embargo,
la sobreexpresion de c-Myc no aumenta la union de las ciclinas D con p27, por lo que por

el momento esta interaccion es indirecta (Vlach et al, 1996)

c-Myc aumenta la expresion de CycE

La expresion constitutiva de c-Myc incrementa los niveles de expresion de CycE (Perez-
Roger et al, 1997), este efecto es rapido y ocurre a nivel transcripcional, y no parece
requerir de alguna proteina mediadora; con tales observaciones es facil suponer que CycE
es un blanco transcripcional de c-Myc, sin embargo no existe evidencia formal que soporte
este hecho, ya sea de su secuencia o de estudios puntuales del promotor de CycE. Sin
embargo, dado que CycE es un blanco de E2F, quiz4s un mecanismo indirecto mediado
por E2F podria ser descrito. No obstante, se ha observado que la sobreexpresion de c-Myc
en lineas de fibroblasto en estado quiescente disminuye notablemente el tiempo de
entrada a fase G1, ain mas, la induccion de CycE exdgena es insuficiente para la entrada
ya que el efecto que p27 tiene sobre ella rapidamente lleva a arresto en GO y s6lo la co-
expresion con c-Myc exdgeno permite mantener los niveles de los complejos CycE/Cdk2

aun en presencia de p27 llevando a fase G1 (Miiller et al, 1997)

c-Myc es regulada por la actividad de E2F

Se ha propuesto que existe un mecanismo de retroalimentacion entre la actividad de pRb
y E2F sobre c-Myc. Ya se ha dicho que c-Myc es un regulador positivo de CycE que
regula negativamente a pRb, que a su vez regula la actividad de E2F de forma negativa
impidiendo la transicion G1/S, sin embargo, E2F parece regular a c-Myc, existe evidencia
experimental que muestra que la actividad del promotor de c-Myc criticamente depende
de la presencia de un sitio de union con E2F, asi la expresion de E2F1 eficientemente
induce la transcripcion de c-Myc, ademas la actividad de pRb inhibe la expresion del

promotor de c-Myc P2 (Oswald et al, 1994)
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Esta evidencia experimental esta incluida en la tabla 17, para lo cual las respectivas reglas logicas de

CycE y p27 fueron modificadas incluyéndose ademds el nodo c-Myc y las respectivas reglas de

regulacion por pRb y E2F. En la figura 27 se observa la red de regulacion modificada propuesta.

Nodo Regla logica Argumento

CycD CycD CycD es entrada y es considerada como una constante referida a la sefializacion por
mitogenos

Rb (!CycA & ! CycB & ! Rb se expresa en ausencia de ciclinas que la inhiben por fosforilacion (Taya,1997), se

CycD & ! CycE) | (p27 & ! expresa en presencia de CycA o CycE siempre que su actividad es bloqueada por p27
CycB & ! CycD) (Coqueret, 2003)
E2F (!Rb & ! CycA & ! CycB) | | Se activa en ausencia de Rb que inhibe su autoactivacion transcripcional (Helin, 1998), y
(p27 & ! Rb & ! CycB) en ausencia de CycA y CycB que inhiben a E2F (Novak y Tyson, 2004), siempre que p27
bloqueé¢ la actividad de CycA, esta puede estar presente (Coqueret, 2003)

CycE (E2F & ! Rb & c-Myc) La presencia de E2F es critica para la activacion de E2F mientras que Rb inhibe su
actividad al bloquear a E2F (Helin, 1998). Si bien el mecanismo no es claro, la actividad de
c-Myc aumenta los niveles de expresion de CycE y su expresion es necesaria para la
entrada a fase G1 desde el estado quiescente (Perez-Roger et al, 1997)

CycA (E2F & ! Rb & ! Cdc20 & ! | E2F en asuencia de Rb activa la transcripcion de CycA (Helin, 1998), ademas es necesaria

(Cdhl & UbcH10)) | (CycA | la ausencia de Cdc20, asi como el par formado por Cdhl y UbcH10 que llevan a CycA a
& !'Rb & ! Cde20 & ! degradacion (Rape y Kirschner, 2004)
(Cdh1 & UbcH10))
p27 (! CyeD & ! CycE & ! p27 es activa en ausencia de ciclinas, una vez presente, bloquea la accion de CycE o CycA
CycA & ! CycB & ! c-Myc) | sobre su actividad mediante secuestracion (Conqueret, 2003). En presencia de c-Myc la
| (p27 & ! (CycE & CycA) actividad de p27 es abatida mediante secuestracion con una proteina diferente a c-Myc, asi
& ! CycB & ! CycD) el efecto de la expresion de c-Myc es indirectamente desregular a p27 (Vlach et al, 1996)
Cdc20 CycB CycB indirectamente activa a Cdc20 (Harper et al, 2002)
Cdhl (! CycA & ! CycB) | Cdhl es activado en ausencia de CycB y CycA quienes la inhiben por fosforilacion,
(Cdc20) | (p27 & ! CycB) ademas Cdc20 activa a Cdhl, mientras que en presencia de p27 la actividad de CycA es
bloqueada (Herper et al, 2002)
UbcH10 | ! Cdhl | (Cdhl & UbcH10 Es activa en ausencia de Cdhl; por otro lado, su actividad es mantenida en presencia de
& (Cdc20 | CycA | CycB)) Cdhl siempre que su efecto sea inhibido por CycA, CycB o Cdc20 (Rape y Kirschner,
2004)
CycB 1 Cdc20 & ! Cdhl En presencia de Cdc20 y Cdhl, CycB es llevada a degradacion (Harper et al, 2002)
c-Myc E2F & ! Rb La actividad del promotor es directamente regulada mediante un sitio de union a E2F

(Oswald et al, 1994), pRb inhibe la actividad del promotor c-Myc P2 y al inactivar a E2F

disminuye su expresion (Oswald et al, 1994)

Tabla 17. Reglas 16gicas del modelo de red booleana modificado de la regulacion del ciclo celular en mamiferos

92




3411 Resultados

Atractor de punto fijo Tamafio de la | Posible fase
cuenca
CycD | Rb | E2F | CycE | CycA | p27 | Cdc20 | Cdhl | UbcH10 | CycB c-Myc
0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1024 GO
Atractor de tipo ciclo limite de grado 7
1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1024 Gl
1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 G1 tardia
1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 G1/S
1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 S
1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 G2
1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 G2/M
1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 M

Tabla 18. Atractores encontrados para la red modificada de la regulacipon del ciclo celular genérica en mamiferos.

Se encontraron nuevamente 2 atractores con un tamaifio de cuenca de 1024 estados en ambos casos (Ver
tablal18). Un atractor de punto fijo que describe la fase GO y donde caracteristicamente estan activos los
inhibidores Rb, p27 y Cdhl, ademas puesto que c-Myc esta inactivo es imposible la entrada a fase G1
siendo c-Myc el nodo maestro de control de la salida del estado quiescente y la entrada a proliferacion.
El segundo atractor es un ciclo limite de grado 7 que recupera los perfiles de expresion de las fases: G1,
G1 tardia, transicion G1/S, S, G2, transicion G2/M y M. En la seccidn 5.2 se analizan los resultados con

respecto a la evidencia experimental y se discute la pertinencia del modelo.

3.5 Una propuesta de red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana

En la seccion 2.4 se establecid de forma muy general cuales son las rutas generales de control del ciclo
celular en Arabidopsis thaliana, algunas de ellas compartidas con los mecanismos de control en otros
organismos eucariontes y otras especificas de plantas. Sin embargo, no se ha logrado proponer una red
de regulacion que integre de forma coherente todos estos mecanismos. Existen trabajos que han enfocado
su atencion solo en fases particulares del ciclo y han tratado de modelar la red subyacente para describir
su comportamiento dindmico, por ejemplo, Zhao y colaboradores describen mediante un sistema de EDO

no lineales, el modulo que guia el paso por la trasicion G1/S e irreversiblemente controla la entrada a
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fase S, este modulo implica regulacién negativa entre 4 componentes de la maquinaria molecular
descritos ya en el capitulo 2 de este trabajo (Véase la figura 28): RBR regula negativamente a FLB17
(una proteina relacionada a la familia F-box), FLB17 media la degradacion de los inhibidores KRP, por
otro lado los KRPs inhiben la activdad de CDKA;1 y finalmen CDKA;1 activa es capaz de fosforilar a
RBR e inactivarla. Este modulo parece describir el comportamiento reportado experimentalmente y
donde el principal parametro de transito a fase S es la concentracion de los inhibidores KRP, mientras
que la actividad de FLB17 depende en gran medida de la acividad de CDKA;1, tal y como se ha reportado

experimentalmente. Se observa en este modelo un comportamiento biestable (fase G1 o fase S), (Zhao

etal, 2012).
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Figura 28. Modulo de control de la transicion G1/S en Arabidopsis thaliana. La flecha indica regulacion positiva mientras
que los rombos indican regulacion negativa. En el caso del nodo CDKA;1 y CYCLIN, estos actiian en conjunto para inactivar
a RBR1, sin embargo aparecen separados puesto que la regulacion negativa por parte de los KRP se da unicamente sobre

CDKA;1. (Tomada y modificada de: Zhao et al, 2012)

Sin embargo el modelo anterior es incapaz de describir los eventos que anteceden a la transicion

G1/S, la permanencia en fase S, la entrada a G2, la transicion G2/M vy la salida a mitosis, y por otro lado

94



si incorpora de forma notable la via E2F/RBR critica para esta transicion

En consecuencia, y como parte de un proyecto mucho mas general implementado en el laboratorio
de Genética Molecular, Desarrollo, Epigenética y Evolucion de Plantas del Instituto de Ecologia de la
UNAM, varios miembros hemos estado involucrados en el desarrollo de un modelo de red booleana de
la regulacion del ciclo celular en Arabidopsis con énfasis en la raiz, puesto que esta es un excelente
modelo para estudiar los mecanismos que determinan el equilibrio entre diferenciacion y proliferacion
celular como de su morfogénesis.

En particular, el objetivo del proyecto es poder recuperar mediante una red de regulacion booleana
el oscilador bioldgico subyacente que describe cada una de las fases y transiciones caracteristicas del
ciclo, considerando aquellos rguladores suficientes y necesarios con base a una busqueda bibliografica o
bioinformatica extensa. Si bien es cierto que muchos reguladores moleculares han sido ya delimitados
en la literatura, muchos otros sdlo han sido propuestos y su validacion experimental atin no ha sido hecha.

Uno de los aspectos determinantes del modelo que se pretende desarrollar es que este pueda
incorporar diferentes niveles de regulacion (transcripcional, postraduccional, etc), y puesto que los
modelos propuestos para otros organismos eucariontes no han logrado incorporar esa regulacion
multinivel del ciclo, creemos necesario analizarlo desde la perspectiva de su comportamiento dinamico.
Para los fines de esta tesis la descripcion de la topologia de la red regulatoria es lo mas importante, por
lo que el analisis de sus propiedades dindmicas se omitird, sin embargo, en el siguiente capitulo se
analizara como a partir de las propiedades topologicas es posible evidenciar algunas propiedades

dindmicas importantes

95



%
CYCAICDKB

Figura 29. Propuesta de red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana construida con las interacciones
descritas en la Tabla 19. Las lineas de color azul que terminan en esferas representan interacciones negativas por por
ubiquitinacion. Las lineas verdes con rombos vacios representan interacciones negativas de tipo transcripcional. Las lineas
verdes con rombos rellenos representan interacciones positivas de tipo transcripcional. Las lineas naranja con flecha
representan interacciones positivas por fosforilacion, mientras que las flineas naranja con terminacion en linea perpendicular
representan interacciones negativas por fosforilacion. Las lineas color gris con terminacion en tridente representan
interacciones represivas de tipo fisico. Las lineas rojas con terminacion T invertida representan interacciones transcripcionales
positivas obtenidas por analisis bioinformatico de, mientras que las lineas roja con doble barra terminal representan

interacciones transcripcionales negativas.
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Asi, hemos logrado determinar una primer red de regulacién que incorpora diferentes niveles de
regulacion (Véase la Figura 29). Para los fines de este trabajo, las propiedades dindmicas seran omitidas
del andlisis y unicamente se describiran las evidencias que apoyan la topologia de la red y las
interacciones en ella descritas. Para simplificar la informacion, en la Tabla 19 se sintetizan los datos de
la siguiente forma: se especifica el nodo, sus reguladores, el tipo de interaccion y las referencias que dan
sustento a tales interacciones.

Varias interacciones de la Tabla 19, tienen un asterico (*) que las identifica como interacciones
propuestas a partir de analisis bioinformaticos o por que se ha hipotetizado que funcionan de forma
analoga a como sucede en levaduras o células de mamiferos. Los datos de expresion de genes ciclo-
dependientes se obtuvo de: Menges et al., 2002; Menges et al., 2003; Menges et al., 2005. Por otro lado
la secuencia consenso usada para identificar los blancos de MYB77 fue CNGTTR deacuerdo con:
Romero et al., 1998 y Shin ef al., 2007; mientras que para los MYB3R fue AACGG deacuerdo con: Haga
et al., 2011. Estos motivos fueron buscados en todos los nodos de la red de la figura mediante la

herramienta Pathmacht tool (http://arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl) de TAIR. Las

secuencias regulatorias de TAIR que fueron usadas fueron: TAIR10 Loci Upstream Sequence-1000bp y

TAIR10 5° UTRs. Los resultados pueden observarse en la tabla de interacciones propuestas para la red

regulatoria.
Regulador Nodo Interaccion Tipo de interaccion Referencia
blanco

SCF CYCD La degradacion de la ciclina CYCD3;1 es Negativa Lechner et al, 2002;
dependiente del proteasoma 26S, se ha (Ubiquitinacion) Liu et al, 2004,
demostrado que plantas con reducidos niveles de Planchais et al, 2004.
RBRX1 (parte del complejo SCF) muestran
acumulacion de CYCD3;1 indicando que SCF esta
implicado en su degradacion.

SCF KRP1 SCF conteniendo a las proteinas con caja F Negativa Ren et al, 2008;
SKP2A y SKP2B es responsable de la degradacion (Ubiquitinacion) Marrocco et al., 2010.
de KRP1. Se ha demostrado que la sobreexpresion
de SKP2B inhibe la acumulaciéon de KRP1 y
suprime el fenotipo sobreexpresante de KRP1.

SCF E2Fc La proteina SKP2A recluta a E2Fc para su Negativa Del Pozo et al., 2002.
ubiquitinacion mediante el reconocimiento en su (Ubiquitinacion)
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region N-terminal, esto se ha demostrado
mediante su coinmunoprecipitacion en extractos

obtenidos de semillas de Arabidopsis.

RBR E2Fa RBR es un regulador negativo de la actividad Negativa Magyar et al., 2012.
transcripcional de E2Fa. (Interaccon fisica)

RBR E2Fb RBR es un regulador negativo de la actividad Negativa Magyar et al., 2012.
transcripcional de E2Fb. (Interaccon fisica)

RBR E2Fc RBR es un regulaador negativo de la actividad Negativa Shen et al., 2002
transcripcional de E2Fc (Interaccon fisica)

E2Fa E2Fb La actividad de E2Fb es inducida en lineas de Positiva Vandepoele et al,
sobreexpresion de E2Fa (Transcripcional) 2005.

E2Fa E2Fc E2Fc tiene sitios de union para E2Fa, la actividad Positiva Sozzani et al., 2006;
de E2Fc es inducida con la sobreexpresion de (Transcripcional) Vandepoele et al,
E2Fa-DPa. 2005.

E2Fa RBR El silenciamiento de E2Fa disminuye los niveles Positiva He et al, 2004;
de expresion de RBR1. Por otro lado, en células en (Transcripcional) Magyar et al., 2012.
ciclo mitotico, los niveles de RBR1 y E2Fa
parecen estar corregulados puesto que muestran
elevados coeficientes de correlacion de la
expresion mediante analisis de microarreglos. Por
lo que RBR es regulada positivamente de forma
transcripcional por la atividad de E2Fa.

E2Fb CYCBI;1 La expresion de CYCBI;1 es inducida cuando los Positiva Maygnar et al., 2005;

niveles de E2Fb se incrementan.Los blancos de (Transcripcional) Sozzani et al, 2006;
E2Fb son genes necesarios para la transicion Maygnar et al., 2012.
G2/M.
E2Fb CDKBI;1 Los niveles de expresion de los transcriptos Positiva Magyar et al., 2005;
AtCDKBI1;1 en mutantes de sobre expresion de (Transcripcional) Sozzani et al, 2006
E2Fb se ven aumentados en comparacion con los
controles.
E2Fb E2Fe En mutantes de sobreexpresion de E2FDb, los Negativa Berckmans et al,
niveles de mRNA de E2Fe son reducidos en (Transcripcional) 2011.
comparacion con el control.
E2Fc CDKBI;1 La expresion inducida por E2Fb de CDKBI;1 Negativa Beckermans et al,
puede ser contrarrestada por la expresion de (Transcripcional) 2011; Lopez et al,
E2Fc, la desestabilizacion de E2Fc incrementa la 2008. Del pozo et al.,
expresion de CDKBI1;1. 2006.

