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V 1. Una ruta del factor de crecimiento epidérmico

Factor de crecimiento epidérmico (EGFR): sistema receptor mejor conocido.

» Ha contribuido de manera decisiva los modelos formales.

Las células procesan la informacién antes de que ésta pase al niicleo.

En las cascadas de sefiales del EGFR, existen muchos puntos diferentes de
control:

> Este tipo de rutas es especialmente interesante para la investigacidn.

Se estudiard un modelo estocdstico basado en sistemas P de una ruta
sefalizadora del EGFR.

> Semdntica basada en el algoritmo determinista de tiempo de espera.
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EGFR: primera proteina descubierta con actividad quinasa-tirosina.

» Ha sido usada en estudios pioneros de procesos bioldgicos relacionados
con la oncogénesis.

El EGF enlaza con el dominio extracelular de su receptor (EGFR) induciendo la
dimerizacién del receptor y la fosforilizacién del dominio intracelular.

> Entonces una gran cantidad de proteinas son reclutadas inicidndose una
compleja cascada de seiiales.

En nuestro modelo se consideran dos caminos marginales y dos principales.

> Todos ellos comienzan con la fosforilazién del receptor EGFR (pasando a
EGFR™).
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» Caminos marginales:

» Primer camino marginal: la fosfolipasa PLC, enlaza con EGFR*
produciendo PLCS que va al citoplasma en donde puede ser
desfoforilado o reconducido a la membrana celular.

» Segundo camino marginal: la proteina PI3K enlaza con EGFR*
produciendo PI3K™ que va al citoplasma, en donde regula varias
proteinas que no se incluyen en el modelo.

» Caminos principales:

» Primer camino principal: no depende de la concentracién del Src ni
de la proteina Shc. Se trata de un ciclo en donde Grb2 y SOS
enlaza con el receptor fosforilado. Después el complejo Grb2 — SOS
pasa al citoplasma.

> Segundo camino principal: La proteina Shc enlaza con el receptor y
es fosforilada. Entonces, o bien Shc™ pasa al citoplasma o las
proteinas Grb2 y SOS enlaza con el receptor fosforilado formando el
complejo EGFR — EGF2 x —Shc * —Grb2 — SOS. Este complejo se
disocia produciendo las proteinas Shc™, Grb2 y SOS.
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* La proteina Ras — GTP es activada por estos dos caminos y estimula la
ruta de la proteina MAP fosforilando las proteinas Raf, MEK y ERK.

* La proteina ERK fosforilada regula varias proteinas celulares y varios
factores nucleares de transcripcion.

* Existe unos caminos cruzados: Robustez del sistema.
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Un modelo basado en sistemas P!

Nuestro modelo consta de 60 proteinas y complejos proteinicos, asi como de
160 reacciones quimicas.

La especificacién de nuestro sistema P es la siguiente:

Necr = (07 {ev S, C}7 Hy (W17 e)7 (W27 5)7 (W37 C)7 Re; Rs, RC)

donde:

Alfabeto: Representamos las proteinas y complejos relevantes.

Object Protein or Complex
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EGFR-EGF, Dimerisated Receptor
EGFR-EGF3 -Shc EGFR-EGF3 and Shc complex
MEK Mitogenic External Regulated Kinase
ERK External Regulated Kinase

0

1l\/\.J. Pérez-Jiménez, F.J. Romero. A study of the robustness of the EGFR signalling cascade using continuo
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Estructura de membranas: Se consideran tres regiones, entorno, superficie
celular y citoplasma, etiquetadas por e, s y c. La estructura es lineal.

Multiconjuntos iniciales: Seran considerados en funcién del modelo que nos
interese analizar.

Algunos datos podrian ser (Moehren et al., 2002):

w1 — { EGF20000 }

wy = {EGFR*"° Ras-GDP**®}

w3 — {ShCZSOOO PL C15000 PI3K5000 5054000 Grb28000 TP%OOOO TP;SOOO
-,—P§150007 7TP4]{2E;YOO, F\;afSOOO, ME’K40000, E7RK4OOOO, ;;)180007 P280700’ Pé’;OOO(;}
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Reglas: Se representan las 160 reacciones quimicas que intervienen en la ruta
objeto de estudio.

» [|lustracién de una regla de R. asociada el entorno:
r = EGF[EGFR]s — [EGF-EGFR]s ,cr
Representa el enlace de una sefial con su receptor.

> La sefial EGF, situada en la membrana e, y el receptor EGFR,
situado en la membrana s, producen el complejo EGFR — EGF en s.

> La regla tiene asociada una constante cinética que permite calcular
la constante estocdstica ¢, (afinidad receptor—sefial).

> El tiempo de espera asociado a dicha regla se calcula como sigue:

1
¢ - |[EGF|- |EGFR

T =
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» llustracién de una regla de R asociada a la superficie celular:

r' = [EGFR, EGFR]s — [EGFR:]s , ¢y

> La ejecucidn de esta regla permite que dos receptores EGFR
produzcan un objeto EGFR> que representa el complejo dimerizado.

» Dicha regla tendrd asociada una constante cinética que permite
calcula la constante estocastica ¢,.

> El tiempo de espera asociado a dicha regla se calcula como sigue:

1
Cpr o+ |EGFR|2

Ty =

L RGNC
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Table 1 (1)

Symbol Protein
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
EGFR-EGF EGFR and EGF complex
EGFR-EGF2 Dimerised Receptor
EGFR-EGF2* Phosphorylated Receptor

TP1, TP2, TP3, TP4

Tyrosine Phosphatase 1,2,3,4

EGFR-EGF2*-TP1

Phosphorylated Receptor, TP 1 complex

EGFR-EGF2-TP1

Receptor, TP1 complex

PLC

Phospholipase C-v

PLC*

Phosphorylated PLC

EGFR-EGF2*-PLC

Phosphorylated Receptor and PLC complex

EGFR-EGF2*-PLC*

Phosphorylated Receptor and PLC* complex

PLC*-TP2

PLC* and TP2 complex

PLC-TP2

PLC and TP2 complex




Table 1 (1)

PI3K

Phosphatidylinositol 3-kinase

PI3K*

Phosphorylated PI3K

EGFR-EGF2*-PI3K

Phosphorylated receptor and PI3K complex

EGFR-EGF2*-PI3K*

Phosphorylated receptor and PI3K* complex

PI3K*-TP4 PI3K* and TP4 complex
PI3K-TP4 PI3K and TP4 complex
Grb2 Growth factor receptor binding protein 2

EGFR-EGF2*-Grb2

Phosphorylated receptor and Grb2 complex

SOsS

Son of sevenless homologue protein

EGFR-EGF2*-Grb2-SOS

Phosphorylated receptor, Grb2, SOS complex

Grb2-SOS Grb2 and SOS complex
Shc src homology 2 domain
Shc* Phosphorylated Shc

EGFR-EGF2*-Shc

Phosphorylated receptor and Shc complex

EGFR-EGF2*-Shc*

Phosphorylated receptor and Shc* complex

Shc*-TP3

Shc* and TP3 complex
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13 /92



Table 1 (111

Shc-TP3

Shc and TP3 complex

EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2

Phosphorylated receptor, Shc* and Grb2 complex

EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS

Phosphorylated receptor, Shc*, Grb2 and SOS complex

Shc*-Grb2-5S0S

Shc*, Grb2 and SOS complex

Shc*-Grb2-SOS

Shc* and Grb2complex

Ras-GDP Ras protein
Ras-GTP Hydrolised Ras protein
Ras-GTP* Phosphorylated Ras-GTP*
Raf Raf protein
Raf* Phosphorylated Raf
Ras-GTP-Raf Ras-GTP and Raf complex
MEK Mitogen-activated Protein Kinase
MEK-P Phosphorylated MEK
ERK External Regulated Kinase
ERK-P Phosphorylated ERK
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Table 1 (IV)

ERK-PP Doubled Phosphorylated ERK
Raf*-MEK Raf* and MEK complex
Raf*-MEK-P Raf* and MEK-P complex
MEK-PP-ERK MEK-PP and ERK complex

MEK-PP-ERK-P MEK-PP and ERK-P complex

P2, P3 Phosphatases 2,3
MEK-P-P2 MEK-P and P2 complex
MEK-PP-P2 MEK-PP and P2 complex
ERK-P-P3 ERK-P and P3 complex
ERK-PP-P3 ERK-PP and P3 complex
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Table 2 (1)

Protein Concentration (nM) Reference
EGFR 100 Moehren et al 2002
Shc 250 Moehren et al 2002
PLC,, 150 Moehren et al 2002
PI3K 50 Moehren et al 2002
SOS 40 Moehren et al 2002
Grb2 80 Moehren et al 2002
TPy 100 Moehren et al 2002
TPy 450 Moehren et al 2002
TP3 250 Moehren et al 2002
TPy 125 Moehren et al 2002
Ras-GDP 200 Schoeberl et al 2002
Raf 80 Schoeberl et al 2002
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Table 2 (I1)