E2Fc CYCBI;1 Se ha observado que las plantas con niveles Negativa Del Pozo et al., 2007;

reducidos de E2Fc tienen un aumento significativo (Transcripcional) Maygnar et al., 2005;

en los niveles de expresion de CYCBI1;1 asi como

un incremento en el numero de células en division.

Sozzani et al., 2006,
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Por el contrario, la sobreexpresion de E2Fc
dramaticamente reduce los niveles de CYCBI;1.
Estos resultados indican que E2Fc funciona como

un regulador.

E2Fc E2Fa Los mensajeros de E2Fa se incrementan cuando la Negativa Del Pozo et al., 2006.
expresion de E2Fc es silenciada (Transcripcional)
E2Fc E2Fe E2Fc contrarresta el efecto positivo que E2Fb Negativa Berckmans et al.,2011.
tiene en la expresion de E2Fe. (Transcripcional)
E2Fe APC/C La expresion de CCS52A, una subunidad del Negativa Lammens et al., 2008.
complejo APC/C, es dismininuida por E2Fe (Transcripcional)
MYB3R1/4 CYCBI;1 MYB3R1/4 reconoce la secuencia AACGG Positiva Planchais et al., 2002;
requeridad par la expresion de CYCBI;1 (Transcripcional) Haga et al., 2011.
CDKBI1;1 CYCA2;3 CYCAZ2; 3 interactua con CDKBI;1 para formar | Formacion de complejo | Van Leene et al., 2010;
un complejo funcional. Boudolf et al., 2009.
CDKBI1;1 CYCBI1;1 Las ciclinas de tipo B intearactuan con las CDK de | Formacion de complejo | Van Leene et al., 2010;
tipo B. funcional Weingartner et al,
2004.
CDKBI1;1- KRP1 El complejo CDKB1;1-CYCA2;3, promueve la Negativa Verkest et al., 2005;
CYCA2;3 proteolisis de KRP1, regulando asi la transicion (Fosforilacion) Boudolf et al., 2009;
G2/M. Weinl et al., 2005;
CDKA:1 CYCBI1;1 Las ciclinas de tipo B interactuan con las CDK de | Formacon de complejo | Van Leene et al., 2010;
tipo A Weingartner et al,
2004.
CDKA;1- MYB3R1/4 | Lasobre expresion de MYB3R4 aumenta al doble Positiva Ito M.,2005; Haga et
CYCBI;1 la actividad de sus promotores blancos en (fosforilacion) al., 2007; Araki et al.,
comparacion con lineas silvestres. La coexpresion 2004,
con CYCBI;1 aumenta en 4 veces la actividad de
MYB3R4
KRP1 CYCD3;1 KRP1 es capaz de interactuar con CDKA;1 y Negativa Veylder et al., 2007;
CYCD3;1 (interaccion fisica) Ren et al., 2008;Wang
et al.,1997; Wang et
al., 1998,
KRP1 CYCBI;1 KRP1 se une a CKDA;1 e inhibe el complejo Negativa Wang et al.,2008;
CDKA-CYCBI;1 (Interaccion proteina- Wang et al., 1997
proteina)
APC/C CYCBI;1 El complejo APC/C ubiquitina a CYCBI1;1 para Negativa Fulop et al., 2005,
degradacion- (ubiquitinacion)
APC/C CYCA2;3 CYCAZ2;3 es estabilizada en mutantes de perdida Negativa Boudol et al., 2009;
de funcion de las subunidades de APC/C o por (ubiquitinacién) Imai et al., 2006.
mutaciones en su caja D.
*E2FDb SCF La proteina con caja-F, Skp2, parte del complejo | Positiva Zhao et al, 2012;
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SCF es regulada transcripcional mente por E2F1
en humanos. En 4. thaliana se ha reportado que
solo los factores E2F regulan a FBL17, una

proteina con caja-F.

(Transcripcional)

Zhang y Wang, 2006.

*E2Fb

MYB77

La regulacion directa entre E2F y MYB ha sido
reportada en S. cerevisiae y mamiferos, pero en
plantas, esta podria incluir alguna intermediario;
A. thaliana podria tener una regulacion similar
debido a que se observan ondas transcripcionales
en las transiciones G1/S y G2/M como en
levaduras y mamiferos. Se propone a MYB77
como un mediador de la regulacion de los E2F y
la  familia MYB. Con informacion de
microarreglos, se encontr6 que MYB77 muestra
expresiones dependientes del ciclo celular con un
maximo en fase M. En adicion, MYB77 tiene
sitiosn de uniéon para E2F, se propone aqui que
MYB77 regula a los MYB3R y otros blancos del

ciclo celular.

Zhu et al., 2004:,Rusti
et al., 2004; Menges et
al., 2002; Menges et
al., 2003; Menges et
al., 2005

*MYB77

E2Fe,
MYB3R1/4,
KRPI,
CYCBI;l,
CYCA2;3,
CDKBI;I,
CCS52A2.

La secuencia consenso CNGTTR es reconocida
por MYB77, haciendo un analisis bioinformatico,
se propusieron estos blancos, varios de ellos se
expresan justamente después de la transicion

G2/M.

Positiva

(Transcripcional)

Romero et al., 1998 y
Shin et al., 2007

*MYB3R1/4

SCF, RBR,
CDKBI;1,
CYCA2;3,
APC/C,
E2Fc,
MYB3R,
KRP1,
CYCBI;1

El sitio consenso de union de MYB3R fue
SKP2A, RBR, CDKBI;l,
CYCA2;3, CCS52A2, KRPI1, E2Fc, MYB3R y

encontrado en

CYCBI;1. El analisis bioinformatico se describe
al inicio de esta seccion. La secuenca MSA es
reconocida en los genes NtmybA1l y NtmybA2 de
tabaco, con la peculiaridad de poder regularse
transcripcionalmente a si mismos. Los MYB3R
pueden promover la expresion de KRP1 dado que
este presenta un pico de expresion en la transcion
G2/M vy tienen ocho posibles regiones MSA. La
regulacion de CYCBI;l1

cuenta con soporte

experimental.

Positiva

(Transcripcional)

Ito et al., 2005, Winl et
al., 2005.

*CDKBI;1-
CYCA2;3

E2Fa

Se ha hipotetizado que una de las causas de que

haya pocos niveles de E2Fa pueda deberse a la alta

Negativa

(Fosforilacion)

Boudol et al, 2009;
Maygnar et al., 2005;
Sozzani et al., 2006;
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tasa de recambio debida a la fosforilacion por
CDKBI1;1. E2Fa tiene situos putativos de
fosforilacion por CDKBI;1 en su region N-
terminal. Esta idea esta soportada por

observaciones similares en células de mamiferos.

Leone et al, 1998.

*APC/C

SCF

Se ha propuesto que las funciones de APC/C y
SCF son mutuamente excluyentes durante la
progresion del ciclo. En células de mamiferos en
proliferacion los niveles de Skp2, una subunidad
de SCF, oscila similarmente a como lo hacen los
sustratos de APC/C. Aun maés, la subunidad Cdhl1
de APC/C participa en la degradacion de Skp?2.

Negativa

(ubiquitinacion)

Peters et al,

Vodermaier et

2004; Bashir et al,
2004; Marroco et al.,

2010.

1998;

al.,

Tabla 19. Interacciones propuestas para la red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana. Los asteriscos en
algunos de los reguladores indican interacciones propuestas por analisis bioinformatico o por comparacion en otros sistemas

modelo.
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Capitulo 4

Analisis estructural de los modelos de red estudiados

En esta seccion se analiza el paradigma estructura-funcion de redes de regulacion biologica mediante la
busqueda de motivos de red en los modelos previamente analizados.

Se explica las propiedades de organizacion de las redes bioldgicas desde una escala global para
dar paso a una descripcion detallada de las propiedades estructurales locales, especificamente los motivos
de red. Se describe algunas propiedades de los motivos desde una perspectiva dindmica y se ejemplifican
algunas ideas que se han implementado entorno a su papel en el comportamiento de circuitos
bioquimicos, particularmente para la generacion de comportamientos dindmicos de tipo oscilatorio.

Posteriormente se hace particular énfasis en las metodologias de analisis de motivos en redes
regulatorias bioldgicas, y se extiende la discusion a las redes de regulacién del ciclo celular en
Saccharomyces cerevisiae, Mamiferos y Arabidopsis thaliana, haciendo una blsqueda extensiva de
motivos. Finalmente se analizan los resultados de tal busqueda discutiendo su posible papel en el

comportamiento dinamico de cada red.

“We need from an overall conception of the organism as a fundamental entity of biology and how it is divided

into parts that meet its intrinsic order - to provide a harmoniously integrated organization despite its complexity”

Brian Goodwin
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4.1 Principios de organizacion en las redes de regulacion bioldgica

En el capitulo anterior el analisis de los modelos de red se centrd en sus propiedades dinamicas y para
ello se revisaron las reglas logicas en cada modelo, sin embargo, y como ya se ha comentado, una de las
grandes interrogantes al analizar redes biologicas es la relacion entre la estructura de la red y su
comportamiento dindmico, aiin mas, su evolucioén (Barabasi y Oltvai, 2004). En ese sentido lo que ha
guiado al andlisis estructural de redes biologicas ha sido la idea de que estas siguen algunos principios
de organizacion que las distinguen, no solo eso, tales principios de organizacion estructural parecen
operar a diversas escalas dentro de las redes, desde nodos aislados a comportamientos colectivos que
involucran a todos los nodos, de tal forma que describiendo tales principios de organizacion es posible,
al menos como hipotesis, determinar el comportamiento dinamico de la red (Watts y Strogatz, 1998).

En general algunos autores sostiene que para analizar las propiedades estructurales de una red de
regulacion bioldgica se puede bien comenzar por revisar las propiedades estructurales globales y después
moverse hacia la identificacion de propiedades al interior de estas, o bien, analizar las propiedades locales
para tratar de describir patrones de interaccion y mediante su identificacion explicar las propiedades
globales de la red (Milo, et al, 2002; Longabaugh y Bolouri, 2006). En este capitulo se procedera
mediante la segunda aproximacion; asi, se analizaré el paradigma estructura-funcioén de los modelos de
red analizados, y en ese sentido, se discutiran algunos principios de organizacion estructural de las redes
de regulacion biologica aqui revisadas, sin embargo antes se describiran algunas propiedades globales
de las redes biologicas que son importantes para entender el paradigma estructura-funcion.

Como se describia en la seccion 1.1, una de las primeras propiedades de organizacion de las redes
de regulacion biologica es la direccionalidad o no direccionalidad de la misma. En general se ha
observado que las redes de interaccion entre proteinas, redes filogenéticas y las redes de correlacion son
de tipo no direccionado puesto que representan relaciones de union o interaccidon mutua; por otro lado
las redes de regulacion genética, redes metabolicas y las redes ecologicas son direccionadas, asi las aristas
representan flujos de informacion especifica entre los nodos (Junker y Schreiber, 2008).

La segunda propiedad estructural que caracteriza a las redes de regulacion biologica es el grado
o conectividad k& de un nodo determinado en la red (Figura 30), esta propiedad denota el nimero de
conexiones que un nodo tiene con otros al interior de una red (Barabasi y Oltvai, 2004; Albert 2005). En
el caso de redes dirigidas se distingue una k de entrada y una k de salida para agrupar cuantas aristas

llegan y salen respectivamente de un nodo determinado; en el caso de redes no dirigidas la conectividad
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promedio <k> es la medida que muestra cuantas conexiones en promedio por nodo existen en la red

(Zhu et al, 2014).

a Undirected network b Directed network

kipb, =4

Kot =1

Figura 30. Conectividad de una red no dirigida y una dirigida. a) Para una red no dirigida la conectividad de un nodo es
el nimero de aristas k con otros nodos, b) En una red dirigida existe una conectividad de entrada k;, y una de salida k.. para

distinguir las aristas dirigidas hacia el nodo y las que salen de ¢l (Tomado de: Barabasi y Oltvai, 2004)

Con respecto a la conectividad, la tercera propiedad de organizacién de las redes bioldgicas hace
referencia al caracter regular o aleatorio de su estructura. En una red regular todos los nodos tienen el
mismo nimero de conectividad, mientras que una red aleatoria sigue una distribucién de Poisson, es
decir, que la probabilidad de encontrar nodos con una alta conectividad es baja. Sin embargo, se ha
logrado demostrar que las redes bioldgicas siguen una distribucion de tipo ley de potencias, esto es, que
la probabilidad P(k) de que un cierto nodo tenga un conectividad k& , es de la forma P(k)=k™, donde 2 <
o < 3 (Albert, 2005); las redes bioldgicas que siguen distribuciones tipo ley de potencias tienen muchos
nodos cuya conectividad es baja, y un nimero pequefio de nodos con una alta conectividad denominados
hubs. Debido a una ausencia de una escala tipica en la conectividad de los nodos, este tipo de redes son
llamadas también redes libres de escala (Albert y Barabasi, 2002). La propiedad de tener una
organizacion estructural libre de escala se ha observado primero en redes de regulaciéon metabodlica
(Jeong et al, 2000), aunque la evidencia apunta a que es una propiedad mas general encontrandose en

redes genéticas, de interaccion proteina-proteina e incluso ecoldgicas (Rodriguez-Caso y Solé, 2007).
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Figura 31. Crecimiento y unidn preferencial de nodos basado en duplicacion génica en redes de interaccién proteina-
proteina. En este caso el gen que codifica para la proteina, que es representada como un circulo, es duplicado y la nueva
proteina tiene el mismo patrén de interaccion que la proteina original. Se puede observar que el hub central (proteina
representada por un hexagono) gana conexiones si cualquiera de las proteinas es duplicada mientras que la proteina con menor

conectividad (rectangulo) solo lo gana si el hub completo es duplicado. (Tomado de: Barabasi y Oltvai, 2004)

De esta manera se ha observado que las redes libres de escala son estructuralmente robustas, esto
es, resistentes ante cambios aleatorios en su estructura. Aun cuando un gran nimero de nodos son
removidos, un nimero importante de nodos se mantiene debido a la alta conectividad de los Aubs por lo
que la red no se desintegra y pueden mantener gran parte de sus propiedades dinamicas (Solé, 2012).
Ademas si el numero de hubs es relativamente pequefio en comparacion con nodos con poca
conectividad, la perdida aleatoria de nodos mantiene ain mas la estructura determinada por los Aubs. Sin
embargo la remocidn intencional de los hubs es critica para la integridad de la red, por lo tanto, las redes
libres de escala tienen gran vulnerabilidad en nodos de alta conectividad.

En consecuencia, la pregunta es como surge esta organizacion libre de escala, y en qué sentido,
esta propiedad confiere a las redes biologicas regulatorias ventajas funcionales con respecto a las redes
aleatorias y a las redes con estructura regular. Se ha tratado de explicar esto en funcion de dos procesos:
el crecimiento de la red y la union preferencial entre nodos (Albert 2005; Zhu et al, 2014). El crecimiento
de la red se refiere al proceso por el cual mas nodos son agregados a la red sobre un periodo largo de
tiempo mientras que la union preferencial se refiere a que los nuevos nodos tienden a unirse a nodos que
tienen una alta conectividad, lo que lograria dar a la red una estructura libre de escala (Solé, 2012).

Por otro lado, los procesos de crecimiento y union preferencial han sido investigados y
relacionados con los mecanismo de duplicacion génica en redes de interaccion entre proteinas, de esta
manera, se ha propuesto que dado que los genes que se han duplicado tienen proteinas similares que
interactian con patrones parecidos dentro de sus respectivas redes, el resultado es el aumento de la
conectividad entre proteinas cuyos genes han sufrido duplicacion génica (Klanin, 2006). De tal forma, si

las probabilidades de duplicacion para todos los genes en promedio son iguales, entonces las proteinas
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con mayor conectividad tendran mas interacciones con nuevas proteinas que aquellas con poca
conectividad, lo que conllevaria a una estructura libre de escala (Ver Figura 31). Por lo tanto, los procesos
de duplicacion génica parecen ser relevantes en la estructura libre de escala de muchas redes genéticas e
incluso metabolicas (Lima-Mendez y van Helden, 2009)

La ultima propiedad global de las redes regulatorias se relaciona con la conectividad de la red.
Supongase que se tiene una red de tres nodos A, B, C (véase la Figura 32): si el nodo A y B son los
unicos que se conectan a C, y s6lo existe una arista entre A y B, para cuantificar este grado de unién local
entre nodos se utiliza el llamado coeficiente de agrupamiento C. Para nuestra red hipotética, el coeficiente
de agrupamiento del nodo C, Cc=1, dado que todos sus vecinos estan unidos entre si, en caso contrario
si lo vecinos no estan unidos entre si, el coeficiente es Cc=0. Asi el coeficiente de agrupamiento de un
nodo en una red varia entre 0 y 1, en funcion del nimero de nodos vecinos que estan unidos a ¢l y entre
si. Sin embargo usualmente se caracteriza a la red en términos del coeficiente de agrupamiento promedio

de la red <C> (Nadav y Alon, 2007).

Figura 32. Red hipotética para ejemplificar la conectividad.

Las redes bioldgicas tienen altos valores de <C> en comparacion con redes aleatorias o redes
completamente regulares. Esta observacion ha sugerido que las redes biologicas tienen una estructura
modular (Nadav y Alon, 2007; Liittge, 2012). EI concepto de modularidad asume que las funciones
celulares pueden ser particionadas en una coleccion de modulos; cada modulo es una entidad discreta de
multiples componentes (nodos) que interactian y realizan una funcién definida, separable de las
funciones de otros modulos y relativamente independiente (Hartewell et al, 1999; Rao y Arkin, 2001;
Ravasz et al, 2002; Barabasi y Oltvai, 2004; Callebaut y Rasskin-Gutman, 2005; Nadav y Alon, 2007;

Liittge, 2012). Este hecho corresponde con la evidencia experimental que demuestra que a nivel celular,
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ciertos grupos de moléculas interacttian para corregular ciertos procesos formando pequefios grafos de
interaccion (modulos) que son relativamente pero no completamente independientes de otros procesos.

Por ejemplo, ya se ha explorado como la red de interaccion metabdlica de E. coli funciona de
manera modular con la propiedad de auto similitud: existen pequefios modulos metabdlicos como
aquellos que involucran al nodo acetil-CoA y Piruvato, que se agrupan en grandes modulos (como el
ciclo el Krebs) que a su vez se integran en grandes mddulos catabolicos o anabodlicos (Ravasz et al,
2002), se ha propuesto que esta organizacion modular del metabolismo explicaria el rapido flujo de
materia y energia en la integracion de diversas funciones celulares (Guimera y Amaral, 2005).

En ese sentido, parece claro que el andlisis de ciertos patrones locales (motivos) permitiria
entender la organizacion global de las redes bioldgicas, por lo que en las siguientes dos secciones me
centraré en describir la organizacion local de las redes bioldgicas y en particular como ciertos patrones
de organizacion local permiten aproximar el estudio del comportamiento dindmico de redes de regulacion

como las descritas en el capitulo anterior.

4.2 Caracteristicas locales de la arquitectura de redes de regulacién bioldgica: Motivos
de red

En el apartado anterior se describieron algunas propiedades globales de las redes biologicas como su
organizacion libre de escala y como esta confiere caracteristicas importantes como la robustez
estructural. En este apartado se discutird como ciertos patrones estructurales locales denominados
motivos de red permiten entender algunas propiedades importantes del comportamiento dinamico de las
redes de regulacion bioldgica.

En un sentido muy general, los motivos de red o simplemente motivos, son patrones recurrentes
y significativos de interaccion entre los elementos de una red. De manera mas formal, un grafo H es un
motivo en una red G si H aparece como subgrafo de G de manera més frecuente en versiones generadas
al azar de G. De la misma forma un grafo H’ es un antimotivo si aparece de forma menos frecuente en
versiones generadas al azar de un grafo G (Artzy-Randrup et al, 2004). La definicion mas usada establece
que un motivo de red es un patron o subgrafica que esta presente con mayor frecuencia al interior de una
red, que en versiones de la misma red generadas al azar y donde el nimero de nodos y el grado de cada

uno es mantenido fijo (Milo et al, 2002).
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AT

Figura 33. Motivos de red de relevancia en redes bioldgicas. a) Feed-Forward Loop (FFL), b) Bifan (BF), c) Motivo
de una sola entrada (SI), d) Motivo de multiples entradas (M1) (Tomado de: Junker y Schreiber, 2008)

La recurrente presencia de estos patrones locales de organizacion ha sido relacionado con diferencias
sistematicas en las propiedades funcionales de diferentes redes biologicas; asi en analogia a los cuircuitos
eléctricos constituidos por pequefios elementos basicos estructurales como las compuertas 16gicas, se ha
sugerido que los motivos en redes bioldgicas tienen el papel de pequenias unidades funcionales o
computacionales que interactian en el contexto local para regular funciones celulares mas globlales
(Milo et al, 2004). Trabajos recientes parecen indiciar que su comportamiento dindmico influencia el
comportamiento dindmico de toda la red en la que se encuentran, mostrando abundancia especifica en
diferentes redes (Prill et al, 2005)

Al respecto, se han descrito una serie de motivos que parecen identificarse con mayor frecuencia
al interior de las redes de regulacion bioldgica: en la figura 33 y en la siguiente tabla se enumeran algunos

de ellos y el tipo de redes en las cuales se han descrito de forma recurrente:

Motivo

Nombre

Redes de regulacion

genética

Redes

neuronales

Redes

metabolicas

Redes de interaccion

protein-proteina

Redes

ecologicas

o0

Feedback Loop

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Cadena triple

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Feedback loop de tres

nodos

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente
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Compuerta logica Presente Presente Presente Presente Presente

Feed-forward loop Presente Presente Presente Presente Presente
tres nodos

Feedback loop Presente Presente Presente Presente ND

amplificado

Feed-forward loop Presente Presente Presente Presente ND

amplificado

i:j Biparalelo ND Presente ND ND Presente

Bifan Presente Presente Presente ND ND

@
O

Tabla 20. Motivos més recurrentes en diferentes redes bioldgicas. (Tomado y modificado de Junker y Schreiber, 2008)

Para poder describir la importancia dindmica y estructural que los motivos de red confieren a las redes
de regulacion biologica, y en particular, las redes genéticas, en la siguiente seccion discutiré el paradigma
estructura funcion de redes haciendo énfasis en las propiedades dinamicas descritas para algunos motivos
de red

4.3 El paradigma estructura-funcion de redes

El andlisis de motivos de red en redes regulatorias recientemente ha sido extendido a su comportamiento
dinamico, con el fin de entender en que medida tales patrones de organizacion local permiten entender
el comportamiento dindmico global de la redes en las que aparecen (Prill ez al, 2005). En trabajos previos,
se ha demostrado que, por ejemplo, que ciertos componentes en redes de senalizacion celular actiian de
forma contexto independiente como moédulos funcionales, asi rutas tan divergentes en el desarrollo
animal como la via Wnt, Hedgehog o la via Notch parecen tener funciones dindmicas similares en
contextos bioldgicos diferentes (Barolo y Posakony, 2002).

De los motivos estudiados dindmicamente, el llamado Feed-Forward Loop (FFL), es el mas
analizado teorica y experimentalmente al interior de redes de regulacion genética (Mangan y Alon, 2003;

Mangan et al, 2003; Wall et al, 2005) (véase Tabla 19). En general, este motivo esta construido apartir
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de dos reguladores, uno general y otro especifico; el general regulando el especifico y ambos regulando
a un gen blanco. El comportamiento dinamico puede ser entendido apartir del efecto neto que ambos
reguladores tienen sobre el gen blanco, si globalmente las interacciones son de tipo positivo se tiene un
FFL coherente, mientras que si son de tipo negativo un FFL incoherente. Los FFL coherentes parecen
responder solo a sefiales persistentes sobre el regulador general y no asi para las sefiales trasientes,
actuando como un filtro para las sefiales fluctuantes. Se ha demostrado que el FFL funciona como un
circuito de retrasos asimétrico: muestra respuestas retardadas de activacion para sefales persistentes y
una rapida respuesta para desactivar las sefiales una vez que estan han cesado (Shen et al, 2002). Este
tipo de comportamiento dindmico ya ha sido comprobado experimentalmente al interior de las red de
regulacion genética de uso de L-Arabinosa en Escherichia coli (Mangan et al, 2003).

Otros motivos han tenido mucha menos atencion, uno de ellos es el motivo Bifan. Este motivo se
compone de dos reguladores y dos genes regulados, cada uno de estos regulado por ambos reguladores
(Véase la Tabla 19). Dindmicamente este motivo exhibe un comportamiento poco heterogéneo pero que
recuerda mucho a las compuertas 16gicas caracteristicas de circuitos eléctricos. Se ha observado que
permite regular sefnales pulsadas de forma acumulativa de tal forma que la activacion de los genes blanco
solo sucede cuando los reguladores alcanzan un umbral critico, por otro lado son capaces de diferir
sefiales activadoras funcionando como resistores en paralelo, lo que parece ser importante en diferentes
redes regulatorias que involucran vias de transduccion de sefiales (Lipshtat ez al, 2008)

Recientemente se ha analizado las propiedades dinamicas de motivos de tres y cuando nodos,
extendiéndose su andlisis hacia propiedades dindmicas globales de las redes en las que se han
identificado, particularmente en redes genéticas, de transduccion de senales y neurales, determinandose
lo que se ha definido como estabilidad estructural entendida como la probablidad de que tras una pequetia
perturbacion el motivo pueda regresar a un estado estable (Prill ef a/, 2005). Mediante esta idea, se ha
logrado clasificar en tres clases de comportamiento a los motivos: motivos estables sin
retroalimentaciones, motivos moderadamente estables con una retroalimentacion entre dos vértices y
motivos inestables con retroalimentacion entre mas de 3 vertices. Algunos ejemplos de motivos en las
clases anteriores son el feed-forward loop, el feed-forwrd loop amplificado y el feedbak loop amplificado
respectivamente (Ver Tabla 20) (Prill ez al, 2005; Ingram et al, 2006,). La estabilidad de estas clases
parece contribuir, a decir de los autores, en la organizacion tan caracteristica de las redes biologicas, y
pone de manifiesto la relacion entre la estructura y funcion de motivos de red.

En la misma direccidn, esta aproximacion ya ha sido analizada en el contexto del ciclo celular
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eucarionte con la finalidad de explorar qué tipo de circuitos regulatorios son capaces de exhibir
comportamientos oscilatorios como los que caracterizan al ciclo celular (Ferrell et al, 2011), por un lado
para entender que circuitos son suficientes y necesarios para tales comportamientos y por otro, para
tratar de discernir una topologia minima de las redes de control del ciclo celular eucarionte (Tyson y
Novak, 2010).

Evidencia reciente apunta a que ciertos motivos son capaces de exhibir un comportamiento
oscilatorio bajo una serie de principios regulatorios particulares (Vease Tyson y Novak, 2010; Ferrell et
al, 2011). En consecuencia, el analisis motivo-estrutural y sus propiedades dindmica en el contexto del
ciclo celular es importante por dos razones: por un lado demuestra que dada una cierta estructura de los
motivos es posible derivar su comportamiento dindmico para un conjunto de condiciones especificas; y
por otro, que los comportamientos de tipo oscilatorio al interior de motivos caracteristicos de circuitos
bioquimicos de control del ciclo celular son importantes para entender la regulacién global del ciclo
celular. En la tabla 21 se resumen aquellos motivos cuyo comportamiento dindmico ha sido analizado
teoricamente describiéndose para ellos oscilaciones con diferentes grados de variacion, estos motivos
son el punto de partida de los analisis de este capitulo y se discuten con mas detalle al final del capitulo

como en el siguiente.

Motivo Nombre Tipo de comportamiento dinamico
Feedback Para un conjunto pequefio
negativo de parametros el sistema 1.0 : < ; =
genera oscilaciones que 0.8k
- CDK1
rapidamente llegan a un 206k s 4
= APC
comportamiento estable, 04} ]
<
generando  un  sistema 0.2f ]
oscilatorio amortiguado 0.0l . ey .
0 5 10 15 20 25
(Ferrell et al, 2011) X
Time
Oscilador Este sistema es capaz de
relajado mostrar oscilaciones para
valores grandes de

coeficiente de Hill, en

general cuando las sefiales

son respuestas todo o

nada(Jin y Sendhoff, 2008)
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‘

Interreputor con

autorregulacion

Se comporta de forma muy
similar que el oscilador
relajado para volores del
coeficiente de Hill muy
grandes, sin embargo en
general los periodos de
oscilacion son mas
pequeios(Jin 'y Sendhoff,
2008)

Feed-back loop

negativo

Oscilaciones sostenidas para
un rango de parametros muy
reducido. El analisis de
bifurcaciones muestra que el
sistema tiende a presentar un
cambio de atractor de unn
ciclo limite a un punto fijo
en un rango mucho mas
amplio que en aquellas
condiciones en las que el
ciclo es sostenido (Tyson y

Novak, 2011).

P>II AN

Feedback Loop
Negativo

amplificado

El acople de un Feedback
Loop positivo 'y un
Feedback Loop negativo
mediante un intermediario
comun permite la
generacion de ciclos limites

(Tyson y Novak, 2011)
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Feedback Coexisten dos
positivo de dos | comportamientos para las
nodos insertado | cuatro combinaciones de

en un feedbak motivos: por un lado un
negativo de tres | punto fijo y por otro un ciclo
nodos limite estable. Se observa

que el sistema presenta

bifurcaciones conforme los 4 | ‘

parametros del feedback

negativo cambian, lo que g /) A\ /\ Al 7\ /
. . j L f/ | [ A ;’J | lll [ A ';’ R,‘ /
aleja el comportamiento del | [ | A ‘.\ f‘/ ﬁ\ f ‘-\ [/ {
: : C f \ ( \ / \ { ;‘ \ fi \ [

punto fijo al ciclo limite Jf\ \ N\ AL\ AN AL\ A ’__,-fl-\
/ ’ ! ! Y | ‘\"\\

| A g an / \'-. o

I.

estable  generando  asi | N
.

P>

oscilaciones sostenidas. En
el espacio de parametros, el (] 10
sistema es muy robusto f
observandose bifucaciones
de hopf de forma frecuente
lo que indica que ante
perturbaciones el sistema
rapidamente pasa a un ciclo
limite (Griffiths et al., 2012;
Liet al., 2012)

Tabla 21. Motivos que generan osciladores con diferente grado de variacién. En general se ha observado que el rango
de parametros en los que se observa un comportamiento tipo ciclo limite es muy limitado para feedback negativos, al
ser interados dentro de feedback positivos el rango de los parametros aumenta y se observa que en general las
bifurcaciones tipo Hopf son mas robustas (Tomado y modificado de Tyson y Novak, 2011; Jin y Sendhoff, 2008)

Para explorar el hecho de que ciertos motivos son capaces de generar comportamientos
oscilatorios sostenidos con diferentes grados de variacion en sus periodos, es necesario discutir tres
puntos importantes sobre el paradigma estructura-funcion: por un lado, (Es posible clasificar los motivos
de red en un conjunto de patrones claramente definidos al interior de las redes de control del ciclo
celular?, por otro, dado este conjunto de patrones de interaccion local, ;Es posible identificar posibles
funciones de cada motivo?, y finalmente, dado ese conjunto de potenciales funciones y comportamientos
dindamicos, (Es posible, para un conjunto de motivos representados en las redes regulatorias del ciclo
celular previamente discutidas, poder inferir su papel dindmico en el comportamiento global de la red?.

Para poder discutir estas cuestiones se presenta aqui el analisis motivo-estructural de las redes de control
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del ciclo celular revisadas anteriormente: la red propuesta por Davidich y Bornholdt para S. pombe, la
propuesta de red de control del ciclo celular en A. thaliana y la genérica en mamiferos propuesta por

Faur¢ y colaboradores.

4.4 Analisis motivo-estructural de los modelos de red de regulacion del ciclo celular en

eucariontes

Considerando la discusion de las secciones anteriores, en este apartado se analizan estructuralmente los
modelos de red revisados con miras a identificar motivos funcionales que puedan dar pista de patrones

dindmicos comunes de la organizacion del ciclo celular eucarionte.

El analisis de motivos en una red de interés se centra en el analisis de la frecuencia de un motivo
particular. Supongase que se tienen una red de interés Gr y una red motivo patron Gp de interés que se
desea buscar al interior de G:. Se define entonces un match Gy como una subgrafica de Gr que es
isomorfica a Gp. Se dice que dos graficas G;= (V;, E;) y G2= (V2, Ez) son isomorficas si existe una
correspondencia uno a uno entre sus vértices y las correspondientes aristas entre ellos, es decir, la misma
conectividad (Véase la figura 33). Asi, la frecuencia de un motivo Gp en una red determinada se define
como el nimero maximo de matches de este patron (Staphanopoulos et al, 2004) Existen diferentes
conceptos para determinar la frecuencia de un motivo dependiendo de si los elementos del subgrafo
pueden ser compartidos por dos matches o no simultaneamente, de estas las frecuencias F;, F>y F3 son

las mas relevantes (Schreiber y Schwobbermeyer, 2005a).

a) Gr

¥

b) Gp

Figura 33. Red de interaccion y red motivo patron para el analisis de motivos de red. a) Se observa la red deinterés o Gr
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en la que se desea analizar la existencia de patrones de interés. b) Red motivo patréon o simplemente patron Gp, ejemplifica
la topologia a buscar al interior de la red de interaccion. (Tomado y modificado de Schreiber y Schwdbbermeyer, 2005a)

La frecuencia F; cuantifica cada match de este patron, dando una completa descripcion de todas
las posibles ocurrencias de un motivo atn cuando los elementos de la red Gr han sido usados varias
veces. Es decir, este concepto describe el potencial de la red de exhibir determinados motivo. Por otra
parte, los conceptos F> y F3 restringen el reuso de los elementos de la red compartidos por diferentes
matches de un motivo. Si diferentes matches comparten elementos de la grafica, estos no son
considereandos en la frecuencia. Particularmente F> permite cuantificar matches que comparten vértices
pero no aristas, en consecuencia, /> calcula el nimero de veces que un motivo aparece en la red con
aristas disjuntas. Por otro lado, la frecuencia F’; describe matches que no comparte ni aristas ni nodos,
por lo que puede ser entendida como la descripcion de conjuntos no sobrelapados de motivos en la red

de interés (Schereiber y Shwobbermeyer, 2005b).