MEK 400 Schoeberl et al 2002
ERK 400 Schoeberl et al 2002
CCP 160 Schoeberl et al 2002
Phosp; 80 Schoeberl et al 2002
Phospo 80 Schoeberl et al 2002
Phosp3 300 Starbuck et at 1992
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Table 3: EGF Binding and Receptor Phosphorylation

Reaction Rule Kinetic Constant Reference
1 EGF [EGFR]s — [EGFR-EGF]s 3x 1073 Moehren et al 2002
2 [EGFR-EGF]s — EGF [EGFR]s 6 x 1072 Moehren et al 2002
3 [EGFR-EGF EGFR-EGF]s; — [EGFR-EGF2]s 1.1 x 1072 Moehren et al 2002
4 [EGFR-EGF2]; — [EGFR-EGF EGFR-EGF]s 0.814 Moehren et al 2002
5 [EGFR-EGF2]; — [EGFR-EGF2*]g 2.71 Moehren et al 2002
6 [EGFR-EGF2*]; — [EGFR-EGF2]s 0.0271 Moehren et al 2002
7 EGFR-EGF2* [TP;]. — EGFR-EGF2*-TP;[]. 0.03 Moehren et al 2002
8 EGFR-EGF2*-TP;[]c — EGFR-EGF2* [TP;]. 5.91 Moehren et al 2002
9 [EGFR-EGF2*-TP;]; — [EGFR-EGF2-TP{], 7.44 Moehren et al 2002
10 EGFR-EGF2-TPy[]. — EGFR-EGF2 [ TPy ] 5.1 x 1073 Moehren et al 2002
11 EGFR-EGF2 [ TP; ]. — EGFR-EGF2-TP;[]. 2 x 107 Moehren et al 2002
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Table 4: Receptor Internalization and Degradation

Reaction Rule Kinetic Constant Reference
12 EGFR []c — [EGFR]c 5 x 10~° Starbuck et al 1992
13 [EGFR]. — EGFR[]c 5x 103 Starbuck et al 1992
14 EGFR-EGF2*[]. — [EGFR-EGF2*]. 5x 10° Starbuck et al 1992
15 [EGFR: — [l 6.64 x 104 Starbuck et al 1992
16 [EGFR-EGF2*]. — []c 6.64 x 104 Starbuck et al 1992
17 [EGFlc — [l 1.67 x 10~*4 Starbuck et al 1992
18 [EGFR-EGF2*-Grb2 CPP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2-CPP], 1.73 x 10~/ Starbuck et al 1992
19 [EGFR-EGF2*-Grb2-CPP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2 CPP], 1.66 x 103 Starbuck et al 1992
20 EGFR-EGF2*-Grb2-CPP [ ] — [EGFR-EGF2*-Grb2 CPP]. 0.003 Wiley 1988
21 [CPP]. — CPP[]. 1075 Starbuck et al 1992
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Table 5: PLC, cycle

Reaction Rule Kinetic Constant Reference
22 EGFR-EGF2* [ PLCy ] — EGFR-EGF2*-PLC, []c 0.1 Moehren et al 2002
23 EGFR-EGF2*-PLC, []c — EGFR-EGF2* [PLC, ]c 1 Moehren et al 2002
24 [EGFR-EGF2*-PLC]s — [EGFR-EGF2*-PLC]; 10 Moehren et al 2002
25 [EGFR-EGF2*-PLC*]s — [EGFR-EGF2*-PLC,]s 0.1 Moehren et al 2002
26 EGFR-EGF2*-PLC* []c — EGFR-EGF2* [PLCX]c 1.5 x 10~4 Moehren et al 2002
27 EGFR-EGF2* [PLCf’]C — EGFR—EGF2*—PLC: [le 7.5 x 1078 Moehren et al 2002
28 PLCY [Is — [PLCI]s 1 Kholodenko et al 1999
29 [PLC*]s — PLCZX []s 0.03 Kholodenko et al 1999
30 [PLCY TPo]e — [PLCI-TPo]c 1.5 x 1074 Moehren et al 2002
31 [PLCA-TPa]c — [PLCX TP 1.5 x 1073 Moehren et al 2002
32 [PLC,*;-TPZ]C — [PLC-TP2]c 0.1 Moehren et al 2002
33 [PLC,-TPy]lc — [PLC TP]c 1x10°° Moehren et al 2002
g“ 34 [PLC TP]c — [PLCA-TPs]c 1.8 x 10~/ Moehren et aI

0=
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Table 6: Grb2 cycle

Reaction Rule Kinetic Constant Reference
35 EGFR-EGF2* [Grb2]. — EGFR-EGF2*-Grb2 [ ], 1.5 x 103 Moehren et al 2002
36 EGFR-EGF2*-Grb2 [ ]c — EGFR-EGF2* [Grb2]. 0.2 Moehren et al 2002
37 EGFR-EGF2*-Grb2 [SOS]c. — EGFR-EGF2*-Grb2-SOS [ ]c 0.01 Moehren et al 2002
38 EGFR-EGF2*-Grb2-SOS []c — EGFR-EGF2*-Grb2 [SOS]. 0.06 Moehren et al 2002
39 EGFR-EGF2*-Grb2-SOS []c — EGFR-EGF2* [Grb2-SOS]. 2.8 x 1073 Moehren et al 2002
40 EGFR-EGF2* [Grb2-50S]. — EGFR-EGF2*-Grb2-SOS [ ], 5.3 x 10~° Moehren et al 2002
41 [Grb2-SOS]. — [Grb2 SOS]. 1x 1074 Moehren et al 2002
42 [Grb2 SOS]. — [Grb2-SOS] 6.7 x 10~° Moehren et al 2002

RGNC
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Table 7: Shc cycle (1)

Reaction Rule Kinetic Constant Reference
43 EGFR-EGF2* [Shc]c — EGFR-EGF2*-Shc [ ]c 0.1 Moehren et al 2002
44 EGFR-EGF2*-Shc [ ] — EGFR-EGF2* [Shc]c 1 Moehren et al 2002
45 [EGFR-EGF2*-Shc]s — [EGFR-EGF2*-Shc*]s 20 Moehren et al 2002
46 [EGFR-EGF2*-Shc*]s — [EGFR-EGF2*-Shc]s 0.2 Moehren et al 2002
47 EGFR-EGF2*-Shc*[]c — EGFR-EGF2*[Shc*]c 5 x 104 Moehren et al 2002
48 EGFR-EGF2*[Shc*]. — EGFR-EGF2*-Shc*[]. 3.56 x 10~7 Moehren et al 2002
49 [She* TP3]e — [Shc*-TPs]. 5x 1073 Moehren et al 2002
50 [Shc*-TP3]e — [Shc® TPs]. 9.5 x 10~2 Moehren et al 2002
51 [Shc*-TP3]c — [Shc-TP3]c 0.15 Moehren et al 2002
52 [She-TP3]c — [Shc TP3]c 2x 107 Moehren et al 2002
53 [Shc TP3]c — [Shc-TP3]. 4 %100 Moehren et al 2002
54 EGFR2*-Shc™ [Grb2]. — EGFR2*-Shc*-Grb2] | 1.5 x 103 Moehren et al 2002
T s EGFR2*-Shc*-Grb2[ Jc — EGFR2*-Shc* [Grb2]. 4.95 x 102 Moehren et al 2002:




Table 7: Shc cycle (1)