La obtencion de las frecuencias anteriores tiene sentido sélo bajo la eleccion de un modelo de
hipétesis nula adecuado en la generacion de las redes aleatorias en las que se compara el motivo de
interés. En particular el algoritmo mas ampliamente sugerido para generar hip6tesis nula es aquel dada
una red de interés se reconectan las aristas de forma arbitraria de forma local. Asi dadas dos aristas (A ,
B)y (C, D), el algoritmo reconecta A con D y C con B, permitiendo asi que ninguna de las nuevas aristas
pudieran existir en la nueva red generada. A esto se agregan condiciones tales como la preservacion del
numero de aristas bidireccionales en la red aleatoria o la preservacion de motivos de tamafio n-/ cuando
se buscan motivos de tamafio n. La idea esencial de este algoritmo es la conservacion de la conectividad
de cada vértice. Puesto que la distribucion de conectividad des una propiedad caracteristica de una red,
este algoritmo asegura que si bien la topologia local de la red cambie se preserve la distribucipon de
conectividad a nivel global, permitiendo asi obtener un modelo nulo para calular la significacion

estadiostica de un motivo de red (Véase la Figura 34, Schereiber y Shwobbermeyer, 2005)
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-

Switch partners

Figura 34. Ejemplo del algoritmo de generacion de redes aleatorias basado en la reconexion de aristas. Dos aristas (A,

B) y (C, D) son reconectadas de tal forma que A se une a D y C con D. (Tomado de Schereiber y Shwobbermeyer, 2005b

Como se mencionod, ademas de las medidas de frecuencia, el analisis de un motivo de red esta
acompafado con el analisis de su significacion estadistica. La significacion estadistica de un motivo para
una red particular puede ser medida mediante el célculo de dos valores: Z-score y el P-value, usando
principalmente la frecuencia F;. Los perfiles de signifiacion basados en el Z-score para un motivo en
particular son utiles para comparar diferentes redes, sin embargo, ambos resultados dependeran del

apropiado uso del criterio nulo descrito previamente:

% Z-score [Z (m)] : se define como la diferencia de la frecuencia F; de un motivo m en la red de
interés y su frecuencia media F; , en un conjunto suficientemente grande de redes aleatorias,
divido por la desviacion estandar o, de los valores de frecuencia de esas redes aleatorias (Maslov

et al., 2003; Milo et al., 2002)

Fi(m) — F1,(m)
g,.(m)

Z(m) =

¢ P-value: Representa la probabilidad P (m) de que un motivo m aparezca en una red aleatoria en
igual o mayor niimero de veces que en la red analizada. Si F es la frecuencia del motivo en la
red de interés, F; - es la frecuencia del motivo en una red aleatoria y N denota el numero de

redes aleatorias generadas, entonces:
P(m)=_%N_ 8c(n) Donde c (n): Fy,,(m) = F1(m)

6 c(n) , la delta de Kronecker, es 1 s6lo cuando la condicion ¢(n) se mantiene, en otro caso es cero. Para
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un calculo razonable se utilizan no menos de 1000 redes aleatorias, en caso de tener menos de 1000 redes,
el P-value es ignorado y el motivo es considerado estadisticamente sobrerepresentado solo si el Z-score

es mayor que 2.0 (Kashtan et al., 2002).

Considerando lo anterior, en esta seccion se presenta el analisis motivo-estructural de las redes

de Schizosaccharomyces pombe, mamiferos y Arabidopsis thaliana siguiendo los siguientes métodos:

I.  Se import6 la topologia de cada red en formato GML al software de analisis de motivos de red

MAVisto (Schreiber, F 'y Schwobbermeyer H, 2005¢)

II.  Cadared fue modificada con el editor grafico de MAVisto: las interacciones fueron identificadas
como inhibidoras (i), marcadas con aristas de color rojo, o activadoras (a), marcadas con aristas

de color verde (Véanse las figuras 35, 36 y 37)

II.  Enel panel de exploracion de MA Visto se modificaron los parametros de nlimero de nodos (size),
namero de redes aleatorias para generar (Randomizations), se fijaron los siguientes valores para

analizar diferentes motivos en cada red:
a. Numero de nodos: 2 y 3.
b. Numero de redes aleatorias a generar para cada exploracion: 2000
IV.  Se recolectaron los datos de la exploracion de cada red en una tabla conteniendo:
1) Un identificador para cada motivo:

=  FYCC para los motivos correspondientes a la red de Schizosaccharomyces pombe,

seguidos de un numero que lo identifica.

=  MCC para los motivos encontrados en la red de regulaciéon en mamiferos seguido

de su correspondiente nimero.

= ACC y su correspondiente numero para los motivos explorados en la red de

regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana.
i) La topologia del motivo analizado

111) Los parametros estadisticos calculados: F;, F>, F3, P-value y Z-score
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1v) La identificacion grafica al interior de la red considerando unicamente la frecuencia F3

4.4.1 Resultados

1. Andlisis de motivos de la red de regulacion del ciclo celular en

Schizosaccharomyces pombe

Figura 35. Red de interacciones para anélisis estructural de la regulacidon del ciclo celular en S. pombe. Se simplificaron
las interacciones en dos grandes grupos, aquellas que son positivas o activadoras (a) aparecen en verde, y aquellas que son

inhibidoras o negativas (i) aparecen en rojo.

Identificador FYCC1
Valor 5
F1
Valor 5
F2
Valor 2
F3
p-value 0.00562
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Z-score

2.155

pp"

sipt

£.e13Cdc2"

Identificador FYCC2
Motivo ‘M'
Valor 46 i
F1
Valor 10
F2
Valor 3
F3
p-value 0.977
Z-score 1.424
Identificador FYCC3
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Motivo

< .¢13/Cdc2*

Valor 18 . i
F1 a Sipt
. . . i
Valor 4 ’
F2 PP a Weel
Valor 2
F3 '
p-value 0.098 a
Z-score 1.412
Steg 1 o
i a
Start
ldentificador FYCC4

Motivo D
Valor 27
F1
Valor 9
F2
Valor 3
F3
z-score 1
p-value 0.065
Start
Identificador FYCC5
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Motivo

< .¢13/Cdc2*

Valor 28
F1 Sipf i
Valor 5
F2
Valor 2
F3 "
Rum1
p-value 0.245
z.score 2.258 |
Sk
Start
Identificador FYCcCé6
Motivo
Valor 6
F1
pp. Weel
Valor 2
F2 i
i
Valor 1 -
F3 Rum1
Cdc2Z
p-value 0.00628
Cde13/Cdcz I
z-score 2.779
Sk
i a
Start
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Identificador FYCC7
Motivo
O O

Valor 21
F1

Valor 9
F2

Valor 3
F3

p-value 0.967

z-score 0.91

Start

Tabla 22. Motivos encontrados en el andlisis estrucutral de la red de regulacion del ciclo celular en S. pombe

ii.

Mamiferos

Analisis de motivos de la red de regulacion del ciclo celular en
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Figura 36. Red de interacciones para andlisis estructural de la regulacion del ciclo celular en mamiferos. Se
simplificaron las interacciones en dos grandes grupos, aquellas que son positivas o activadoras (a) aparecen en verde, y

aquellas que son inhibidoras o negativas (i) aparecen en rojo.

Identificador MCC1 ol
Motivo I:l ‘_.D
Valor 9 .
Fl Cyck
Valor 9 '
F2 a :
Valor 3 i Le2s
F3
p-value 0.0068
Z-Score 2.014
i
UbcH10 ey
Identificador MCC2
Motivo Q
Valor 99
F1
Valor 17
F2

123




Valor 3
F3
p-value 0.99
Z-score 1.678
b2l
oyek
, Cde2
Identificador MCC3 Gyeb
Motivo
o |
Valor 55
F1
Valor 9
F2
Valor 3 e foyek
p-value 0.078
z-score 1.471 qm;“ a
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Identificador

MCC4

Motivo

Valor
Fl

Valor
F2

Valor
F3

p-value

0.639

Z-SCOorec

1.173

UbcH10

CycD

Cdh1

CycH

Identificador

MCC5

Motivo

Valor
F1

22

Valor
F2

Valor
F3

p-value

0.0095
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2.444

Z-Score =
p27
i I SR '
i i Cdc2d [
UbcH1o ! : !
i b )
) i
CycB
Identificador MCC6 loveb
Motivo /I:J\
Valor 54 '

Fl ' . ¥
Valor 16 — ray

o |
Valor 3 '

F3 i
p-value 1 { .
Z-score 0.65 B ;

Identificador MCC7
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Motivo

iCych._

Valor 52
F1
Valor 16 /!
F2
Valor 3 ‘ nﬂ!
F3
p-value 1
Z-score 0
Identificador MCCS8
Motivo E
Valor 52
F1
Valor 8
F2
Valor 3
F3
p-value 0.093
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Z-score 1.395 feveb

)

CycE

Identificador MCC9

Motivo
Valor 13
F1
Valor 8
Valor 4 ‘@ ——
F3
p-value 0.0092 1
Z-score 2.316
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Identificador MCC10 !
Motivo
0 =

Valor 44

F1
Valor 9

F2
Valor 3

F3
p-value 0.389
Z-score 1.466

Identificador MCCl11 e
Motivo I£>
L]

Valor 12

F1
Valor 4

F2
Valor 2 : i Cyen ‘

F3 ; o =
p-value 0.146 i = |
z-score 1.96 ) . " oam

UbcH10

Cyck
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Identificador

MCCI12

Motivo ! !
Valor 10
F1
Valor 4
F2
Valor 2 i cyok
F3
p-value 0.283 & R
Z-score 0.742 = 5 | cant
Cyes
Identificador MCC13
Motivo Cyen
Valor 11
1l cyek
Valor 4 .
F2
Valor 2 .
F3
p-value 0.283
Z-score 1.042 UbeHio
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Identificador MCC14 CyeD

Motivo
Valor 5 :
Fl ry ;
Valor 3
F2 i o
Valor 2 Rb i ot ’
F3 " i Cych i
p-value 0.00138 , ‘ !
Z-Score 2.047 a -

UbcH10

Tabla 23. Tabla de motivos de la red de regulacion del ciclo celular genérica en mamiferos

iil. Andlisis de motivos de la red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis

thaliana

Se efectud un andlisis estructural de la red de regulacion del ciclo celular propuesta en la seccion 3.5 con
la finalidad de localizar motivos estructurales con la capacidad de generar comportamiento dindmicos de
tipo oscilatorio, para ello se simplificaron las interacciones en dos grandes grupos: activadoras (a) e

inhibidoras (i) como en las dos redes anteriores.
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Figura 37. Red de interacciones para analisis estructural de la regulaciéon del ciclo celular en A. thaliana. Se

simplificaron las interacciones en dos grandes grupos, aquellas que son positivas o activadoras (a) aparecen en verde, y

aquellas que son inhibidoras o negativas (i) aparecen en rojo.

Identificador ACC1
Motivo M

Valor 3
F1

Valor 3
F2

Valor 2
F3

p-value 0.945
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Z-SCOore

1.179

APC

CYCAIC' KE
MYB3R
Identificador | ACC2 Apé ork
Motivo i .
; i
d i = i a
Valor 114 SRR a P i MYET7
F 1 a a
Valor 20
F2
Valor 4
F3
p-value 0.188
Z-score 1.239
Identificador | ACC3
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Motivo | APC | B
CYCAIC! KI |
L[] % ,
Valor 17 a
Fl1 ' - ' 3
Valor 3 i 4 ‘ ) : -
F2 N | ;
Valor 2 a
F3 wves
p-value 0.924 a o i -
Z-score 1.466 i I
i
! CYCDICDKS
Indetificador | ACC4 APC | £2Fe
Motivo I:l\ cveaei
i
et
Valor 8 : |
F1 CYCBICOK . 3 ,
Valor 4 N
F2 £25s i
Valor 2 - i r
F3
p-value 0.644 \ 3 .
Z-score 0.205 - : |
RBR a i

CYCDICDK)
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Identificador

ACCS

Motivo
Valor 7 s
F1 wver?
Valor 2
F2 o
Valor 2 MYBSR
F3 )
KRP1
p-value 0.0086 '
1
Z-Score 2414
RBR i
CYCDICDK)
Identificiador | ACC6 |
Motivo CYCAICTKI
E2Fk
Valor 70 i ‘
CYCB/CDKJ
F1 3 i
Valor 16 .
F2 E2Fc /
Valor 4 MYB3R g
i ) SCF
F3 E-I/ '
p-value 0.89 ' ’ i j
Z-Score 1
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Identificador

ACCT

E2Fe

Motivo I:l
Valor 53 b
F l MYBT7
Valor 17 f ’
F2 ’ )
Valor 4
F 3 \ : i SCF
p-value 0.63 a E1
Z-score 1.2 i '
REg ! | CYCD/ICDK)
Identificador | ACCS8
MOthO CYCAIC KI
—>
Valor 31 4
CYCBI/CDKJ
F1 i
Valor 10 i
F2 p
Valor 4 MYB3R
- 2 SCF
F3 i
p-value 1 "
Z-score 0.8 i

CYCD/CDKJ
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Identificador

ACC9

APC i E2Fe
Motivo cveaciKi |
s N 7
- Ty a
Valor 8 i 9 / \
. cveBICDK : i a a o
Valor 3 La | .
F2 ’
Valor 3 : : scr
F3 i
p-value | 0.0029 | ,
Z-score 2.9 i
J | CYCDICDKI
Identificador | ACC10 APC i E2Fe
Motivo cYeAC K |
7N ’ a
£2F+
—> . i
Valor 7 CYCBICDK) > i ‘ | 77
Fl1 f ’ a
Valor 2 " -
F2 ' a
Valor 3 " - : scr
F3 , = |
p-value 0.006 | i
Z-score 2.103 i
g I CYCDICDK/
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Identificador

ACCI11

Motivo

Valor
F1

Valor
F2

Valor
F3

p-value

0.008

Z-SCOore

1.961

CYCAJ/C"KI

APC

CYCBICDK/ /
i

MYB3R

E2Fc

E2Fe

MYB77

SCF

CYCDI/CDK/

Identificador

ACCI2

Motivo

af]s

Valor
F1

17

Valor
F2

Valor
F3

p-value

0.758

Z-SCOore

0.759

E2Fc

CYCA/CT Ki

RBE

E2Fc

E2Fe

E2FF

MYB77

SCF

CYCDI/CDK)
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Identificador | ACC13
Moti
Valor 8
F1
Valor 4
F2
Valor 2
F3
p-value 0.0088
Z-score 2.802

CYCAIC Kl

CYCBI/CDKJ

MYB3R

APC

E2Fh

E2Fe

CYCD/CDK/

MYBT77

SCF

Tabla 24. Motivos en la red de regulacién propuesta para el control del ciclo celular en Arabidopsis thaliana.
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Parte 111

Analisis de resultados y conclusiones

En el capitulo 5 se presenta un andlisis integrativo de los resultados obtenidos en los capitulos 3 y 4 de
este trabajo, se presenta el analisis de los actractores encontrados en las redes propuestas en el capitulo
3 y se discute la pertinencia de estos resultados en términos del tipo de atractore, las fases que recupera
y la escala regulatoria. Se presentan también el analisis de los motivos de red encontrados en el capitulo
4 y se discute la pertinencia de estos en la generacion de comportamientos de tipo oscilatior sostenido y
su probable rol regulatorio en las diferentes fases y transiciones del ciclo celular en cada organismo.

Se discute ademas en términos generales la importancia del paradigma estructura-funcion en el analisis
de la regulacioén dindmica del ciclo celular eucarionte y se presentan algunas pautas generales a seguir

en trabajos posteriores.
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Capitulo 5

Discusion y perspectivas sobre los modelos de red de la regulacion del ciclo celular

En el presente capitulo se discute a modo de conclusion el papel que la biologia de sistemas y en
particular, el uso de modelos de redes de regulacion, ha adquirido en el entendimiento de los procesos
bioldgicos en la escala celular.

Ademas, se discueten los resultados obtenidos sobre la modelacion dinamica y las propiedades
estructurales descritas en los capitulos 3 y 4 de esta tesis a la luz de una vision integrativa del estudio del
ciclo celular eucarionte. Se discute al final algunas ideas que surgierén durante el analisis de los modelos
y que, a manera de propuesta, podrian ser implementados a futuro, particularmente, la extension de los
modelos de red aqui analizados a modelos de red basados en EDO y la aplicacion de herramientas de la

teoria de control al analisis de estas redes.

“Evolution is not just "chance caught on the wing". It is not just a tinkering of the ad hoc, of bricolage, of contraption.

It is emergent order honored and honed by selection.”

Stuart A. Kauffman
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5.1 Discusion y perspectivas sobre los modelos de red booleana como herramientas para

entender diferentes procesos biol6gicos

Como se mencion6 en el capitulo 1, los modelos de red son una herramienta que permite integrar y
analizar dindmicamente el comportamiento de multiples componentes interconectado de manera no
lineal, por lo que han sido exitosamente usados desde la escala molecular, celular, tisular, organismica y
poblacional (Proulx et al., 2005). El enfoque de redes regulatorias ha permitido abordar preguntas sobre
el comportamiento dindmico de diferentes sistemas desde las interacciones entre los componentes, su
conservacion evolutiva o su contraste con redes similares, y de forma muy importante, en el estudio de
las propiedades dindmicas emergentes resultado de las interacciones entre todos los elementos del
sistema y que no pueden ser entendidas mediante el estudio aislada de cada uno de los componentes.

La simplicidad del formalismo booleano ha permitido el andlisis de tales propiedades emergentes
al interior de las redes regulatorias en la escalar celular y molecular, permitiendo estudiar diferentes
procesos que hasta hace poco s6lo habian sido descritos de forma estatica, asi se ha aplicado este
formalismo, entre otros casos: en el circuito de regulacion de lisis/lisogenia en la bacteridofaga lambda
(Thieffry y Thomas, 1995), la especificacion de los érganos florales en A. thaliana (Mendoza y Alvarez-
Buylla, 1998; Mendoza ef al., 1999; Espinosa-Soto et al., 2004), la respuesta de polarizacion del sistema
inmune (Mendoza, 2006) o la determinacién del patron de segmentacion en los embriones de Droshopila
melanogaster (Sanchez and Thieffry, 2001; Albert and Othmer, 2003; Sanchez and Thieffry, 2003;
Chaves et al., 2006; Chaves and Albert, 2008; Sanchez ef al., 2008), en los que se ha reproducido en
forma preciso las observaciones experimentales. Particularmente es interesante el estudio sistematico de
estos enfoques para la descripcion de la red que subyace la diferenciacion de los tipos celulares en
Arabidopsis thaliana en la que con las diversas versiones y actualizaciones de la red se han obtenido 10
atractores puntuales que corresponden a los 10 patrones de expresion observados experimentalmente, lo
que refuerza la tesis expuesta por Stuart Kauffman de que los atractores pueden corresponder a destinos
o comportamientos celulares particulares (Kauffman, 1969)

La exitosa aplicacion de los modelos de red booleana se debe en parte a que permiten la
integracion de observaciones de tipo cualitativo entre las interacciones de los componentes moleculares
(genes, proteinas, factores de transcripcion, hormonas, etc.) de forma coherente con un minimo de
informacion acerca de los detalles cinéticos de su comportamiento. Por otro lado, el anélisis de los

modelos de red booleana es mas tratable que el necesario para el analisis de modelos basados en
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ecuaciones diferenciales que inevitablemente tienen un mayor numero de parametros desconocidos,
mientras que en los modelos booleanos se facilita el estudio sistematico de los posibles estados estables
y sus cuencas de atraccion (Kauffman, 1993).

Sin embargo, ha habido algunas criticas al modelo propuesto por Kauffman. Se considera que
estas aproximaciones son poco realistas desde el punto de vista bioldgico puesto en que en primer lugar
la mayoria de los modelos booleanos describen la activacién de los genes de forma sincronica, en
segundo lugar el caréacter discreto del estado de los genes y finalmente el que no se considera que muchos
de los genes tiene diferentes tiempos de relajacion (Le Novere, 2015). Sin embargo, y como apuntan
diversos autores, la riqueza de los modelos de red booleana para la representacion de procesos genético-
moleculares radica justamente en su simplificacion misma que evidencia que la dindmica de la red
depende de las propiedades generales de su topologia (Glass, 1975; Albert y Othmer, 2003; Bornholdt,
2005)

Algunos de estas criticas parecen ser superadas por un lado con la introduccion de enfoques de
actualizacion asincronica (Garg et al, 2008), lo que puede permitir observar comportamientos en los
atractores que es imposible observar al considerar que todos los genes se activan al mismo tiempo (Albert
et al.,2008). Un ejemplo interesante puede observarse en el modelo propuesto por Fauré y colaboradores,
en el que se propone una metodologia basada en un enfoque sincronico/asincronico en el que
dependiendo el elementos regulatorio es posible suponer una completa sincronia o asincronia de la
actualizacion de su estado, logrando recuperar con este método algunas oscilaciones transitorias que
podrian suponer comportamientos complementarios al ciclo canénico (Fauré et al., 2006)

Finalmente, los modelos de red booleana constituyen una herramienta ttil en muchos contextos,
por un lado han sido utiles en la prediccion de nuevas interacciones entre componentes moleculares: el
red de regulacion del ciclo celular en S. cerevisiae (Orlando et al., 2008), la red de regulacion de los
tipos celulares de la flor de Arabidopsis thaliana (Espinosa-Soto ef al., 2004), la red de control de células
B humanas (Basso et al., 2005) o la cascada de sefializacion de las MAPK (Calzone et al., 2005); por
otro lado explorar el efecto que las perturbaciones externas e internas a la red tienen sobre el
comportamiento de la misma en diferentes contextos celulares (Li et al., 2007).

Una interesante perspectiva deriva del enfoque de la biologia de sistemas en el cual las redes
booleanas adquieren un papel importante es el de probar hipotesis experimentales in silico, el disefio de
experimentos dirigidos basados en resultados de simulaciones computacionales y la complementacioén

de estrategias dirigidas a optimizar disefios experimentales. Las redes booleanas, por su simplicidad y
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réapida implementacion, pueden ser una herramienta fundamental en la descripcion de procesos celulares
puesto que complementan la investigacion experimental y en conjunto permiten establecer un marco

descriptivo mas integrativo.

5.2 Andlisis, discusion y perspectivas sobre el comportamiento dindmico de las redes de

regulacion del ciclo celular en eucariontes

En el capitulo 3 de este trabajo se analizo el comportamiento dindmico de tres redes de regulacion del
ciclo celular en formalismo booleano: Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae 'y
genérica en mamiferos. También se propuso una red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis
thaliana cuyo comportamiento dinamico no fue analizado en este trabajo, sin embargo se discutira mas
adelante sobre este modelo en esta seccion.

Como se describio6 en la seccion 3.2, se propuso un modelo de red modificada de la regulacion
del ciclo celular en S. pombe a partir del modelo propuesto por Davidich y Bornholdt (Davidich y
Bornholdt, 2008) debido a las siguientes consideraciones: a) El uso de formalismos booleanos basados
en funciones con umbrales donde la actividad de un nodo resulta de la sumatoria de sus reguladores y el
resultado es comparado con un valor umbral de activacion, b) La incorporacion de la actividad de las
ciclinas de inicio en un s6lo nodo aun cuando estas tenga diferente regulacion y blancos, c) La actividad
de Clp1 como la posible fosfatasa PP previamente propuesta en ese modelo, d) La presencia de un inico
atractor de tipo punto fijo y la posibilidad de modificar el modelo con mas evidencia experimental y
poder obtener un atractor de tipo ciclo limite en cuyos estados se encontraran representadas las fases del
ciclo.

El primer paso en el andlisis de este modelo fue la comparacion del formalismo booleano basado
en umbrales con uno basado en reglas 16gicas por lo cual se derivaron las tablas de verdad descritas por
la informacion propuesta por Davidich y Bornholdt, para una vez obtenidas, simular su comportamiento
dindmico. Como se observa en las tablas 6 y 8, la derivacion de estas reglas logra recuperar un inico
atractor de punto fijo cuyo perfil de activacion es similar al presentado por los autores como el
correspondiente a fase G1, sin embargo, en este trabajo no se realiz6 el andlisis de la cuenca de atraccion
del atractor para confirmar si este resultado era dindmicamente equivalente al propuesto por los autores
al incluir en su cuenca las fases del ciclo celular previas y en el orden temporal adecuado, por lo que en

ese sentido, esté primer paso es inconcluyente puesto que no podemos asegurar que ambos formalismos
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sean equivalentes en sus resultados.

El segundo paso fue la descripcion de un modelo modificado que resolviera los puntos
problematicos del modelo de Davidich y Bornholdt previamente descritos. Como se presenta en la
seccion 3.2.3, se construyd un modelo de red que es capaz de recuperar un Unico atractor de tipo ciclo
limite de grado 7 que corresponden a las fases: G1 temprana, transiciéon G1/S, S temprana, S tardia, G2
temprana, G2 tardia y salida de M. Sin embargo, es importante hacer notar que se logra describir y que
no parece coincidir dada la evidencia experimental. Como se observa en la Tabla 10, el primer estado se
observa que so6lo Ste9 y Rum1 permanecen encendidos lo que concuerda con el hecho de que en fase G1,
los niveles de Cdc13 son bajos debido a que Ste9 la lleva a degradacion y por otro lado Ruml inhibe la
formacion de los complejos Cdk-ciclina. En la transicion G1/S que podria estar representada en el
siguiente estado, poco a poco los niveles de Cdc13 comienzan a aumentar y la activacion de las ciclinas
de inicio comienza a ser evidente (Clgl, Pucl, Cig2). Debido a esto, en el siguiente estado del atractor
se observa que la actividad de Rum1 y Ste9 son abatidas por la actividad de las ciclinas de inicio en uniéon
con Cdc13. Conforme se pasa a fase S, la actividad de las cinasas de inicio comienza a ser elevada en
complejo con Cdc13 y las cinasas Weel/Mik1 comienzan a ser activas. Si bien la actividad de estas dos
cinasas comienza a ser evidente desde fase S, el maximo de actividad se observa durante fase G2
temprana. Por otro lado en G2 tardia, Weel/Mikl1 es fosforilada e inactivada por Cdc13, mientras que la
fosforilacion de la Tyr-15 en Cdc13 es removida por Cdc25que es activada al mismo tiempo que Weel
es inhibida. Es durante esta fase que se esperaria observar también que la fosfatasa Clpl comience a ser
activa, permitiendo asi la regulacion de la transicion G2/M al inhibir la actividad de Cdc25 (Navarro y
Pearce, 2012; Navarro et al., 2012)

Finalmente se observa en el ultimo estado la actividad de Ste9, lo que sugiere la activacion del
complejo APC y el inicio de la fase M, mientras que la actividad previa de Clp1 mantiene un loop positivo
en la activacion de Ste9 y el inicio de otros eventos como la activacion de la separasa para la salida de
M. Se observa ademas que Ruml esta presente, lo que sugiere que el mecanismo de entrada a G1 y el
inicio del nuevo ciclo comienza (véase una detallada explicacion en: Humphrey y Pearce, 2005)

Los resultados anteriores sugieren que si bien este modelo considera algunas inconsistencias
experimentales que deben ser resueltas: La activacion temprana de Rum1 en fase M; la activacion de
Weel desde la transicion G1/S ya que es durante fase G2 que comienza a ser activa e inactivada en G2
tardia por Cdc2 (Sveiczer et al., 2000); y de forma muy importante la activacion de Clp1 en la transicion

G1/S y fase S y su ausencia en G1 temprana y G2 temprana lo que se esperaria dada la evidencia
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experimental que apunta que efectivamente Clp1 es relocalizada desde el nucléolo so6lo al inicio de fase
G2, activando la subred controlada por SIN, permitiendo asi la correcta cintocinesis (Wolfe, 2004); las
transiciones importantes del ciclo descritas anteriormente parecen estar ejemplificadas en la dindmica de
forma muy general y pueden ser el principio para integrar modelos mas coherentes de la regulacion del
ciclo celular en S. pombe

El segundo modelo analizado fue el modelo de red de la regulacion del ciclo celular en
Saccharomyces cerevisiae. Con base en el modelo de Li (Li et al., 2004), y con la informacién
experimental recuperada por Irons (Irons, 2009) y Mangla (Mangla ef al, 2010), se propuso un modelo
de red booleana cuyas reglas logicas fueron derivadas desde un inicio. Como se mostrd en la seccion
3.3.1, este modelo incorpora a los reguladores CInl2 (que incluye a Clnl y CIn2), CIn3, Cdhl, Sicl,
Clb56 (incluye a CIb5 y Clb6), MBF, SBF, YHP1, YOX1, HCM1, SFF, Swi5, Cdc20, Clb12 (incluye a
Clbl y Clb2), Cdc14 y las subredes FEAR y MEN. El modelo simulado bajo un enfoque sincronico,
logra recuperar dos atractores, el primero es un atractor de punto fijo con un tamafo de cuenca de 102400
estados y el segundo atractor es un ciclo limite de grado 5 con un tamafo de cuenca de 28672 estados
(Ver tabla 14).

Con respecto al primer atractor podemos observar que Unicamente aparecen encendidos Sicl y
Cdhl. Sicl se espera tener un nivel de expresion alto durante el final de mitosis y hasta antes del punto
de INICIO. Por otro lado Cdh1 si bien permanece constante durante el ciclo, es so6lo durante fase G1 que
es capaz de unirse al APC. Con respecto a esto, podriamos considerar que este atractor corresponde a un
tipo de estado quiescente previo a al punto de INICIO (Gray et al., 2004)

Por otro lado, el ciclo limite se compone de 5 estados consecutivos. El primer estado se observa
la activacion de CIn3, Sicl y MEN. Este estado podria corresponder a una fase G1 temprana donde tras
el punto de INICIO las sefiales externas activan la expresion de Cln3, si bien Sicl y MEN estan activos
en este estado. El siguiente estado se observa la activacion de SBF, MBF, Clnl2, lo que podria
corresponder a una fase G1 tardia o la transicion G1/S puesto que en este estado, una vez que CIn3 ha
sido activado, este activa a los factores transcripcionales SBF y MBF, que a su vez permiten la expresion
de Clnl y CIn2, que estan involucradas en la transicion G1/S. En el tercer estado se observan activos
SBF, Yox1, Yhpl, Hcml, CInl12, Clb56. YOX1 y YHP1 funcionan como inhibidres de la actividad de
CIn3 durante fase S y hasta fase M, por lo que su presencia es indicio de fase S. Si bien es cierto que aun
esta presente SBF, esta comenzara a ser inactivada gracias a la actividad de Yox1 y Yhpl. Por otro lado

la actividad de CIb56 en conjunto con Clnl2 son importantes indicadores del inicio de fase S (Hu y
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Aparicio ,2005).

En el cuarto estado se observan activos YHP1, SFF, Clbl12, Clb56, CDH1 y FEAR. Esto podria
corresponder a una fase G2. En esta fase se observa que CIb12 es activa gracias a que SFF promueve su
transcripcion, y puesto que la actividad de SFF esta controlada por SBF y Heml del estado anterior, es
posible observar a estos dos reguladores (SFF y Clb12) en esta fase. La actividad de FEAR comienza a
observarse preparando los eventos de entrada a fase La actividad de YHP1 es evidente

Finalmente, en el quinto estado se observan activos a Swi5, Clb12, Cdc20, Clb56, Cdc14, Sicl,
Cdhl, FEAR y MEN. Se espera que Clbl2 esta activo puesto que es necesaria para la entrada a
mitosis, por otro lado la actividad de Cdc20 y Swi$, la actividad de Swi5 es necesaria para la activacion
de Sicl, mientras que Cdc20activa a las vias FEAR y MEN necesarias para la actividad de Cdc14. Esto
eventos son necesarias para ejecutar la transicion a la anafase. Posteriormente, Cdc14 es necesaria para
la activacion de Cdhl, que permitira la salida de mitosis y preparar la division celular (Humphrey y
Pearce, 2005; Haase y Wittenberg, 2014)

En conclusion se pueden advertir dos aspectos de este modelo: por un lado el modelo no logra
recuperar completamente los eventos caracteristicos de las diferentes fases como si lo logran hacer otros
modelos como el de Irons (Irons, 2009), lo que parece ser logrado incorporando retrasos temporales en
la expresion de algunos nodos como de la presencia de otros nodos que caracterizan diferentes fases
particulares: CIn3 en respuesta a Yhpl; Cln2, CIb5 y Yhpl en respuesta a SBF y MBF; y la actividad de
Cdc20 y Swi5 en respuesta a SFF pueden tomar hasta dos veces el tiempo que los demas nodos (Bahler,
2005), por lo que esta temporalidad tiene que ser captura formalmente en modelos méas completos. En
segundo lugar, hay algunas expresiones de nodos en el modelo que no deberian presentarse, en particular:
MEN se expresa en el primer estado del ciclo limite, CIb56 permanece desde fase S a M, y Clb2 comienza
a aparecer incluso antes de la activacion de SFF. A pesar de estos hechos, parece que las fases G1 y M
parecen estar muy bien caracterizadas con los reguladores mas importantes, por lo que este modelo es
una muy buena aproximacion a la descripcion dinamica del ciclo en S. pombe, y en particular de los
eventos de fase M, algo que ya se observaba en modelos mucho mas elaborados basados en EDO (Barik
et al, 2010), lo que supone que la aproximacion aqui adoptada podria ser un buen camino para establecer
un modelo mas completo de la regulacion del ciclo celular en S. cerevisiae.