56 EGFR2*-Shc*-Grb2[ ]c — EGFR2* [Shc*-Grb2], 6.5 x 104 Moehren et al 2002
57 EGFR2* [Shc*-Grb2]. — EGFR2*-Shc*-Grb2] |¢ 1.4 x 10°° Moehren et al 2002
58 [Shc*-Grb2]. — [Shc* Grb2]. 1x 1073 Moehren et al 2002
59 [She* Grb2]c — [Shc*-Grb2]. 1x 107> Moehren et al 2002
60 EGFR2*-Shc*-Grb2[SOS]. — EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS[ | 0.015 Moehren et al 2002
61 EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS[ ] — EGFR2*-Shc*-Grb2[SOS] 0.03 Moehren et al 2002
62 EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS[ ] — EGFR2* [Shc*-Grb2-SOS]. 1.1 x 1073 Moehren et al 2002
63 EGFR2* [Shc*-Grb2-SOS]. — EGFR2*-Shc*-Grb2-SOSJ ] 2.37 x 107 Moehren et al 2002
64 [Shc*-Grb2-SOS]. — [Shc*-Grb2 SOS]. 0.06 Moehren et al 2002
65 [Shc*-Grb2 SOS]. — [Shc*-Grb2-SOS] . 0.03 Moehren et al 2002
66 [Shc*-Grb2-SOS]e — [Shc* Grb2-50S]c 0.035 Moehren et al 2002
67 [Shc® Grb2-SOS]. — [Shc*-Grb2-SOS] 2.5 x 1073 Moehren et al 2002
68 EGFR2*-Shc™ [Grb2-SOS]. — EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS [ ] 0.5 Moehren et al 2002
lizf‘ﬁg EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS [ | — EGFR2*-Shc™* [Grb2-SOS]. 0.1 Moehren et al QOOE
. R
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Table 8: Internalized Receptor Activity (1)

u

Reaction Rules Kinetic Constant Reference

70 [EGF EGFR]. — [EGFR-EGF]. 3% 1073 Moehren et al 2002
71 [EGFR EGF]. — [EGF EGFR]. 0.06 Moehren et al 2002
72 [EGFR-EGF EGFR-EGF]. — [EGFR-EGF2]. 1.1 x 1072 Moehren et al 2002
73 [EGFR-EGF2]. — [EGFR-EGF EGFR-EGF]. 0.814 Moehren et al 2002
74 [EGFR-EGF2]. — [EGFR-EGF2*]. 2.71 Moehren et al 2002
75 [EGFR-EGF2*]. — [EGFR-EGF2]. 0.0271 Moehren et al 2002
76 [EGFR-EGF2* TPi]c —» [EGFR-EGF2*-TP1]. 0.03 Moehren et al 2002
77 [EGFR-EGF2*-TP;]. — [EGFR-EGF2* TP1]. 5.91 Moehren et al 2002
78 [EGFR-EGF2*-TPy]. — [EGFR-EGF2-TP]. 7.44 Moehren et al 2002
79 [EGFR-EGF2-TPy]c — [EGFR-EGF2 TPy ] 5.1 x 10~3 Moehren et al 2002
80 [EGFR-EGF2 TPy]c — [EGFR-EGF2-TP1]. 2 x 1074 Moehren et al 2002
81 [EGFR-EGF2* Grb2]. — [EGFR-EGF2*-Grb2]. 1.5 x 103 Moehren et al 2002
82 [EGFR-EGF2*-Grb2]. — [EGFR-EGF2* Grb2]. 0.2 Moehren

i 83 [EGFR-EGF2*-Grb2 SOS]. — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS]. 0.01 Moehren




Table 8: Internalized Receptor Activity (1)

84 | [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS]c — [EGFR-EGF2*-Grb2 SOS]c 0.06 Moehren et al 2002
85 | [EGFR-EGF2*-Grb2-50S]. —» [EGFR-EGF2* Grb2-50S]c | 2.8 x 10~3 | Moehren et al 2002
86 | [EGFR-EGF2* Grb2-50S]. —» [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS]c | 5.3 x 10~% | Moehren et al 2002
87 [EGFR-EGF2* Shc]. — [EGFR-EGF2*-Shc]. 0.1 Moehren et al 2002
88 [EGFR-EGF2*-Shc]c — [EGFR-EGF2* Shc]c 1 Moehren et al 2002
89 [EGFR-EGF2*-Shc]. — [EGFR-EGF2*-Shc™]. 20 Moehren et al 2002
90 [EGFR-EGF2* -Shc*]. — [EGFR-EGF2*-Shc]. 0.2 Moehren et al 2002
91 [EGFR-EGF2*-Shc*]. — [EGFR-EGF2* Shc*]. 5 x 10~ Moehren et al 2002
92 [EGFR-EGF2* Shc*]. — [EGFR-EGF2*-Shc*]. 3.56 x 10~7 | Moehren et al 2002
93 [EGFR2*-Shc* Grb2]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2]. 1.5 x 103 Moehren et al 2002
94 [EGFR2*-Shc*-Grb2], — [EGFR2*-Shc* Grb2], 4.95 x 1072 | Moehren et al 2002
95 [EGFR2*-Shc*-Grb2]c — [EGFR2* Shc*-Grb2]c 6.5 x 10~* Moehren et al 2002
96 [EGFR2* Shc*-Grb2]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2]. 1.4 x 10°° Moehren et al 2002
LfM7 [EGFR2*-Shc*-Grb2 SOS]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS]. 0.015 Moehren et al 2002
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Table 8: Internalized Receptor Activity (111)

98 [EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2 SOS]. 0.03 Moehren et al 2002
99 | [EGFR2*-Shc*-Grb2-S0OS]. — [EGFR2* Shc*-Grb2-50S]c | 1.1 x 103 | Moehren et al 2002
100 | [EGFR2* Shc*-Grb2-SOS]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS]. | 2.37 x 1076 | Moehren et al 2002
101 [EGFR2*-Shc™® Grb2-SOS]. — [EGFR2*-Shc*-Grb2-SOS]. 0.5 Moehren et al 2002
102 | [EGFR2*-Shc*-Grb2-S0S]. — [EGFR2*-Shc* Grb2-SOS]c 0.1 Moehren et al 2002
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Table 9: PI3K branch

Reaction Rules Kinetic Constant Reference
103 EGFR-EGF2* [PI3K]c — EGFR-EGF2*-PI3K []c 0.1 Moehren et al 2002
104 EGFR-EGF2*-PI3K []c — EGFR-EGF2* [PI3K]c 2 Moehren et al 2002
105 [EGFR-EGF2*-PI3K], — [EGFR-EGF2*-PI3K*], 9.85 Moehren et al 2002
106 [EGFR-EGF2*-PI3K*]; — [EGFR-EGF2*-PI3K], 0.985 Moehren et al 2002
107 EGFR-EGF2*-PI3K*[]c — EGFR-EGF2* [PI3K*]. 0.047 Moehren et al 2002
108 EGFR-EGF2* [PI3K*]c — EGFR-EGF2*-PI3K*[ ] 4.82 x 1075 Moehren et al 2002
109 [PI3K* TP4]c — [PI3K*-TPy4]c 7 x 1074 Moehren et al 2002
110 [PIBK*-TP4]c — [PI3K* TPy4]c 7x 1073 Moehren et al 2002
111 [PIBK*-TP4]c — [PI3K-TPy4]c 0.03 Moehren et al 2002
112 [PI3K-TP4]c — [PI3K TP4]c 8 x 10~ Moehren et al 2002
113 [PI3K TP4]c — [PI3K-TP4]c 6.7 x 10~° Moehren et al 2002
e
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Table 10: Ras and Raf activation (1)

Reaction Rules Kinetic Cons
114 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GDP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP], 0.015
115 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GDP] 1.3
116 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GTP]s 0.5
117 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GTP]s — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GDP]s 1x 10~
118 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GTP*]s — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP]s 2.1 x 10~
119 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP]s — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GTP*]s 0.4
120 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP]s — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GDP]s 0.023
121 [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS Ras-GDP]; — [EGFR-EGF2*-Grb2-SOS-Ras-GTP]s 2.2 x 10~
122 [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-50S Ras-GDP]s — [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GDP]s 0.015
123 [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-SOS-Ras-GDP]s — [EGFR-EGF2*-Shc™-Grb2-SOS Ras-GDP]s 1.3
124 [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-S0OS-Ras-GDP]s — [EGFR-EGF2*-Shc™-Grb2-SOS Ras-GTP]s 0.5
125 [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS Ras-GTP]; — [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-SOS-Ras-GDP]s 1x 10~
. 126 [Ras-GTP Raf]s — [Ras-GTP-Raf]s m
Us% A4
127 [Ras-GTP-Raf]l; — [Ras-GTP Raf]g B3
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Table 10: Ras and Raf activation (Il)

Reaction Rules Kinetic Cor
128 [Ras-GTP-Raf]; — [Ras-GTP* Raf*], 1
129 [Ras-GTP™* Raf*]s — [Ras-GTP-Raf]s 7 x 10°
130 [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-SOS Ras-GTP*]s — [EGFR-EGF2*-Shc™-Grb2-SOS-Ras-GTP]s 7.9 X 10
131 [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-50S-Ras-GTP]s — [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS Ras-GTP*]s 0.3
132 [EGFR-EGF2*-Shc™-Grb2-SOS-Ras-GTP]; — [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-SOS Ras-GDP]s 0.023
133 [EGFR-EGF2*-Shc™*-Grb2-SOS Ras-GDP]s — [EGFR-EGF2*-Shc*-Grb2-SOS-Ras-GTP]s 2.2 x 10

RGNC
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Table 11: MEK and ERK activation (1)

Reaction Rules Kinetic Constant Reference
134 Raf*[Phospy]c — Raf*-Phospi[ ]c 0.0717 Huang et al 1996
135 Raf*-Phosp;[ ]c — Raf*[Phosp;]c 0.2 Huang et al 1996
136 Raf*-Phospy[ ]c — Raf [Phospi]c 1 Huang et al 1996
137 Raf* [MEK]. — Raf*-MEK[]. 0.0111 El-Masri et al 1999
138 Raf*-MEK[]c — Raf* [MEK]c 0.01833 El-Masri et al 1999
139 Raf*-MEK[]c — Raf* [MEK-P]. 3.5 El-Masri et al 1999
140 Raf* [MEK-P]. — Raf*-MEK-P[]. 0.0111 El-Masri et al 1999
141 Raf*-MEK-P[]c — Raf* [MEK-P]. 0.01833 El-Masri et al 1999
142 Raf*-MEK-P[]c — Raf* [MEK-PP]. 2.9 El-Masri et al 1099
143 [MEK-PP Phospp]c — [MEK-PP-Phosps]c 1.43 x 1072 Huang et al 1996
144 [MEK-PP-Phospy]c — [MEK-PP Phosps]c 0.8 Huang et al 1996
145 [MEK-PP-Phospp]c — [MEK-P Phosps]c 0.058 Huang et al 1996
146 [MEK-P Phosps]c — [MEK-P-Phospy]c 2.5 x 104 Huang et al 1996
147 [MEK-P-Phosp,]. — [MEK-P Phosp,]. 0.5 Huang et al 1996
148 [MEK-P-Phosps]c — [MEK Phosps]. 0.058 Huang et al 1996




Table 11: MEK and ERK activation (I1)

Reaction Rules Kinetic Constant Reference
149 [MEK-PP ERK]. — [MEK-PP-ERK]. 1.1 x 1074 El-Masri et al 1999
150 [MEK-PP-ERK]. — [MEK-PP ERK], 0.033 El-Masri et al 1999
151 [MEK-PP-ERK]. — [MEK-PP ERK-P]. 16 El-Masri et al 1999
152 [MEK-PP ERK-P]. — [MEK-PP-ERK-P]. 1.1 x 10~ El-Masri et al 1999
153 [MEK-PP-ERK-P]. — [MEK-PP ERK-P]. 0.033 El-Masri et al 1999
154 [MEK-PP-ERK-P]. — [MEK-PP ERK-PP]. 5.7 El-Masri et al 1999
155 [ERK-PP Phosps]c — [ERK-PP-Phosps]c 0.0145 Huang et al 1996
156 [ERK-PP-Phosps]c — [ERK-PP Phosps]c 0.6 Huang et al 1996
157 [ERK-PP-Phospz]c — [ERK-P Phosps]c 0.27 Huang et al 1996
158 [ERK-P Phosps]c — [ERK-P-Phosps]c 0.005 Huang et al 1996
159 [ERK-P-Phosps]c — [ERK-P Phosps]c 0.5 Huang et al 1996
160 [ERK-P-Phosps]c — [ERK Phosps]c 0.3 Huang et al 1996
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Simulacién computacional

» Traduccién del modelo a SBML (System Biology Markup
Language)

» Interfaz para la implementacién de CLIPS usando JAVA.

» Semadntica basada en el algoritmo determinista de tiempo de
espera.
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V 2. Una ruta apoptoética mediatizada por FAS

Necrosis versus apoptosis

Existen dos mecanismos de muerte celular:
> Necrosis (muerte por heridas, lesiones, senectud, ...).

> Apoptosis® (muerte celular programada).

Cdémo se produce la muerte celular por necrosis:

Es un proceso (en general) independiente de las caspasas.
Ausencia de condensacién del contenido celular.
Aparecen disfunciones en los orgdnulos celulares.

Rotura de la membrana plasmatica.

Alteracién del aspecto de la mitocondria.

vV V. vV vV VY

Se produce una marcada inflamacién.

q 2J.F. Kerr et al. Apoptosis: a basic biological phenomenon with wide—ranging implications in tissue m
#é RGNC
kinetios. British Journal Cancer, 26 (1972), 239 38792
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Apoptosis

La apoptosis
> Aparece durante el desarrollo.
» Es una respuesta del organismo ante disfunciones graves.

> Juega un papel esencial en la homeostasis celular (regulacién del
equilibrio del niimero de células en los tejidos).

» Es conveniente que la muerte sea:

» Rapida.
» Efectiva.
> Limpia (la célula muerta es absorbida).

Con el conocimiento de la apoptosis:
> El cancer pasé de ser una enfermedad con alteracién en la proliferacion
celular a ser una enfermedad con desequilibrio entre la proliferacién y la
apoptosis.
> Juega un papel crucial en enfermedades neurodegenerativas (Parkinson,
Alzheimer, etc.) y en el SIDA, entre otras relevantes.

uﬂ“{ RGNC
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Cémo se produce la muerte celular por apoptosis

> Condensacién del contenido celular (cromatina).

Fragmentacién del ADN (por la accién de una endonucleasa que se
activan por ciertas caspasas CAD).

Alteracién de aspectos funcionales de la mitocondria.

» Condensacién del citoplasma.

Pérdida de contacto/adhesién con las células vecinas. (por la alteracién
en las moléculas de adhesién de la membrana plasmaética).

Compactacién del material genético en el nicleo y segregacién hacia la
membrana nuclear donde se forman unos parches.

Formacidn de cuerpos apoptéticos que seran fagocitados rapidamente por
células vecinas.

No se produce la rotura de la membrana plasmatica.

No se produce inflamacién

RGNC
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Apoptosis
(Programmed Cell Death)

Normal cell Cell;hrinkage

Chromatin Condensation
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Las caspasas

Todos los cambios estructurales se producen por la transmisién de sefiales
controladas por una familia de proteinas (caspasas).
> Caspasas inductoras/iniciadoras (dan la orden): 8-9-10.

> Poseen dominios efectores de muerte (DED) y dominios de
activacién y reclutamiento de caspasas (CARD).

> Caspasas efectoras/ejecutoras (ejecutan la orden): 3-6-7.

> No contienen dominios DED ni CARD.
» Cortan sustratos celulares necesarios para la supervivencia.
> Son activadas por las caspasas iniciadoras.

L RGNC
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Apoptosis
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Via extrinseca o de los receptores de muerte (1)

FASR (CD95) es un receptor de muerte:
» Dominio extracellular que permite el enlace con FASL.
» Dominio intracellular que se denomina dominio de muerte.

La via extrinseca se produce, basicamente, cuando los receptores de muerte son
reconocidos por sus ligandos especificos.

> Se activa por la unién de FASL al dominio extracelular.

> Se produce un complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC).
> El adaptador FADD se une al domino de muerte de FASR.

> Y se recluta en el DISC la pro-caspasa 8.

>

La caspasa 8 activa es liberada del DISC al citoplasma y rompe varias
proteinas, incluida la pro—caspasa 3.

» La caspasa 3 activada provoca la muerte celular.

Esta via puede ser ihnibida por la accién de unas proteinas FLIP.

Tae
l]»é RGNC
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Via extrinseca o de los receptores de muerte (I1)
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La familia Bcl2

Familia de proteinas Bcl2: otros reguladores del proceso apoptdtico.
La mitocondria es algo mas que la productora de energia de la célula.

Es capaz de secuestrar al Citocromo c (simple transportador de electrones) que
juega un papel esencial en la apoptosis que sigue la ruta mitocondrial.

La familia de proteinas Bcl2 regulan la liberacién de factores apoptéticos de la
mitocondria (hacia el citosol, medio acuoso del citoplasma en donde se
encuentran los orgdnulos celulares).

Los miembros de la familia Bcl2 se pasan el tiempo controldndose unos a otros.

» Miembros con funcién anti—apoptética: Bcl2 y Bel-xL.

» Miembros con funcién apoptética: Bax y Bak por una parte y Bid, tBid y
Bad por otra.

=

U= RGNC
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Via intrinseca o mitocondrial (I)

Se produce, basicamente, por dafio en el citosol o en el niicleo (i.e. una célula
que ha adquirido caracter neopldsico debido a dafios en el ADN).

» El citocromo c es liberado de la mitocondria al citosol e induce la
activacién de caspasas.

> El citocromo ¢ se una a la proteina Apaf-1 (otra molécula apoptética
efectora).

» El nuevo complejo permite la formacién del apostosoma reclutando a la
pro—caspasa 9.

La pro—caspasa 9 junto con el nucleétido ATP activa la caspasa 9.

> La caspasa 9 es capaz de cortar la pro—caspasa 3 y activar la caspasa 3
que es efectora.

Existen una serie de proteinas (IAPs, XIPAs, etc.) capaces de inhibir a las
caspasas efectoras. Su antidoto es la proteina mitocondrial Smac-DIABLO.