Por otro lado, la incorporacion de las vias MEN y FEAR aun parece ser un tema de discusion.
Por un lado se sabe que la actividad de Cdc14, que juega un papel importante en la inactivacion de los

complejos Cdk-ciclina durante la salida a mitosis, en la mayor parte del ciclo permanece en el nacleo
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inactiva y s6lo después de la anafase es liberada mediante la actividad de la via MEN. Sin embargo
Cdc14 es liberada en anafase temprana también por la via FEAR que parece no ser esencial para la
correcta actividad de Cdc14, por lo que el rol relativo de ambas parece ser un tema de discusion todavia
(Kamieniecki et al., 2005; Attner y Amon, 2012)

El tercer modelo analizado fue la red de regulacion del ciclo celular genérica en mamiferos.
Considerando el modelo propuesto por Fauré, se decidié actualizar las reglas ldgicas e incorporar a la
red al regulador c-Myec. La evidencia sugiere que c-Myc es un importante regulador de la transicion del
estado quiescente al estado proliferativo puesto que se ha observado que los mutantes nulos de c-myc
presentan retrasos en la entrada a fase G1 o bien no lograr pasar el punto de INICIO del ciclo celular,
permaneciendo en estado quiescente (Schmidt, 1999). El andlisis de esta red actualizada y modificada
bajo un enfoque sincrénico permitid obtener dos atractores: el primero es un atractor de punto fijo con
un tamafio de cuenca de 1024 estados, mientras que el segundo es un ciclo limite de grado 7 con un
tamafio de cuenca de 1024 estados.

El atractor de punto fijo parece describir la fase GO, donde caracteristicamente estan activos los
inhibidores Rb, p27 y Cdhl, ademas puesto que c-Myc esta inactivo es imposible la entrada a fase G1
siendo c-Myc el nodo maestro de control de la salida del estado quiescente y la entrada a proliferacion
(Dang, 2012)

El segundo atractor, es un atractor de tipo ciclo limite de grado 7 en el que se observa lo siguiente:
Las primeras ciclinas expresadas son las ciclinas D (CycD) que comienzan a expresarse en fase Gl
temprana permitiendo la procesion a lo largo de G1. Las siguientes ciclinas en activarse son las ciclinas
de tipo E (CycE), que comienzan a expresar en fase G1 permitiendo el paso por la transicion G1/S. Por
otro lado, las ciclinas A (CycA) comienzan a ser expresadas en fase S temprana permitiendo la
progresion en la fase S en conjunto con CDK2, mientras que en conjunto con CDK1 funcionan como
reguladoras de fase G2 e importantemente en la transicion G2/M. Finalmente las ultimas ciclinas en
activarse son las ciclinas B (CycB), que comienzan a expresarse lentamente al final de fase S teniendo
su maximo durante la transicion G2/M regulando su paso por ella y la progresion por fase M. c-Myc se
ha sugerido comienza su actividad en fase G1 a G1 tardia permitiendo la inactivacion de p27, que a su
vez activa a CycE via la actividad de E2F permitiendo el paso en la transiciéon G1/S, por lo que su
activacion maxima se esperaria hacia en la transicion G1/S y hasta G2, al tiempo que la actividad de Rb,
el blanco de CycE, comienza a ser abatida. Por otro lado con la activacion de CycE se espera que la

actividad de p27 disminuya. La actividad de CycA contribuye a mantener la inhibicion de Rb y p27,

148



inactivando de esta forma a E2F y CycE, como al complejo APC. Puesto que CycA inactiva a Cdhl, la
actividad de Cdhl se espera nula en G1/Sy S, mientras que este hecho permite observar la actividad de
CycB (Gérard et al., 2009)

Por otro lado, se esperaria que Cdhl comience su actividad de fase M tardia y hasta fase G1 tardia
del siguiente ciclo, mientras que la actividad de Cdc20 se esperaria con un maximo en fase M, aunque
su activacion comenzara en la transicion G2/M. Finalmente la actividad de UbcH10 es méxima en fase
M, por lo que el ultimo estado concuerda con el hecho de que Cdc20 y Cdhl caracterizan fase M,
mientras que si bien se observa la actividad de CycD, podria considerarse un artefacto del modelo
referente a los tiempos de relajacion de la actividad de este nodo (Lim ef al., 2013)

Considerando lo anterior, es claro que este modelo atin no logra recuperar completamente los
perfiles de expresion de los reguladores considerados conforme la evidencia experimental, sin embargo
es una buena aproximacion puesto que como se describio, de forma muy general se recuperan los eventos
clave de las diferentes fases como las transiciones G1/S y G2/M. Un punto interesante de este modelo y
que debe ser considerado con suma atencion es que el proto-oncogen C-myc parece ser un importante
regulador de fase Gl, particularmente del llamado punto de INICIO Se ha descrito de forma muy
importante, que muchos genes de respuesta temprana, como c-Myc, son importantes en el transito de
estado quiescente a proliferativo, exhiben retraso, y que parecen, en principio, ser de importancia
dindmica en la transicion G1/S, de ellos C-myc parece ser un importante regulador maestro (Gérard y
Goldbeter, 2010; Dong et al., 2014)

Finalmente, como se explico en la seccion 3.5, la propuesta de red de regulacion del ciclo celular
en Arabidopsis thaliana, forma parte de un proyecto mas amplio que pretende entender la organizacion
del nicho de células troncales en el meristemo de la raiz de Arabidopsis thaliana y que involucra ademas
de la red aqui presentada, la red de control de la diferenciacion de los tipos celulares en el nicho de células
troncales (Azpeitia et al, 2010)

Recientemente, la topologia de red aqui presentada fue utilizada y extendida para formalizar un
modelo de red booleana que logra recuperar los patrones de expresion caracteristicos de los diferentes
reguladores en cada una de las fases del ciclo. El modelo incorpora 29 interacciones de los
reguladores, de las cuales 3 son evidencia propuesta con base en interacciones reportadas en
animales: E2FDb activa positivamente a SCF, CDKB1;1 en complejo con CYCAZ2;3 inhibe a E2Fa 'y
finalmente el complejo APC/C regula negativamente a SCF, asi como 16 interacciones inferidas

mediante analisis bioinformatico (Véase la seccion 3.5 y Ortiz-Gutierrez E et al, 2015; para mas
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detalles). El modelo recupera un tnico atractor de tipo ciclo limite de grado 11 al cual convergen
todas las trayectorias: los estados 1 y 2 corresponden a fase G1 donde durante fase G1 temprana los
complejos CDKA-CYCD3 (ejemplificada por la presencia de CYCD3) estdn ausentes por la
presencia de KRP1. Por otro lado no estan presentes las ciclinas mitoticas CYCA2;3 ni CYCBI1;1, el
complejo APC/C presente en G1 tardia. Se observa la presencia de RBR lo que se espera para
mantener a los E2F inactivos. El tercer estado corresponde a la transiciéon G1/S donde la presencia
de CYCD3;1 induce la fosforilacion de RBR y su posterior inactivacion. La cuarta configuracion
corresponde a fase S con la actividad de CYCD3;1, E2Fa y E2Fe. El estado cinco se observa la
actividad de E2Fc y E2Fb, lo que sera necesario para la actividad de la transicion G2/M. El sexta
estado, MYB77 es activo junto con los reguladores del quinto estado. En el estado siete se observa
laactividad de MYB77, MYB3R, KRP1,CYCA2;3, CDKBI1;1, CYCBI;1, E2Fe, E2Fb, E2Fa y SCF,
constituyendo asi los estados seis y sietes a la fase G2. El estado ocho corresponde a la transicion
G2/M donde KRP1 es inactivado por CDKBI1;1-CYCAZ2;3, caracterizando asi esta fase. En los
estados nueve y 10 se observa que la ausencia de KRP1 promueve la activacion de los complejos
mitdticos CDKA;1-CYCBI;1 que promueven la mitosis. La ausencia de APC en los estados nueve y
diez es consistente con que esta solo es necesaria para la salida de mitosis que ocurre justamente en
el estado once (Ortiz-Gutierrez et al., 2015). La importancia de que la topologia de la red propuesta
asi y su validacion dinamica en el trabajo previamente citado, hace evidente que esta red es suficiente
para recuperar el oscilador caracteristico en Arabidopsis. Es importante considerar que si bien en esta
tesis no se abordod el comportamiento dindmico, los aspectos estructurales deben ser importantes en
el comportamiento de la red, por lo que la discusion en ese sentido debe ser atendida sobre los motivos
regulatorios de la red de control aqui presentada y las consideraciones dinamicas descritas en el
trabajo de Ortiz-Gutierrez y colaboradores.

En los modelos analizados anteriormente, uno de los puntos importantes fue la descripcion de
atractores de tipo ciclo limite en cuyos estados se recuperan parcial o completamente las diferentes
fases y transiciones caracteristicas del ciclo considerado. Como se observa en los modelos de Irons
(Irons, 2009) y Orlando (Orlando et al., 2008), este resultado parece ser el punto de partida en la
descripcion del ciclo mediante redes booleanas. Se ha sugerido que el ciclo celular, en general, debe
ser entendido como un comportamiento tipo ciclo limite en el que las oscilaciones sostenidas de los
complejos cdk-ciclina y sus reguladores resulta del transito dindmico a lo largo de un ciclo limite

estable, y este comportamiento tipo ciclo limite sugiere que el ciclo celular puede ser visto como un
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ritmo celular autdbnomo correspondiente a la auto-organizacion espacio temporal de la red regulatoria.
Asi, el comportamiento de tipo ciclo limite permite una base dindmica explicita a la secuencia de
transito de los reguladores moleculares que es independiente de las reglas matematicas impuestas por
diferentes formalismos (Gérard y Goldbeter, 2012).

En ese sentido, se ha sugerido que las redes con un mayor nimero de interacciones negativas en
su interior son capaces de exhibir comportamientos de tipo ciclo limite (Glass, 1975). La busqueda
de ciclos limites al interior de redes booleanas no es un problema trivial y se conoce como el problema
NP-Hard (Just W., 2006). Se ha sugerido ademas que los ciclos limite son altamente sensitivos al
esquema de actualizacion de la red, particularmente, se ha sugerido que redes carentes de circuitos
negativos o con un nimero reducido de estos, pueden desaparecer como resultado de cambios en el
esquema de actualizacion (Goles y Salinas, 2008). La importancia de analizar modelos que logren
describir comportamientos con ciclos limite por tanto es muy amplio, y en la descripcion de tales
modelos es importante el analizar cuidadosamente el esquema de actualizacion y los algoritmos
usados para su analisis.

Considerando lo anterior, la comparacion entre los modelos descritos en este trabajo muestra
algunos resultados interesantes. En primer lugar se observa la presencia de varias duplicaciones en
los elementos de las redes, particularmente en A. thaliana. En este organismo existen hasta mas de
diez copias de algunos genes claves de la red de control del ciclo celular, particularmente familias de
CYCs y CDKs. Mientras que en mamiferos y levaduras las copias son menores en nimero. El caso
particular de la proteina retinoblastoma llama la atencion, puesto que como se observa en la tabla 19
, A. thaliana solo tiene una copia mientras que en mamiferos (humanos) existen 3 (Giacinti y
Giordano, 2006); la pregunta que surge es: ;Qué propiedades dinamicas provee a las redes de control
la presencia de multiples copias de genes de las redes de control?, una posibilidad puede ser que estos
genes duplicados se unan dindmicamente a vias de control diferentes, lo que posibilita que la red
adquiera nuevos niveles de regulacion en el tiempo, siendo mas robusta ante sefiales externas, o bien,
que la presencia de estas duplicaciones en los elementos funcione como un mecanismo de
compensacion ante mutaciones en esos genes, permitiendo que el sistema de control sea robusto
dindmicamente, esto es, que la respuesta en el tiempo sea la misma aun cuando algunos de los
elementos tengan mutaciones y no sean funcionales. Por otro lado y como se apunt6 en el capitulo 4,
estos eventos de duplicacion son un posible mecanismo mediante el cual las redes de control

bioldgico adquieren su estructura libre de escala lo que les confiere robustez estructural y dindmica
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(Barabasi y Oltvai, 2004)

La segunda e interesante diferencia es la importante regulacion transcripcional en la red de
Arabidopsis y en menor medida la genérica de mamiferos, mientras que en el caso de las levaduras
S. pombe y S. cerevisiae por no existen tantos reguladores transcripcionales, particularmente estas
levaduras no tiene homologos de RBR, pero en S. cerevisiae Whi5 toma un papel funcional parecido
mientras que en S. pombe no se ha identificado alguno. En el caso de los reguladores E2F, tanto
Arabidopsis como mamiferos cuentan con familias grandes de estos mientras que en S. pombe y S.
cerevisiae SIMBF y SBF tienen un papel analogo en la transicién G1/S aunque sus redes regulatorias
no parecen compartir estructuras similares (Wittenberg y Reed, 2005). En el caso de los reguladores
transcripcionales MYB, no existen analogos en S. pombe ni S. cerevisiae, pero Map1 (Oliva et al,
2005) y Mcm1 (Althoefer et al., 1995) parecen cumplir ese rol funcional en la transicion G2/M en

cada levadura respectivamente.

Finalmente, con respecto a la comparacién con los modelos basados en umbrales, y como se
menciono previamente, se ha cuestionado mucho el uso de los modelo basados en umbral debido a
que los resultados dependen mucho del valor del umbral utilizado en la funcién de cada nodo, atn
mas, el uso de funciones basadas en umbrales requiere que se asuma que el estado de cada nodo en
el tiempo resulta de un efecto aditivo de la activacion o inhibicion de sus reguladores (Zafiudo, 2010;
Darabos, et al, 2011), en contraste el modelo propuesto aqui supone que la actividad de los nodos
depende de la accidon combinatoria de sus reguladores, asi este comportamiento combinatorio
depende de la presencia o ausencia de otros reguladores en cada nodo (Perissi ef al, 2010). Si bien
ciertos procesos celulares modelados mediante funciones booleanas basadas en umbrales han sido
descritos coherentemente (Li et al, 2004), otros parecen estar mejor integrados bajo la descripcion de

un enfoque combinatorio basado en reglas (Espinosa-soto et al, 2004;

5.3 Discusidn y perspectivas sobre las propiedades estructurales de las redes de regulacion del

ciclo celular en eucariontes

Como se describid en la seccion 4, los valores del z-score y el p-value son los parametros usados

para determinar cudndo la frecuencia de un motivo es estadisticamente significativo. El valor del z-
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score como se describid es calculado encontrando la diferencia en la frecuencia del motivo en la red
de interés y la frecuencia media del motivo en redes aleatorias divida entre la desviacion estandar
de la frecuencia en redes aleatorias. Entre mas grande el valor del z-score del motivo, mas
sobrerrepresentado estd en la red de interés. Se ha asumido que el umbral por encima del cual se
considera que un motivo esta sobrerrepresentado es Z=2. Por otro lado el p-value analiza si la
probabilidad de que el nimero de veces que un motivo aparece en una red aleatorio es igual o mayor
que el nimero de veces que el motivo estd presente en la red en cuestion. Entre més bajo el valor del
p-value, significa que es mas significativo el motivo. El umbral por debajo del cual el p-value debe
ser considerado significativo es 0.01. En conjunto estos dos parametros permiten distinguir entre
subgrafos sobrerrepresentados y aquellos que no lo estan (Schereiber y Shwdbbermeyer, 2005;
Kashtan et al., 2002). Considerando lo anterior, en esta seccion se analizaran los resultados de los

motivos encontrados en las tres redes analizadas en la seccion 4.4.1:

i. Motivos de la red de regulacion del ciclo celular en Schizosaccharomyces pombe

Como se observa en la tabla 22, el motivo FYCCI tiene valores de Z=0.00562 y p-
value=2.155, por lo que puede ser considerado como una subgrafica sobrerrepresentada. En
la red de regulacion se observa dos motivos, el primero conformado por Slp1-Cdc13*: Sipl
inactiva a Cdc13, y al mismo tiempo Cdc13 activa a Slp1; el segundo conformado por Ste9-
Cdc13: Ste9 inactiva a Cdc13, por otro lado, Cdc13 inactiva a Ste9. Como se describe en la
tabla 21, el motivo Slp1-Cdc13* corresponde a la estructura de un feedback negativo, por lo
que se esperaria que bajo ciertas condiciones de parametros este motivo describa pequefias
oscilaciones que finalmente terminen en un estado estacionario de la misma forma en que lo
hace un oscilador amortiguado (Pigolotti ez al., 2007)

Por otro lado el motivo Ste9-Cdc13 corresponde a un feedback positivo. La evidencia
sugiere que el comportamiento dindmico para un conjunto amplio de parametros, es similar a
un interruptor, donde se observa que el sistema rapidamente adquiere un semiciclo de
activacion para decaer a un estado estable (Novak y Tyson, 2008; Tyson y Novak, 2010). Se
discutira en el siguiente capitulo mas al respecto de estos motivos.

El siguiente motivo destacado es el motivo FYCC6 con parametros estadisticos Z=2.779

y p=0.00628, que se considera estadisticamente significativo. En la red se observa que
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Uunicamente existe un motivo con esta topologia: Ste9 inactiva a Cdc13* y Cdc13* inactiva a
Ste9, asi mismo Cdc13* activa a Slpl y Slp1 inactiva a Cdc13*. Este motivo corresponde a
un feedback negativo amplificado como se muestra en la tabla 21. Como se describe, este
motivo presenta oscilaciones sostenidas para un amplio rango de parametros (Tyson y Novak,
2010), lo que sugiere que este circuito es un excelente candidato para generar oscilaciones
dentro de la red regulatoria. Por otro lado, si se observa, este motivo se compone de Ste9
(homologo de Cdhl) y SIpl (homologo de Cdc20), son los reguladores del complejo APC,
mientras que Cdcl13* es la ciclina clave de la transicion G2/M. Se ha sugerido que la
apropiada ejecucion del ciclo depende de la actividad oscilatoria de Cdc13/cdc2 entre niveles
de actividad baja (faseG1), intermedia (fases S y G2) y alta (fase M) (Stern y Nurse, 1996),
por lo que este circuito, que involucra a dos de los reguladores negativos de Cdc13, podria
ser importante en la correcta emergencia del patron general de oscilacion al interior de la red

descrita.

ii. Motivos de la red de regulacion del ciclo celular genérica en mamiferos

Como se muestra en la tabla 23, se encontraron un total de 14 motivos de regulacion al interior
de la red de regulacion del ciclo celular genérica en mamiferos. Como en el apartado anterior,
se considerara como significativo un motivo con valores de Z>2 y p<0.01.

El motivo MCCI tiene valores Z-score=2.014 y p-value=0.0068. Tres subrgrafos
comparten esta estructura: el subgrafo compuesto por CycE y p27 donde el primero inactiva
ap27 yp27 que activa a CycE; el subgrafo compuesto por E2F y CycA donde E2F activa a
CycA vy este inactiva a E2F; finalmente el subgrafo compuesto por Cdc20 y CycB donde
Cdc20 inactiva a CycB y este activa a Cdc20. Como se observa de la tabla 21, estos tres
motivos corresponden a la estructura de un feedback negativo, por lo que podria esperarse
que bajo ciertos parametros exhibieran un comportamiento oscilatorio amortiguado.

Se ha sugerido que el circuito p27-CycE y E2F-CycA son controladores determinante del
paso a través del punto de restriccion en la fase G1, alteraciones oscilaciones de las
concentraciones de CycE y p27, guiadas por la actividad de E2F-CycA, son suficientes para
generar retrasos temporales en el ciclo posteriores a la entrada al punto de restriccion y en

conjunto con la via E2F-Rb, logran describir un interruptor biestable de la transicion G1/S.
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Analisis de controlabilidad sugieren que tales oscilaciones podrian ser resultado del acople
de varios feedback negativos que involucran a estos circuitos (Conradie et al., 2010).
Finalmente, el feedback negativo entre Cdk1-CycB y APC-Cdc20 parece ser determinante en
la salida de mitosis. Se ha demostrado que este circuito permite respuestas oscilatorias
amortiguadas de actividad de CycB suficientes y necesarias para la transicion metafase-
anafase, se ha sugerido que este mecanismo es un sistema ultra sensitivo de respuesta en la
salida de fase M (Yang y Ferrell, 2013), por lo que su incorporacion en redes de control es
importante para la caracterizacion dinamica de fase M.

El motivo MCCS5 presenta valores de Z-score=2.444 y de p-value=0.0095. Dos subgrafos
comparten esa estructura al interior de la red: la red que involucra a Cdc20 que inactiva a
CycB yactivaa Cdhl, CycB inactiva a Cdhl y Cdhl inactiva a Cdc20; el segundo se compone
de Rb que inactiva a E2F y CycE, E2F activa a CycE y finalmente CycE inactiva a Rb. El
primer subgrafo corresponde al denominado Feedback negativo incoherentemente
amplificado (Novak y Tyson, 2008), difiere de los presentados en la tabla 21, en que el
feedback positivo tiene tres componentes mientras que el feedback negativo tiene dos
componente. Se ha demostrado analiticamente que este motivo es incapaz de generar ningun
tipo de oscilacion para ningin conjunto de ecuaciones no lineales ni conjunto de parametros,
sin embargo es un sistema interesante con multiestabilidades debido a la presencia de
bifurcaciones de tipo punto silla, 1o que podria ser importante en el establecimiento de
concentraciones altas, medias y bajas de CycB en fase M (Kapuy et al., 2009)

El segundo subgrafo corresponde a un Feedback positivo de dos nodos insertado en un
feedbak negativo de tres nodos, que exhibe comportamientos oscilatorios sostenidos al
describir ciclos limites bajo un rango mucho mas amplio de parametros (Li ef al., 2012). Se
sabe que si la interaccion negativa de CycE a Rb es débil, el feedback negativo de tres nodos
puede oscilar sin ningin problema, por lo que en particular este sistema, asi, la adicion del
bucle de retroalimentacion negativa CycE-Rb amortigua la propension del bucle de
retroalimentacion negativa de tres componentes a oscilar demasiado, esto es interesante
considerando que la regulacién de Rb por CycE es importante en la transicion G1/S que ha
sido sugerida como un switch biestable, por lo que este sistema de amortiguador-oscilador
podria ser importante en la conformacion de este switch (Gérard y Goldbeter, 2012)

El motivo MCC9 presenta valor de z-score=2.316 y de p-value=0.0092. En la red, tres
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subgrafos comparten su estructura: un subgrafo compuesto por Rb que inactiva a CycE y este
a su vez inactiva a Rb, por otro lado CycE inactiva a p27 y este tltimo activa a CycE; el
segundo subgrafo se compone de E2F que activa a CycA y este a su vez inactiva a E2F, por
otro lado CycA activa a UbcH10 y este tltimo inactiva a CycA; el tercer motivo se compone
de Cdc20 que activa a Cdhl1 y este a su vez inactiva a Cdc20, por otro lado Cdh1 inactiva a
CycB y CycB inactiva a Cdhl. Estos motivos corresponden a la estructura de un Feedback
negativo amplificado (ver Tabla 21) que es capaz de generar oscilaciones sostenidas cuando
el acople sucede entre un feedback positivo (PF) y uno negativo (NF).

El primer y tercer subgrafo, cuyos componentes ya han sido comentados anteriormente,
se observa la presencia de un feedback positivo acoplado con un feedback negativo. Este tipo
de motivos puede tener tanto propiedades de PF como de NF, pero en general funcionan como
circuitos de supresion de ruido. Las oscilaciones sostenidas se observan si la interaccion del
feedback negativo es superior, aunque la amplitud y frecuencia de estas es mas pequefia que
en el caso de un feedback negativo, en caso contrario pueden generar oscilaciones
amortiguadas o amplificando sefiales de entrada por periodos cortos de tiempo, lo cual seria
interesante en la regulacion de la transicion G1/S puesto que el punto de restriccion al final
de fase G1 es un ejemplo claro de un supresor de ruidos y amplificador de sefales por
mitdégenos (Pomerening, 2009).

En el caso del tercer subgrafo, se ha sugerido que tal y como sucede en la regulacion de
la fase M de Xenopus, un doble feedback negativo acoplado entre Cdk1-CycB, APC-Cdhl y
APC-Cdc20 podria ser el mecanismo mediante el cual se mantienen altas tasas de degradacion
de CycB durante la salida de mitosis y cuya actividad se mantiene hasta inicios de fase G1,
punto interesante en aquellos tipos celulares con un alta tasa de division (Zhang y Noévak,
2013)

El segundo subgrafo se compone de un doble feedback negativo acoplado. Este tipo de
circuitos aplifican las respuestas de sefiales en el tiempo. En muchos tipos de osciladores
circadianos la presencia de estos motivos hace suponer que promueven las oscilaciones
sostenidas cuya caracteristica es la presencia de oscilaciones con amplitudes grandes al inicio
que poco a poco son amortiguadas hasta generar oscilaciones sostenidas de mucha menor
amplitud (Kim, 2008). Dado el papel de los nodos involucrados en este motivo (CycA,

UbcH10 y E2F), estos comportamientos podrian ser importantes en la regulacion de los
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eventos de G2. Se sabe que el comportamiento de CycA es similar al de un oscilacion
amortiguada en la que se observa un Unico méximo de actividad entre fases S y G2, la
supresion de ruido mediante dobles feedbacks acoplados podria ser un mecanismo para
generar esto puesto que la activacion de CycA depende en gran medida de ondas de activacion
dirigidas por E2F, lo que se ha sugerido para comportamiento en el circuito equivalente de
levadura (Oikonomou y Cross, 2010)

Finalmente, el motivo MCC14 presenta valores de z-score=2.047 y p-value= 0.00138, por
lo que es un motivo que puede ser considerado significativo. Un unico subgrafo comparte
esta estructura, este se compone de los nodos Cdc20, Cdhl y CycB: Cdc20 inactiva a CycB
y activa a Cdhl, CycB inactiva a Cdhl y activa a Cdc20, finalmente Cdh1 inactiva tanto a
Cdc20 como a CycB. Este motivo, de tres componentes y 6 aristas, no parece haber sido
estudiado dindmicamente, de hecho sus topologias son tan densamente conectadas que es
dificil proponerlos como motivos regulatorios y alin mds como motivos oscilatorios, por lo
que parece dificil asignarle algun tipo de comportamiento dinamico, sin embargo los trabajos
pioneros de Rossler en los que se analizan subredes densamente conectadas muestran que su
comportamiento dindmico muestra un importante componente caotico, por lo que es dificil
pensar en oscilaciones en su interior (Rossler, 1977). Sin embargo puesto que no tenemos
informacion suficiente para apoyar o desechar esta posibilidad al interior de un motivo de tres
componentes y seis aristas, no podemos asegurar que este motivo sea importante en la

dindmica del control del ciclo celular (Novak, 2008; Tyson y Novak, 2010)

iii. Motivos de la red de regulacion del ciclo celular en Arabidopsis thaliana

En la tabla 24 se muestran los resultados de la busqueda de motivos en la red de regulacion
del ciclo celular en Arabidopsis thaliana. Se encontraron un total de 13 motivos al interior de
la red y como en los apartados anteriores, se considerara como significativo un motivo con
valores de Z>2 y p<0.01, por lo que se describiran solo aquellos subgrafos que cumplan estas
condiciones, sin embargo en el siguiente capitulo se discutiran los demas motivos.

El motivo ACCS5 presenta valores de z-score=2.414 y p-value= 0.0086. Dos subgrafos

comparten esa topologia: el primero se compone de CYCA/CDKB que inactiva a E2Fa y este
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a su vez inactiva a E2Fc, por otro lado EFc inactiva tanto a E2Fa como a CYCA/CDKB; el
segundo subgrafo involucra a E2Fb que activa a CYCB/CDKA vy este activa a los MYB3R,
por otro lado MYB3R activa tanto a E2Fb como a CYCB/CDKA. Ambos subgrafos
corresponden a la estructura de un Feedback negativo de dos nodos insertado en un feedbak
negativo de tres nodos como se observa en la tabla 21, por lo que se esperaria que para un
conjunto de pardmetros amplio se observaran comportamientos de tipo ciclo limite.

El motivo ACC9 presenta valores de z-score=2.9 y p-value=0.0029. Un motivo comparte esta
estructura y se compone de MYB3R que activa a E2Fa y RBR, por otro lado E2Fa activa a
RBR y este ultimo a su vez inactiva a E2Fa. Por su estructura, corresponderia a un Feedback
negativo de dos nodos insertado en un feedbak positivo de tres nodos. Este motivo se ha
sugerido que no general oscilaciones y en realidad presenta multiestabilidad, por lo que
actuaria como un posible mecanismo de biestabilidad (Novak, 2008)

El motivo ACC10 presenta valores de z-score=2.103 y p-value=0.006, por lo que puede
ser considerado estadisticamente sobrerrepresentado. El motivo que comparte esta estructura
involucra a E2Fa que activaa RBR y E2Fc, RBR inactiva a E2Fa y activa a E2Fc y finalmente
E2Fc inactiva a E2Fa. La estructura corresponde a un doble feedback negativo sobrelapado
(Novak, 2008) Este motivo es capaz de generar oscilaciones cuando la interaccion positiva es
mucho menos fuerte que las interacciones de los dos feedbacks negativos, hecho que ha sido
utilizado para generar osciladores circadianos sintéticos (Rust et al., 2007), en otro caso este
circuito exhibe una marcada biestabilidad (Zhang et al., 2009). Esto es interesante puesto que
los reguladores involucrados son importantes reguladores de la transicion G1/S que se ha
sugerido que tiene un comportamiento similar a un switch biestable con un importante
componente de histéresis (Zhao et al., 2012), aun es discutible que tanto el acople de un
circuito que puede oscilar y también puede ser biestable puede ser un mecanismo importante
del control de la transicion G1/S en plantas. Desde un punto de vista dindmico, este es un
circuito interesante para la generacion de biestabilidad y muy marginalmente de oscilaciones
amortiguadas.

Finalmente el motivo ACC13 presenta valores de z-score= 2.802 y de p-value=0.0088. El
motivo que comparte esta estructura se compone de un doble feedback negativo acoplado que
involucra a E2Fa, RBR y E2Fc de la siguiente forma: E2Fa activa a RBR y a E2Fc, mientras

que RBR y E2Fc inactiva a E2Fa. Como ya se discutio en el caso de mamiferos, los feedback
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negativos acoplados son capaces de generar oscilaciones sostenidas y oscilaciones sostenidas
en las que se observa un comportamiento inicial con una mayor amplitud de onda para
después amortiguarse y sostener oscilaciones de menor amplitud (Kim, 2008)
En general, hay muy pocos trabajos que aborden los aspectos dindmicos del control del ciclo
celular. Sn embargo es interesante hacer notar que los motivos descritos anteriormente
involucran mucho a los reguladores de la transicion G1/S: Rb y E2F (particularmente los
motivos ACC10 y ACC13). Como se apunta, el unico modelo disponible que estudia esa
transicion es el propuesto por Zhao (Ver seccidon 3.5), sin embargo este se centra en la
actividad de los KRP en generar comportamientos biestables sobre la actividad de CDKA.
Sin ermbargo, y como apunta Harashima y colaboradores, es muy interesante notar que en el
caso de animales como en levaduras los reguladores de Rb/Whi5 forman con estos circuitos
de tipo doble feedback negativo acoplado, por lo que en particular ACC13 podria ser un
motivo importante del control dela transicion G1/S. Sin embargo en ningun trabajo se ha
descrito la relativa importancia de este tipo de circuitos dobles de generar biestabilidad u
oscilaciones amortiguadas en funcién de la intensidad de las interacciones positivas
involucradas. (Kim, 2008)
Mucho ya se ha discutido en torno al paradigma estructura-funcion de redes, particularmente sobre
que subgrafos son suficientes para describir los comportamientos biestables u oscilatorios en las
transiciones G1/S, G2/M vy la salida de mitosis. Un punto importante del andlisis presentado en este
trabajo tiene que ver con la capacidad de comparar modelos de redes del control del ciclo celular para
diferentes organismos. Asi, si estos modulos han sido resultado de un proceso de seleccion durante
la evolucidn, como se ha sugerido (Wagner et al, 2007), es posible que algunos patrones generales
de organizacion hayan sido conservados o seleccionados, lo que hace importante el analisis de redes
completas, y de forma atin mas importante, de motivos al interior de estas (Wold y Arkin, 2003). Se
ha sugerido que este enfoque comparativo es importante en el entendimiento de procesos cuyo
comportamiento dinamico es de tipo oscilatorio como el ciclo celular o los ciclos circadianos, como
apuntan Ingolia y Murray (Ingolia y Murray, 2004), sistemas muy diferentes en términos de sus
componentes moleculares muestran arquitecturas en las redes de control subyacentes muy similares
en la produccion de comportamientos de tipo oscilatorio. Especificamente se ha especulado que al
interior de las redes de control del ciclo celular existe una importante cantidad de feedbacks negativos

de dos componentes acoplados entre si, lo que es en parte una de las condiciones de la emergencia
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del comportamiento oscilatorio global (Pomerening et al, 2005)
Una revision cuidadosa de los circuitos presentados en la seccion 4.4 en los que se simplifican las
interacciones a activadores (positivas) e inhibidoras (negativas), como de la revision del modelo de

Irons se presenta en la siguiente tabla:

S. pombe S. cerevisiae | Arabidopsis Mamiferos
(Irons, 2009) | thaliana
Circuitos negativos | Cdc13*/Sipl Clb12/Cdc20 | CYCB/MYB3R/APC | CycB/Cdc20

Circuitos positivos | Cdc13/Ste9 | CIb2/Cdhl CycB/Cdhl
Cdc13/Ruml Rb/CycE
Rb/CycA

De lo anterior puede observarse que dos circuitos parecen ser importantes y se encuentran en la
mayoria de las 4 redes analizadas: un circuito negativo que involucra a los homologos de las ciclinas
B de mamiferos y Cdc20, y otro circuito positivos de los homologos de CycB y Cdhl.