El Smac-DIABLO liberado al citosol es capaz de inducir apoptosis (mediante

24N mecanismo que se desconoce).
U= RGNC
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Via intrinseca o mitocondrial (II)
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Modelos de la apoptosis mediatizada por FAS (1)

> La proteina FAS se activa y recluta moléculas
» Estas moléculas activan la caspasa 8

» Mediante un proceso complejo, la caspasa 8 activara la la caspasa 3 que
provoca la muerte celular.

L TNF

Fas 222 Re

é misFasL

FADD TRADI

Flip—| ] Caspase 8 8 b= Fie

Typel
Pathway
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Modelos de la apoptosis mediatizada por FAS (II)

En (*) se da un modelo basado en ODEs para una cascada de sefiales
relacionada con la apoptosis mediatizada por FAS.

Los resultados obtenidos estdn de acuerdo con los resultados experimentales.

Se trata de presentar un modelo basado en sistemas P para la misma ruta
sefializadora.

(*) F. Hua, M. Cornejo, M. Cardone, C. Stokes, D. Lauffenburger. Effects of Bcl-2 Levels on FAS
Signaling-Induced Caspase-3 Activation: Molecular Genetic Tests of Computational Model Predictions. The

Journal of Immunology, 175, 2 (2005), 985-995.

‘lrl§ RGNC

51/92



Modelo celular de la apoptosis mediatizada por FAS (lIl) 3

Sistema P usando como semantica un algoritmo determnista de tiempo de

espera

Nuestro modelo consta de 53 proteinas y 99 reacciones quimicas

I-IFAS = (27 {ev s, ¢, m}a Hy (M€7 M57 M57 Mm), (Re’ Rs’ RC’ Rm))

> Alfabeto: Representa todas las proteinas que intervienen en la cascada

Object Protein or Complex

FAS Fas protein

FASL Fas Ligand

FADD Fas—associating protein with death domain
Apaf Apoptotic protease activating factor

Smac | Second mitochondria—derived activator of caspase
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis protein

T
u’&’ 35 Cheruku, A. Paun, F.J. Romero, M.J. Pérez-Jiménez, O.H. Ibarra. Simulating FAS-induced apoptosis by RGNC

using P systems. Progress in Natural Science 17, 4 (2007), 424-431.
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¥ = {FASL, FAS, FASC, FADD, FASC-FADD, FASC-FADD,, FASC-FADDs,
FASC-FADD,-CASP8, FASC-FADD3-CASP8, FASC-FADD,-FLIP,
FASC-FADDs-FLIP, FASC-FADD,-CASP8,, FASC-FADD3-CASP8,,
FASC-FADD,-CASP8-FLIP, FASC-FADD3-CASP8-FLIP, FASC-FADD,-FLIP,,
FASC-FADDs-FLIP,, FASC-FADD-CASP8, FASC-FADD-FLIP, CASP8, FLIP,
FASC-FADD;3-CASP83;, FASC-FADD3-CASP8,-FLIP,
FASC-FADD3-CASP8-FLIP,, FASC-FADDs;-FLIPs, CASP85%!, CASPS3,
CASP3, CASP85-CASP3, CASP3*, CASP85-Bid, tBid, Bid, Bax, tBid-Bax,
tBid-Baxy, Smac, Smac®, Cyto.c, Cyto.c*, XIAP, Smac*-XIAP, Apaf,
Cyto.c*-Apaf-ATP, CASP9, Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9,
Cyto.c*-Apaf-ATP-CASP9,, CASP9*, CASP9*-CASP3, CASP9-XIAP,
CASP3*-XIAP, Bcl2, Bcl2-Bax}.

RGNC
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» Estructura de membranas: Cuatro regiones: el entorno, la superficie
celular, el citoplasma y la mitocondria, etiquetados por e, s, my c.

FasL O

D

RGNC
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» Multiconjuntos iniciales: Nimero de moléculas en cada regién
(Estimaciones empiricas)

M. = {FASL™%}

Ms = {FAS**}

Mc — {FADD1004O CASP820074 FLIP48786 CASP3120460 Bid15057
Bax501897 )(}/4“3180697 Ap2’f602307 CA’SP912046} ’ ’

Mm — {5mac6°230, CytO.C6023O, BC1245172}

RGNC
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> Reglas: Se modelizan 99 reacciones quimicas que constituyen la cascada.

» Un ejemplo:
FASL [ FAS |s — [ FASC |5 , ¢y

> El objeto FASL en el entorno y el objeto FAS en la membrana s se
transforman en el complejo FASC, y tiene asociado una constante
estocastica que mide la afinidad entre ligando y receptor.

> El tiempo asociado a esa regla es:

1
T =

¢, - |FASL| - |FAS]

FasL. O

Fes (D

L

u*ﬁ’ e RGNC
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rg :
rg :
rno
rny
o :
n3
rg :
s
e -
ny
g
g :
3o :
i3y
3y

33

rule

FASL[ FAS ]s — [ FASC |5
[ FASC |s — FASL[ FASC |,
FASC[ FADD ] — FASC : FADD[ ]c

FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :

rag : ‘ESC:
s :u SC :

FADD|
FADD|
FADD,
FADD,
FADD3

FADD, :
FADD; :
FADD, :
FADD; :
FADD, :
FADD; :
FADD, :
FADD; :
FADD, :
FADD; :

FADD
FADD,
FADD

FADD,
FADD;
FADD;
FADD;

FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :
FADD; :

le — FASC[ FADD |,

FADD ]. — FASC : FADD,| |.

[ le — FASC : FADD[ FADD ].

[ FADD 1. — FASC : FADD;| |c

[ ]e — FASC : FADD[ FADD ],

CASP8| FADD |. — FASC : FADD3 : CASP8] 1.
CASP8[ 1. — FASC : FADD, : CASP8[ FADD ],
FLIP] FADD | — FASC : FADD; : FLIP[ ],

FLIP[ 1. — FASC : FADD, : FLIP[ FADD ],

CASP8,[ FADD ] — FASC : FADDs : CASP8;[ ].
CASP8,[ ]c — FASC : FADD, : CASPS,[ FADD |,
CASP8 - FLIP[ FADD |. — FASC : FADDs : CASP8 : FLIP[ ],
CASP8 : FLIP[ |. — FASC : FADD, : CASPS : FLIP[ FADD |,
FLIPy[ FADD |. — FASC : FADDs : FLIPy[ ]c

FLIPy[ ]c — FASC : FADD, : FLIPy[ FADD |,

: CASP8[ FADD |. — FASC : FADD; : CASPS[ ]c

: CASP8[ ]. — FASC : FADD : CASP8[ FADD |,

: FLIP[ FADD ] — FASC : FADD; : FLIP[ ].

: FLIP[ ]c — FASC : FADD : FLIP[ FADD ],

[ CASP8 |c — FASC : FADD; : CASP8][ 1.

: CASP8[ ] — FASC : FADD3| CASP8 |,

[ FLIP ] — FASC : FADDs : FLIP[ ],

FLIP[ ]c — FASC : FADDs[ FLIP |,

CASP8| CASP8 | — FASC : FADD; : CASP8,| 1c
CASP8,[ ]c — FASC : FADD; : CASP8[ CASP8 ],
CASP8[ FLIP |, — FASC : FADDs3 : CASP8 : FLIP| 1.
CASP8 : FLIP[ |. — FASC : FADD3 : CASP8[ FLIP ],
FLIP[ CASP8 |. — FASC : FADD3 : CASP8 : FLIP[ ],
CASP8 : FLIP[ |. — FASC : FADD; : FLIP[ CASP8 ],
FLIP[ FLIP ]. — FASC : FADDs : FLIP;[ ].

FLIPy[ ] — FASC : FADD3 : FLIP[ FLIP |,

CASP8,[ CASP8 |. — FASC : FADD3 : CASP83[ |.
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label
e
37z -
g :
rog :
rao
ray
g
3
rag
s
e :
ra7
rg :
rag :
rsp -
rs1
rs2
rs3
Isq
rss
se -
rs7
rsg
rsg
60 -
re1 :
r62 :
3 -
rea :
65 -
66 -
re7
r68 :

rule
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :
FASC :

FADD; : CASP83[ ]. — FASC : FADD3 : CASP8;[ CASPS8 |,

FADD; : CASP8;[ FLIP |. — FASC : FADD3 : CASP8; : FLIP[ .
FADD; : CASP8; : FLIP[ |c — FASC : FADD3 : CASP8,[ FLIP ],
FADD; : CASP8 : FLIP[ CASP8 ] — FASC : FADD3 : CASP8, : FLIP[ ].
FADD; : CASP8, : FLIP[ |c — FASC : FADD3 : CASP8 : FLIP[ CASP8 |,
FADD; : CASP8 : FLIP| FLIP |. — FASC : FADD3 : CASP8 : FLIP,[ ]c
FADD; : CASP8 : FLIP,[ ]c — FASC : FADD3 : CASP8 : FLIP[ FLIP ].
FADD; : FLIP,[ CASP8 |. — FASC : FADD3 : CASP8 : FLIP,[ ]c
FADD; : CASP8 : FLIP,[ |c — FASC : FADD3 : FLIP,[ CASP8 ]c
FADDs : FLIPy[ FLIP | — FASC : FADD3 : FLIP3[ ¢

FADDs : FLIP3[ ] — FASC : FADD3 : FLIPy[ FLIP ],

FADD;[ CASP8 | — FASC : FADD, : CASP8] |.

FADD, : CASP8[ ]. — FASC : FADD,[ CASPS |.

FADD;[ FLIP ] — FASC : FADD; : FLIP[ ].

FADD, : FLIP[ |c — FASC : FADD,[ FLIP |,

FADD, : CASP8[ CASP8 | — FASC : FADD, : CASP8;| .

FADD, : CASP8;[ ]. — FASC : FADD, : CASP8[ CASP8 |.

FADD, : CASP8] FLIP ]. — FASC : FADD, : CASP8 : FLIP[ ],

FADD, : CASP8 : FLIP[ |. — FASC : FADD, : CASP8[ FLIP ],
FADD; : FLIP[ CASP8 ] — FASC : FADD, : CASP8 : FLIP[ ],
FADD, : CASP8 : FLIP[ |. — FASC : FADD, : FLIP[ CASP8 ],

FADD; : FLIP[ FLIP |. — FASC : FADD; : FLIPy[ ]c

FADD; : FLIP,[ ]c — FASC : FADD, : FLIP[ FLIP ].

FADD[ CASP8 |. — FASC : FADD : CASPS[ ],

FADD : CASP8[ ] — FASC : FADD[ CASP8 ],

FADDI[ FLIP | — FASC : FADD : FLIP[ |c

FADD : FLIP[ ]c — FASC : FADD[ FLIP |c

FADD, : CASP8,[ ]c — FASC : FADD,[ CASP85*! |,

FADDj3 : CASP83[ ]c — FASC : FADD; : CASPS[ CASP85™ .

FADD; : CASP8, : FLIP| ]c — FASC : FADDs : FLIP[ CASP85*! ]
FADD3 : CASP8,[ |c — FASC : FADD3[ CASP85*! |

[ cASP8b™ 1. — [ CASP8} |.

[ CASP8], CASP3 ] — [ CASP83 : CASP3 ]

ASP83 : CASP3 | — [ CASP8}, CASP3 1.
CASP8, CASP3* | — [ CASP8} : CASP3 ],

k3r

RGNC
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label

ro1

rop -
g7

rule

ATP
ATP
ATP
ATP

CASP83, Bid | — [ CASP8} : Bid |
CASP8? : Bid | — [ CASP8} , Bid |.
CASPS8} , tBid | — [ CASP8S : Bid |

tBid, Bax | — [ tBid : Bax ]c

tBid : Bax | — [ tBid, Bax |

tBid : Bax, Bax | — [ tBid : Baxy |c

tBid : Baxy |¢ — [ tBid : Bax, Bax ]c

tBid : Baxy| Smac |m — Smac*[ |m

tBid : Baxy| Cyto.c |m — Cyto.c*[ |m

Smac™, XIAP |c — [ Smac™ : XIAP ]

Smac™ : XIAP |c — [ Smac™, XIAP .

Cyto.c™, Apaf |c — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP |
: ATP |c — [ Cyto.c™, Apaf |
ATP,

CASPO | — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP : CASP9 ]

: CASP9 |c — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP, CASP9 |

: CASP9, CASP9 | — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP : CASP9; ]c

: CASP9; |c — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP : CASP9, CASP9 |

: CASP9; |c — [ Cyto.c™ : Apaf : ATP : CASP9, CASP9* .

, CASP3 . — [ CASP9* : CASP3 ],
: CASP3]. — [ CASP9*, CASP3 ],

CASP9* : CASP3 ], — [ CASP9*, CASP3* |,
CASP9, XIAP | — [ CASP9 : XIAP |,
CASP9 : XIAP | — [ CASP9, XIAP |.
CASP3* | XIAP | — [ CASP3* : XIAP |.
CASP3* : XIAP ] — [ CASP3*, XIAP |.

Bax[ Bcl2 |, — [ Bel2 : Bax |m
[ Bel2 : Bax |;m — Bax[ Bel2 |m

Cyto.c™ : Apaf
Cyto.c™ : Apaf :
Cyto.c™ : Apaf :
Cyto.c™ : Apaf :
Cyto.c™ : Apaf :
Cyto.c™ : Apaf :
CASP9™*
CASP9™*
o
Us=

rate

kiif

kyaf
kiar
kis
ki6f
ki6r
ki7
kigf
kigr
kiof
kigr
kaof
kaor
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Y las siguientes reglas para casos especiales:

label

f96/ :
rg7r *

fgﬁ// :
foz17

rule

Bid[ Bcl2 1 — [ Bel2 : Bid |m
[ Bel2 : Bid |, — Bid[ Bcl2 |m

tBid[ Bcl2 |m — [ Bcl2 : tBid |
[ Bel2 : tBid | — tBid[ Bcl2 |m

rate

kaof
koor

kaof
koor

RGNC
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Las constantes quinéticas (reaction rates) obtenidas de (*) son:

kif = 9.09E—05nM~'s~! K, = 1.00E—04s!

kof = B5.00E—04nM~1s™l K, = 025!

ksf = 3.50E—03nM~ls™! k3, = 0.018s!

ks = 03s ! ks = 01s!

kef = 1.00E —05nM~ sl ks, = 0.06s5 !

ky = 01s! kgf = 5.00E — 03 nM~ls!
kgr = 0.005s”! kof = 2.00E — 04 nM~1s!
kyy = 0.02s ! kig = 1.00E —03 nM~ls!
kiye = 7.00E—03nM~1s™! Ky, = 221E—03s1!

kipf = 278E—07nM 's™!  kp = 5.70E—03s !

kizr = 2.84E —04nM~1s™l kg3 = 0.07493 571

kg = 441E—04nM~1sTl ok, = 01s7?!

ks = 0.7s % kigf = 1.96E — 05 nM~1s—1
kigr = 0.05707 s~ ! ky = 48s !

kigg = 1.06E —04nM~'s™! kg = 1.00E—03s!

kigf = 2.47E—03nM~1s7! kg = 2.40E—03s71

kpof = 2.00E—03nM~ts™!  ky, = 0.02s %

(*) F. Hua, M. Cornejo, M. Cardone, C. Stokes, D. Lauffenburger. Effects of Bcl-2 Levels on FAS
Signaling-Induced Caspase-3 Activation: Molecular Genetic Tests of Computational Model Predictions. The
Journal of Immunology, 175, 2 (2005), 985-995.
E% 0
u§ RGNC
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1. Tiempo de activacién de la caspasa 3

El estudio se realiza con valores basales de Bcl2.

Modelo considerado a partir de la especificacién del sistema P definido:

» Multiconjuntos iniciales:

M. = {FASL>%}

Ms = {FAS*®}

Mc — {FADD10040 CASP820074 FLIP48786 CA5P3120460 Bid15057
BaX501897 X}AP180697 Ape;f6°230, CA.’SP912046} ’ ’

M, = {5’_'_)26602307 CytO.C602307 BCI245172}

> Las constantes estocdsticas deducidas de las constantes cinéticas antes
descritas.

Valores obtenidos de: F. Hua, M. Cornejo, M. Cardone, C. Stokes, D. Lauffenburger. Effects of Bcl-2 Levels on
FAS Signaling-Induced Caspase-3 Activation: Molecular Genetic Tests of Computational Model Predictions. The

%urna/ of Immunology, 175, 2 (2005), 985-995.
uﬁ RGNC
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Resultados

» Datos experimentales: activacion de la caspasa 3 a las 6 horas.

» Modelo basado en ODEs: activacién de la caspasa 3 a las 4 horas.

Full Length Casp3 {100%)

0 2 4
Time (hour)

» Modelo basado en sistemas P: activacién de la caspasa 3 a las 7 horas.

-&- Control
-9~ Bcl2 KD

Full Langth Casp3 (nM)

200
= BclZ at baseline value
150 Bel2 decrease 10X
= BelZ decreasa 100X
100
50
o

o

4 L]
Time (hour)

——Bck-2 control (Baseline value)

4 5
Time (Hour)
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2. Dependencia de la eleccién de la via apoptética

Scaffidi et al. sugieren® que el tipo de via elegido depende de la concentracién
de la caspasa 8 activada:

> Si es alta, elige la via intrinseca (tipo 1)

> Si es baja, elige la via extrinseca (tipo II)

Chequemos esta hipdtesis en nuestro modelo:

» Incrementando 20 veces la concentracidn inicial de caspasa 8, respecto de
su valor basal (el resto, igual).