Como se observa, solo en la red de Arabidopsis no hay un circuito directo entre las ciclinas B y
el complejo APC, sin embargo basta recordar que la actividad de los MYB es importante en la
regulacion de la fase G2 en plantas, por lo que el rol relativo de este circuito es debatible. Como se
discutio en la seccion 4, el feedback negativo es insuficiente para generar oscilaciones sostenidas, sin
embargo su modificacion a oscilador relajado es capaz de mantener oscilaciones sostenidas para
coeficientes grandes de Hill, este Gltimo puede entenderse como un parametro de afinidad entre
compuestos, por lo que es una forma de aproximar la cuantificacion de complejos en redes
bioquimicas (Jin y Sendhoff, 2008). Como se observa en la tabla de circuitos, los circuitos negativos
considerados tienen esta estructura, excepto para Arabidopsis en donde el circuito implica ademas de
las ciclinas de tipo B y al complejo APC, a Iso MYB3R, por lo que su discusion tendra que ser
evaluada con otros datos. Sin embargo, es importante notar que el feedback negativo entre
Cdc20/CycB ha sido considerado crucial desde el punto de vista dinamico (Murray y Kirschner,
1989; Novak y Tyson), en el comportamiento de fase G2 y M. De forma atn mas destacada es el
hecho de que Cdc20 ha sido descrito por Jensen y colaboradores (Jensen et al, 2006) uno de los
componentes del ciclo cuya periodicidad esta conservada entre los eucariontes, por lo que su relacion

con la expresion periddica de otros componentes aun debe ser considerada.
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El rol de circuitos positivos y negativos interconectados tanto en los motivos presentados en la
seccion 4.4.1 y por los discutidos previamente podrian ser cruciales en la emergencia de oscilaciones
sostenidas al interior de las redes de control del ciclo celular eucarionte (Pomerening et al., 2005),
por lo que no parece tan exagerado considerarlos como un punto de partida para la construccion de

un modulo general de control del ciclo eucarionte (Cross, 2003).

5.4 Conclusiones generales y perspectivas futuras en torno a las redes de control del ciclo

celular en eucariontes

El ciclo celular es un proceso complejo y altamente regulado que involucra la coordinacion de diferentes
moléculas que controlan diferentes pasos en la replicacion y division celular. La maquinaria molecular
de control en las diferentes fases esta ordena por un conjunto de puntos de control que aseguran el
correcto orden de los eventos moleculares junto con integracion de las sefiales intra y extracelulares, por
lo que su descripcion dinamica es importante para entender el control global del ciclo (Novak y Tyson,
2003; Sible, 2007)

El enfoque de modelacion lo6gico como el presentado aqui, es relativamente facil de definir y no
es necesario un detallado conocimiento cuantitativo de los diferentes componentes moleculares como el
necesario para establecer modelos cinéticos basados en ecuaciones diferenciales. Varias herramientas se
han desarrollado para estudiar la dinamica de modelos 16gicos como los booleanos: BooleanNet (Albert
Iet al, 2008), SimBoolNet (Zheng et al, 2010) y BoolNet (Mussel et al, 2010), GINsim (Gonzalez et al,
2006) y SQUAD (Di Cara et al, 2007); estas herramientas son utiles en la identificacion de los estados
estables, el analisis del rol relativo de los diferentes circuitos al interior de estas redes, asi como para
analizar las redes bajo diferentes perturbaciones o simular diferentes mutantes (Fauré et al, 2009).

Una de las ventajas de los modelos booleanos es su capacidad composicional, es decir, de poder
ser integrados diferentes modelos 16gicos elaborados por separado a manera de médulos e integrar asi
redes mucho mas detalladas, de esta forma el nuicleo central de control del ciclo celular puede ser dividido
en moddulos especificos que controlen cada transicion incluyendo aquellos modulos de respuesta a
factores de crecimiento o de regulacion de la integridad del DNA. Un ejemplo de este enfoque es el
modelo modular l6gico del ciclo celular en S. pombe propuesto por Fauré y colaboradores (Faur¢ et al.,
2009), en el que se logra acoplar tres modelos previos del control del ciclo en uno solo: el modulo de

control mitético denominado el nucleo de control, el mdédulo de control morfogenético de gemacion que
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dependen de un parametro de control de masa y el mddulo de salida de mitosis, que en conjunto, logran
recapitular la mayor parte de los estados observados durante el paso del ciclo asi como algunos mutantes.

Sin embargo, alin con estas ventajas, los modelos booleanos son insuficientes para explicar
muchos aspectos dinamicos y estructurales de las redes de control del ciclo celular que otros enfoques
podrian describir de una forma mas precisa, particularmente sobre los tiempos de activacion de los
reguladores, retrasos temporales en su expresion o ligeras variaciones en su concentracion, por ejemplo,
como se muestra en el modelo modular propuesto para S. pombe (Fauré et al., 2009) este enfoque es
insuficiente para lograr recuperar la regulacion de las separasas y securinas durante mitosis. Una
aproximacion modular utilizando el enfoque continuo basados en ODEs ha permitido paliar algunos de
estos inconvenientes en el caso de puntos particulares del ciclo, como se ha observado en el caso del
punto de control de fase G1 en mamiferos (Qu et al., 2003; Swat et al., 2004; Barberis et al., 2007;
Pfeuty et al., 2008)

Como se ha discutido, los modelos aqui propuestos como aquellos publicados en la literatura
basados en el formalismo booleano son relativamente simples, enfocandose primordialmente en el nucleo
de regulacion del ciclo celular de cada organismo, por lo que varios componentes e interacciones no han
sido consideradas y podrian ser importantes en muchas de las fases del ciclo. Por ejemplo, en el modelo
propuesto por Fauré (Fauré et al., 2006) basado de forma importante en los datos de Novak y Tyson
(Novak y Tyson, 2004), se omitio la evidencia que sugiere la posibilidad de que p27 también secuestra
a los complejos CycB-Ciclina, lo que podria ser importante en la regulacion de la transicion G2/M y la
salida de mitosis (Aleem ef al., 2005).

La complejidad de los mecanismos de regulacion del ciclo en eucariontes multicelulares debida
a la redundancia funcional de familias de componentes es un reto importante en el entendimiento de los
mecanismos basicos del control. Numerosas bases de datos (Joshi-Tope ef al., 2005; Alfieri et al., 2007)
muestran que muchos otros reguladores podrian ser de importancia en la regulacion del ciclo celular en
fases particulares, sobre todo en los puntos de control de la transicion G1/S y G2/M

Dado que los modelos lo6gicos no pueden generar predicciones cuantitativas, es importante
generar puentes entre los formalismos logicos como los booleanos y los cuantitativos basados en
ecuaciones diferenciales y sus variantes. Ya se han dado algunas interesantes aproximaciones, por
ejemplo el modelo propuesto por Singhania y colaboradores (Singhania et al/, 2011), logra acoplar un
modelo discreto con otro continuo para describir la regulacion del ciclo celular genérico en mamiferos,

particularmente, este modelo recupera la dindmica de expresion de las ciclinas A, B y E, y corrobora las
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observaciones previas obtenidas mediante citometria de flujo sobre la expresion de estas ciclinas,
permitiendo hacer inferencias sobre la importancia de la temporalidad de expresion de estas durante las
transiciones de ciclo, especificamente en células que presentan retrasos temporales en algunas fases. Por
otro lado, ya se ha apuntado que en general una estrategia a seguir es la elaboracion de ambos tipos de
modelos (discretos booleanos y continuos basados en ODEs) por separado y la posterior integracion de
los resultados obtenidos por los dos metodos (Le Novere, 2015)

Una aproximacion complementaria e interesante al trabajo presente es el uso de herramientas
computacionales que permiten la traduccion de modelos booleanos a modelos basados en ODEs, entre
ellos SQUAD (Di Cara et al, 2007) y Odefy (Krumsiek et al., 2010). Una ventaja de estos métodos es
que son sistemas automatizados que aproximan el sistema booleano inicial a uno basado en EDOs con
un muy reducido numero de parametros mediante interpolaciones polinomiales descritas bajo una
cinética sigmoidal de tipo Hill, la cual que parece ser una buena aproximacién a sistema del tipo
saturacion (Wittmann et al, 2009). La comparacion de los modelos aqui propuestos con aproximaciones
continuas permitiria explorar el papel de ciertos pardmetros como las tasas de reaccion en la dindmica
del sistema asi como representar fielmente procesos de activacion e inactivacion de reguladores cuya
respuesta temporal es dificil de capturar con enfoques puramente 16gicos. Esta aproximacion ya ha sido
aplicada en el estudio de la red que subyace la diferenciacion de los organos florales en Arabidopsis
thaliana, donde fue posible recuperar mediante una modelacion booleana y una posterior transformacion
a un modelo continuo mediante SQUAD, el mismo tipo atractores con tamafios de cuenca similares
(Sanchez-Corrales et al., 2010). Esta aproximacion podria permitirnos explorar el comportamiento de las
redes de ciclo aqui propuestas y observar el comportamiento de componentes con respuestas temporales
rapidas o mas lentas y explorar el tipo y tamafio de los atractores obtenidos y la robustez de estos.

Otro tipo de aproximaciones proponen transformar las funciones 16gicas AND, OR y NOT con
una serie de operadores de la forma:

X; () AN X; (@) - X () * X;(t)
X; () VX;(t) - X;(0) + X;() — [(®) * X;(0)]
= X;() > 1-X;(1)

Con estas transformaciones se propone una ecuacion diferencial compuesta por una funcion
logistica en la que se incluyen estas reglas de asignacion y a la que se acopla una tasa decaimiento para
cada gen. Esta metodologia ha sido util para explorar el papel de circuitos genéticos pequetios como el

feedforward loop (Mangan y Alon, 2003) o de propuestas de feedbacks negativos amplificados en el caso
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de redes genéticas que describen el carcinoma en cultivos celulares de (Lu ef al., 2013). Pero de mayor
interés es su reciente uso para explorar el efecto que las tasas decaimiento de cada gen tiene sobre la
transicion entre diferentes atractores en la red de regulacién que subyace la determinacién de los tipos
celulares de la flor, es decir, que tan facil es dado un valor de la tasa, poder moverse de un atractor a
otro sin modificar las reglas logicas o perturbaciones sobre la red a manera de parametro de orden de
control de la integridad de los atractores entendidos estos como los diferentes tipos celulares en la
inflorescencia de Arabidopsis (Davila-Velderrain ef al., 2015). Una interesante aproximacion que podria
ser utilizada en el caso de las redes de control del ciclo para explorar por un lado la transicion entre
estados de quiescencia a estados proliferativos, esto es, de atractor de punto fijo a ciclo limite, asi como
tratar de explorar que tan controlable es el sistema y que pardmetros y circuitos al interior de la red
pueden ser utilizados como controladores.

Esta idea de control de ciclo celular parte de una importante herencia en el estudio de los sistemas
de control no lineales (Nijmeijer y Van der Schaft, 2013) y ha cobrado interés en el estudio de redes
booleanas, particularmente, los conceptos de observabilidad y controlabilidad heredados de la teoria de
control (Cheng y Q1i, 2009). En ese sentido, se dice que un sistema con » variables de estado y p entradas,
es controlable si para cualquier estado inicial X, y cualquier estado final X¢, existe una entrada al sistema
que transfiere el comportamiento de X, a Xy en un tiempo finito; es decir, un sistema es controlable si es
posible ir entre estados del sistema mediante un estimulo externo o entrada al sistema. Esto involucra
describir un matriz de coeficientes, la matriz de controlabilidad, que relaciona las entradas y salidas del
sistema, y se caracteriza por tener un rango maximo.

En esa direccion, mucho se ha discutido sobre la descripcion de principios de control generales
al interior de las redes regulatorias del ciclo celular, particularmente en levaduras y mamiferos. Por
ejemplo, inspirados en el concepto de controlabilidad, se han tratado de describir pardmetros de control
al interior de las redes de regulacion del ciclo (Ledzewicz y Schittler, 2002) con la finalidad de establecer
rutas generales mediante las cuales el ciclo establece mecanismos de transicion entre diferentes estados
y como estos retroalimentan a los ciclos subsecuentes en el caso de alteraciones en su funcionamiento,
especificamente en cancer (Swierniak, 1996)

El estudio de la controlabilidad en redes booleanas ha llevado a formalizar conceptos importantes
sobre el control en sistemas discretos, particularmente, se ha propuesto ya una metodologia basada en el
denominado producto semitensorial (Cheng et al., 2004; Cheng y Qi, 2009; Cheng et al., 2010), para

describir la matriz de control en redes booleanas deterministicas y obtener la controlabilidad del sistema,
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permitiendo explorar la posibilidad de transitar entre atractores modificando el comportamiento de las
entradas sobre el sistema. Esta aproximacion es interesante junto con la metodologia anterior basada en
tasas de decaimiento porque permitiria explorar el papel de sistemas de control inherentes a la dindmica
del ciclo celular y que dependen por un lado de los estimulos externos como de las propiedades
particulares de la estructura de la red.

Propongo, como una posible extension del trabajo previo, comenzar a analizar las redes
propuestas aqui bajo ambos enfoques y determinar las propiedades de control a las que puede ser
sometidas cada red del ciclo celular a la luz de la transicion del estado quiescente al estado proliferativo
entendidos por transiciones entre los atractores de las redes. Utilizando el enfoque de la matriz de
controlabilidad mediante el producto semitensorial es posible traducir el sistema de reglas 16gicas a un
sistema algebraico con el cual poder establecer dos puntos importantes del ciclo que no se han
considerado y que desde el modelo de Li (Li ef al, 2004) ha sido de vital importancia: como se integran
la senales extracelulares en la redes de ciclo celular y como estas integran respuestas especificas de
control entre transiciones de quiescencia a proliferacion asi como en la respuesta temporal de paso a las

diferentes transiciones (Swierniak et al, 2003)
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Apéndices

A. Script R para determinar los atractores en las redes analizadas

#Linea que hay que cambiar para decir en donde esta la red

setwd("direccion del directorio de trabajo aqui')

library("BoolNet")

##Ht# Atractores en tabla

#library(BoolNet)

#atCC <- loadNetwork("nombre del archivo .txt que contiene las reglas")
#attrcs <- getAttractors(atCC)

#par(mfrow=c(2,length (attrcsS$attractors)))

#plotAttractors(attrcs)

#Atractores Grandes en tabla

#library(BoolNet)

atCC <- loadNetwork("nombre del archivo .txt que contiene las reglas logicas")
plotNetworkWiring(atCC)

attrcs <- getAttractors(atCC)
par(mfrow=c(1,length(table(sapply(attrcsSattractors,

function(attractor) {length(attractor$involvedStates)})))))

plotAttractors(attrcs)

attractorsToLaTeX(attrcs, file="atractores.tex")

### Atractores en grafica
#library(BoolNet)

#atCC <- loadNetwork("RedCC.txt")
#attrcs <- getAttractors(atCC)
#par(mfrow=c(1,length (attrcsS$attractors)))
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#plotAttractors(attrcs, mode="graph")

###Graficar la red
#plotNetworkWiring(atCC)

###Los caminos anteriores y siguientes de una cuenca especifica (1)

#getBasinOfAttraction(attrcs, 1)

####Para obtener el camino a un atractor

#camino <- getPathToAttractor(atCC, ¢(0,0,1,1,0,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1,1))
#camino

#Regresando al directorio anterior

setwd("Directorio de trabajo aqui")
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