M. = {FASL'*"}

M, = {FAS®?)

M/ — {FADD10040 CA5P8401480 FLIP48786 CA5P3120460 Bid15057
¢ BaX501897 X;APISOGQ, Apal;602307 CA§P912046} ’ ’

Mm — {5m26602307 CytO.C602307 BC/245172}

Los resultados obtenidos muestran una activaciéon mas rapida de la caspasa 3.

oy g
u#é’ Scaffidi, C., Fulda. S., Srinivasan, A., Friesen, C., Li, F., Tomaselli, K.J., Debatin, K.M., Krammer, P.H.,, RGNOC
Peter, M.E. Two CD95 (APO-1/Fas) signaling pathways. The Embo Journal, 17 (1998), 1675-1687. 64792



3. Activacion de la caspasa 3 respecto de la concentracién

de Bcl2

Se trata de estudiar la dependencia de la activacién de la caspasa 3 respecto
del nimero de moléculas de Bcl2

Para ello, se incrementé 100 veces el ndmero de moléculas de Bcl2 en el
multiconjunto inicial Mp,

Me
M
M.

M;,

{FASL12500}

{FA56023}

{FADD100407 CA5P820074, FLIP48786, CASP31204607 Bid15057,
Bax501897 XIAP180697 Apaf60230, CASP912046}

{5mac60230, CytO. C60230, BCI24517200}

Los resultados mostraron la no sensibilidad de la activacién de la caspasa 3 a la
variacién en la concentracién de Bcl2 (de acuerdo con los resultados
experimentales y con los obtenidos por F. Hua et al.).

uF
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Resultados

m -
i 150 4
‘% — Bcl-2 at baseline value
S — Bcl-2 increase 100X
= 1001
H
= 504
3
o

0
0 2 4 6 8

Time (hour)

Bcl-2 binds Bax when CASP-8 incresed by 20 X

——Bcl-2 Base line.
180+ —Bcl2incresed by 100 X | 7

RGNC
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4. Eficiencia del bloqueo de la via extrinseca por Bcl2
En [1], [2] y [3] se presentan distintos mecanismos para bloquear la via
mitocondrial: enlazar Bcl2 con (a) Bax; (b) Bid; (c) tBid; o (d) a la vez con
Bax y tBid.

> Se estudia la activacién de la caspasa 3 en la via intrinseca, analizando
qué mecanismo es mas eficiente.

RGNC
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Eficiencia del bloqueo de la via extrinseca por Bcl2

Para ello, se consideran las siguientes nuevas reglas:

label rule rate
rogr ©  Bid[ Bcl2 1m — [ Bel2 : Bid |m koof
o7t ¢ [ Bel2 : Bid | — Bid[ Bcl2 |, koor

rogrs : tBid[ Bcl2 |m — [ Bel2 1 tBid |m  kaof
rarr © [ Bel2: tBid |;m — tBid] Bel2 |m koo

con las siguientes constantes:

kaor = 2.00E —03nM~1s71 Ky, 0.02s1

[1] E.H. Cheng, M.C. Wei, S. Weiler, R.A. Flavell, T.W. Mak, T. Lindsten, S.J. Korsmeyer. BCL-2, BCL-XL
sequester BH3 domain-only molecules preventing BAX- and BAK-mediated mitochondrial apoptosis. Molecular
Cell, 8 (2001), 705-711.

[2] Z.N. Oltavi, C.L. Milliman, S.J. Korsmeyer, S.J. Bel-2 heterodimerizes in vivo with a conserved homolog, Bax,
that accelerates programmed cell death. Cell, 74, 4 (1993), 609-619.

[3] K. Wang, X.M. Yin, D.T. Chao,C.L. Milliman, S.J. Korsmeyer. BID: a novel BH3 domain-only death agonist.
Genes & Development, 10 (1996), 2859-2869.

uF 252



Especificaciones de sistemas P

Las nuevas especificaciones de sistemas P sélo afectan a las reglas. Son las

siguientes:
(a) Bcl2
>
(b) Bcl2
>
(c) Bcl2
>
(d) Bcl2

>

enlaza con Bax:
r, r,...,rs, roe, ro7
enlaza con Bid:
P,y F95, Fes M7
enlaza con tBid:

1! 1
r, r2,...,ros, rgg, gy

enlaza, a la vez, con Bax y tBid:

/! /!
r,r,...,rne,rr,ryg; gy

u;@WODULARIDAD de los sistemas P.

RGNC
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Modelos de sistemas P

Se consideran tres modelos para cada especificacién:

(1) la concentracién de Bcl2 es la basal: M, M, Mc, Mp.
(2) la concentracién es 10 veces la basal: M., Ms, M, M,.
(3) la concentracién es 100 veces la basal: M., Mg, M, Mo,

» siendo:

M.
M,
M.

M
M,
M,

{ FASI_12500}

{ FA56023}

{FADD100407 CASID82OO747 FLIP48786, CA5P3120460, Bid150577
BaX501897 )(IAP18(]697 Apa f'60230’ CASP912046}

{5m3660230 CytO.C60230 BCI245172}

{SmaC60230: CytO.C60230: BC/2451720}

{Sm3C60230 Cyto C60230 BC/24517200}

> Las constantes estocdsticas deducidas de las constantes cinéticas antes

descritas.

RGNC
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Resultados

A g
g Bel2-Bax
g 150 Bel2-Bid
S Bel2-1Bid
g " e Bel2-4Bid-Bax
£
3 s
5
E - +
0 4 6 8
Time (hour)
B Bel-2 binding to Bax c Bel-2 binding to Bid
=200 =200
£ £ — Bcl2 at baseline value
Q 150 R 150 ~= Bcl2 increase 10X
o @ 2
@ Q == Bcl2 increase 100X
fé 100 E 100
5, ]
g L
= S o
= 2 4 6 8 e 0 2 4 8 B
Time (hour) Time (hour)
D Bel-2 binding to tBid E Bel-2 binding to Bax and tBid
S 200 S 200
= £
Q 150 Q 150
@ @
© o
O 100 © 100;
< <
g 50 g 50
3 3
S o S o
= 4 6 8 v 2 4 6 8
Time (hour) Time (hour)

us 253
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Resultados

u¥

Bcl-2 binding to Bax and tBid

= 200, — Bci2 at baseline value
gmu- — Bcl2 increase 10X

@ — Bel2 ncreasae 100X
2 1004

1 T T V
1] 2 4 ] ]
Time {haur)
Bel-2 binding to Bax
180
160
Z 140
2120
£ 1000
)
§ 80-
s
5 e0-
H
40+
20+
0 1 2 3 6 7 8 9

4 5
Time (Hour)

El cuarto mecanismo es el mas eficiente.
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Conclusiones

Andlisis de la sensibilidad de la activacién de la caspasa 3 a la sobreexpresién

de la Bcl2 en funcién del camino seleccionado.

Activacién Caspasa 3
(con sobreexpresién de Bcl2)

Via extrinseca (tipo |, receptor de muerte)

Insensible

Vfia intrinseca (tipo Il, mitocondria)

Sensible
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V 3. Quorum Sensing en la bacteria Vibrio Fisheri

Quorum sensing: mecanismo de control de expresidn de genes en funcién de la
densidad celular ®.

Este fendmeno permite a una colonia de bacterias dar una respuesta
coordinada.
» Emisién de luminiscencia (Vibrio Fischeri)
> Secrecién de sustancias viscosas provocando infecciones (Pseudomona
aeruginosa, Gram negativa)
> Liberacidén de toxinas que matan a organismos que serviran de alimento
(Pfiesteria)

T
u#é’ 5C.M. Waters, B.L. Bassler. Quorum Sensing: Cell-to-Cell Communication in Bacteria. Annual Review of CclRGNGC
and Developmental Biology, 21 (2005), 319-346. 71 /92



La bacteria Vibrio Fischeri (1)

Bio—luminiscencia: capacidad de los organismos vivos para producir luz
visible/perceptible.

Vibrio Fischeri: una especie de bacteria bio—luminiscente.

La primera especie en la que se descubrié y se describié el ACYL-homoserina
lactosa (la sefial clave en el quorum sensing).

75 /92



La bacteria Vibrio Fischeri (I1)

Puede vivir:
» Libremente en el plancton marino.

> En estado de simbiosis en un calamar (Euprymna scolope) o en ciertos

peces.
» Aunque es poco frecuente, aparece como un patdgeno en ciertos
Us invertebrados. RGNC
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La bacteria Vibrio Fischeri (1)

Es capaz de producir luz en determinadas condiciones.

> NO en el plancton.

> Sl en simbiosis.
La produccién de luz en el organismo anfitrién:

> Atraen a las presas.

> Permite acciones de camuflaje:

» Durante la caza nocturna, los érganos de lumniscencia se dirigen al
fondo marino eliminando la sombra.

RGNC
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La bacteria Vibrio Fischeri (1V)

Mecanismo del Quorum Sensing en Vibrio Fischeri (K.H. Nealson y J.W.
Hasting, 1979; K.L Visic et al., 2000):

Low cell density

- fuxbox ——gmr———r- IR H*




> La regién Lux Box del ADN de la bacteria produce proteina Lux R (que
sintetizan receptores) y proteinas Lux | que sintetizan sefiales OHHL.

Ese proceso se produce a niveles basales, con prioridad en el Lux R.

> Las sefiales se difunden al entorno (y entran en la bacteria) a través de la
membrana plasmatica.

» Cuando la concentracién de sefiales en el interior supera una barrera:
> El receptor Lux R se una a la sefial OHHL formando un complejo
Lux R+xOHHL que actia como factor de transcripcién.
> Ese complejo enlaza a la regién Lux Box provocando:

> Incremento en la produccién de sefiales y receptores (ahora
con prioridad a las sefiales).
> La activacién de un clister de 5 genes.

u*&’ RGNC
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Modelo del QS en la bacteria Vibrio fischeri basado en
sistemas P°

Sistema P multientorno de orden (25,1, ).
ME = (G I', %, |_|17 {C, re Rnl}, El, . Ess, |_|1,RE)
donde:

> G representa la estructura del multientorno (25 entornos).
» = {LuxBox, LuxR, LuxR.OHHL, LuxR.OHHL.LuxBox, OHHL}.
» > = {OHHL}.
» E; =0, parai=1,...,25.
> My = (%, L, u,M,R1) en donde:
o L={b.

e n=[1]
o M; = {LuxBox}.

&)

T
u'&’ 6F J. Romero, M.J. Pérez-Jiménez. A model of the Quorum Sensing System in Vibrio Fischeri using P RGNC

systems. Artificial Life, 14, 1 (2008), 95-109. ,
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Estructura del modelo estocastico basado en sistemas P

81/92



Reglas de los sistemas IM; (bacterias): Ry

n:

rn

3

Iy

rs .

Ie -

r7

rg .

Iy :

ro -

ni -

ro

uF

[LuxBox ] < [LuxBox + OHHL ],

[ LuxBox ]» 3 [LuxBox + LuxR]s

[LuxR + OHHL ], 2 [LuxR.OHHL ],

[ LuxR.OHHL ], <% [LuxR + OHHL ],

[ LuxR.OHHL + LuxBox ], 3 [ LuxR.OHHL.LuxBox ]

[ LuxR.OHHL.LuxBox ]s - [ LuxR.OHHL + LuxBox ]s

[ LuxR.OHHL.LuxBox ]» 3 [ LuxR.OHHL.LuxBox + OHHL ],
[ LuxR.OHHL.LuxBox ] = [ LuxR.OHHL.LuxBox + LuxR ]
[OHHL], & OHHL] s

[OHHL], 28 [ 1

[LuxR]s & [ 1o

[LuxR.OHHL ], & [ ]s

RGNC
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LuxR. OHHL

LuxBox LuxR.OHHL

Representacién gréfica de las reglas en las bacterias

& RGNC
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Reglas de los entornos: Re

ris: OHHL[ ], & [OHHL ],

ra: [OHHL ], 2% [ o

s [OHHL], — [ ]g =5 [ ] — [ OHHL ],
no: [[lole—[1g = [le—[[1s]g

Constantes estocasticas asociadas a las reglas:

C1=2,C2=2,C3=9,C4=1,C5=10,C6=2,C7=250,C3=200,

Co — 507 Ci0 = 30, Ci1 = 20, Ci12 = 20, Ci13 = 1, Ci4 = 5, Ci5 = 87 Cip = 2.

L RGNC
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Resultados y Discusiones

> El modelo descrito ha sido representado en SBML, Systems Biology
Markup Language .

> El cédigo SBML fue generado usando CellDesigner 8.
> Semantica basada en el algoritmo determinista de tiempo de espera.

» Las simulaciones han sido ejecutadas usando un programa escrito en C
con un fichero de entrada SBML especificando nuestro modelo.

> Se ha estudiado la conducta emergente del sistema para poblaciones de
diferente tamaiio, a fin de examinar cémo las bacterias pueden percibir la
densidad celular.

u{} ;SBML Web Site http://sbml.org/index.psp RGNC

Cell Designer Web Site http://www.celldesigner.org/ 85 /92



En primer lugar, hemos considerado una poblacién de 100 bacterias.

Evolucidn en el tiempo del nimero de bacterias quoratadas y el niimero de

sefiales OHHL en el entorno:

Quorated Bacteria
&
T

time

OHHL molecules

200

time

Ndmero de bacterias excitadas (izquierda) y sefiales en el entorno (derecha)

RGNC
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Correlacién entre el nimero de sefiales en el interior de una bacteria (izquierda)
y la ocupacién del LuxBox por el complejo (derecha):

OHHL LuxBox occupied

T
12 16 20 2 28 32 36 40 4 8 12 16 20 24 28 32 36

i ‘ 1l MMM\ﬂMMML|l W i M

Time o

T r r r Time

Nimero de sefiales y ocupacién del LuxBox en una bacteria




Evolucién del ndmero de aplicaciones de la regla que representa la produccién
basal (izquierda) y la regla que representa la produccién masiva de sefales
(derecha)

60-| 1204
100+
g
% 80
2
3 o]
H
20| a0
10 20
1 il gl
o+ e — T T T T T T T
H 10 15 20 25 30 3s 4 5 10 15 20 2 E 35 4
time time

Nimero de aplicaciones de las reglas r; y r7 en una poblacién de 300 bacterias

r ot [LuxBox ], 3 [LuxBox + OHHL ],

r7 + [ LuxR.OHHL.LuxBox |, = [ LuxR.OHHL.LuxBox + OHHL ],

uF



Se analiza cdmo las bacterias perciben el nimero de individuos de la colonia,
examinando el comportamiento de una poblacién de 10 bacterias.

Quorated Bacteria OHHL
9 99
8 8
7 7
6 6
5 54
a- 2
3 34
2 2
] A ] /\ M AA AW
T T T T T T Time T T U T T T Time
0.00 429 857 12586 1714 2143 2571 30.00 0.00 429 857 1286 1714 2143 2571 30.00

Bacterias excitadas y sefiales en el entorno en una poblacién 10 bacterias

En este caso, la sefial no se acumula en el entorno. Sélo una bacteria es
excitada conjeturando mal el tamafo de la colonia.

U RGNC
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Se analiza el comportamiento de la bacteria que fue excitada.

La produccién masiva de sefales pasaban al entorno por difusién, en donde no
habian sufientes bacterias para percibirlas.

Cuando la bacteria percibe que la sefial no se acumula en el entorno, entonces
modifica su comportamiento y pasa a baja-regulacién.

OHHL BACTERIUM 2 LuxBox occupied BACTERIUM 2

04
| ‘

MM
Time o T

Time

T T T T T T T T T T
0 429 857 12.86 17.14 2143 2571 3000 000 429 857 12.86 17.14 21.43 2571 30.00

Comportamiento de la bacteria en una poblacién de 10 bacterias

=

L RGNC
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Finalmente, se observa que la poblacién de 10 bacterias permanece en un
estado de baja regulacién.

Number of Applications. [ LuxBox Jb =-> [ LuxBox , OHHL Jb

Number of Applications [ LuxBox-LuxR-OHHL Jb ~~> [ LuxBox-LuxR-OHHL , OHHL b

1

12 12

104 104

8 8

6 64

a 4

2 2
T T T U T T T Time T T T T T T T Time
4 8 12 16 20 24 28 2 a 8 12 16 20 24 28 2

Ndmero de aplicaciones de las reglas r; y r7 en una poblacién de 10 bacterias
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» Los resultados que se deducen de nuestro modelo estan de acuerdo con
los resultados que se han obtenido experimentalmente en el laboratorio °.
»> Nuestra aproximacion,

e usando sistemas P multientorno con semantica derivada de una
extensién del algoritmo de Gillespie,

confirma la habilidad del sistema computacional para detectar conductas
emergentes.

:‘hr‘vr 9E.F’. Greenberg, H.B. Kaplan, H.B. Overproduction and purification of the luxR gene product: Transcriptionm
uﬁctivator of the vibrio fischeri luminescence system. Proceedings of the National Academy of Science of the UnitelRGNG
States of America, 84 (1997), 6639-6643. 92 /92



