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DESARROLLO DE UN MODELO FENOMENOLOGICO PARA LA VIA LISOSOMAL
DE DEGRADACION DE PROTEINAS

El cultivo de células animales ha crecido continuamente en los tultimos anos, debido al avance
en las técnicas de cultivo y al entendimiento de los procesos celulares. La venta de productos
obtenidos a partir de estas técnicas deja importantes utilidades y la obtenciéon de nuevos
medicamentos deja grandes ganancias sociales.

Dentro de los factores que ayudan a mejorar la productividad, se ha estudiado la posibi-
lidad de intervenir los procesos de apoptosis y degradacion de proteinas. En este contexto es
donde cobra relevancia la obtenciéon de modelos que estudien estas vias.

En este documento se busca estudiar y modelar la degradacion de proteinas via lisosomal.
Para ello se realiza una investigacion bibliografica, se eligen los componentes del modelo, se
plantean reacciones para poder deducir ecuaciones y simularlas.

Se obtienen graficos que describen diferentes procesos del sistema. Uno de los proncipales
resultados fue la ratificacion de que la degradacion via lisosoma es mas lenta que el replega-
miento de proteinas. Las proteinas son degradadas entre 16 y 30 minutos luego de comenzada
la simulacion. Se logra describir tanto la generacién de autolisosoma como la degradacion de
este.

Se propone y realiza una simplificacion de la formacién del complejo Atgl2AtgbAtgl6,
la que no altera visiblemente la degradacién de autolisosoma. Por otra parte, se propone en
un futuro modificar las condiciones gatillantes del estrés celular, con el fin de robustecer el
modelo

Finalmente se destaca la utilidad que puede tener un modelo de degradacién de proteinas
agregadas via lisosomal. La aplicacion de este podria generar utilidades y posicionar a la
industria en un nivel mas competitivo.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes generales

El cultivo de células animales se ha transformado en el principal mercado para la pro-
duccién de proteinas en el dmbito clinico [14]. Esto debido a ventajas respecto a sus com-
petidoras no animales, por ejemplo, su nivel de correcto plegamiento y modificaciones post-
traduccionales [14].

Otro factor relevante ha sido el avance en las técnicas de cultivo y el entendimiento de
los procesos celulares, en especial del metabolismo y la apoptosis. Esto ha logrado aumen-
tar la productividad, logrando posicionar a las células animales como el principal actor del
mercado (Figura 1.1) [14, 1]. Recaudando en 2016 sobre US$200 billones (drogas biolégicas
y basadas en proteinas). Ademds de contar con la presencia de ocho drogas, cultivadas en
células animales, en el top 10 de ventas, con un mercado sobre los US$55 billones [15, 16].

W Animales B No animales
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Figura 1.1: Porcentaje del mercado de proteinas producidos por células animales y no animales
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La ingenieria genética ha jugado un rol relevante en el aumento de la productividad, los
esfuerzos se han centrado en disminuir la acumulacién de productos que pueden resultar to-
xicos para las células. De igual modo, en los tltimos anos se ha investigado la posibilidad de
aumentar dicha eficiencia mediante la intervencion en los procesos de apoptosis y glicosila-
ciones [17]. Esto se debe a que en el reticulo endoplasmético (ER) se procesan y sintetizan
las proteinas y lipidos de las vias secretoras, por lo cual, muchos estudios sugieren que es en
éste organelo donde se encuentra el cuello de botella del proceso de produccién proteica.

En este contexto es donde cobra relevancia el concepto de estrés de reticulo endoplasméti-
co, el cual es inducido, entre otros factores, por el aumento de la concentracién de proteinas
mal procesadas o mal plegadas.

Las células poseen mecanismos de control de calidad para lidiar con estos factores in-
ductores de estrés, es el llamado respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). Este tiene dos
principales funciones, la primera es recuperar el correcto funcionamiento de la célula y la se-
gunda es, si no se consiguen restablecer las funciones, la apoptosis. Las respuestas se gatillan
por la presencia de proteinas mal plegadas y/o agregadas (lineas 1 y 3 de la Figura 1.2)[2].

f Agregados @

N L= AN
ADN ARN mensajero Cadena polipéptida 5 . Proteina madura @

rocesamiento
% Secrecién
pEN
[t
& @
& s
Degradacion

Figura 1.2: Etapas de la produccion proteica, la linea 2 representa la correcta sintesis de la
proteina, en cambio, las lineas 1 y 3 representan la formacién de agregados y la degradacion
de las proteinas mal plegadas respectivamente [2].

El mecanismo de control UPR genera la activacién de vias de degradacién de proteinas,
los principales se encuentran asociados al ER y son llamados ERAD I y ERAD II. ERAD
I se asocia a la retrotranslocacion de las proteinas y a su posterior degradacion mediante
proteosoma, asi mismo, se vincula a la degradacién de proteinas no agregadas. Por otra
parte, ERAD II se asocia a la degradacién de agregados proteicos mediante la accién de
autolisosoma [18].

1.2. Descripcion del proyecto

En este trabajo se estudia la via lisosomal de degradacién de proteinas en células animales,
una de las principales rutas para la degradacién de agregados proteicos.

Se genera un modelo inicial que describa el funcionamiento parcial de ERAD II, identifi-



cando elementos relevantes, con el fin de realizar un primer acercamiento al funcionamiento
de dicha via.

Se establece como condicion gatillante del proceso la falta de nutrientes, cominmente
conocida como starvation. Esta condicién produce el aumento de proteinas mal plegadas y a
su vez la inhibicién de elementos regulatorios.

Las ecuaciones de este modelo se resuelven y muestran graficamente mediante la utilizacién
del software Matlab®.

1.3. Motivacion

La generacion de un modelo de degradacion de proteinas en células animales, facilitard y
contribuira al desarrollo del conocimiento en ésta drea. Asi mismo serd una herramienta para
estudios en diversas materias, como publicaciones médicas, cientificas, estudios de procesos
que involucren cepas usadas en procesos industriales, entre otras. De ésta forma, el modelo
aporta potencialmente al bienestar econéomico y social de las personas que se ven afectadas
con dichos estudios.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Estudiar y modelar la degradacion de proteinas via lisosoma.

1.4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar la degradacién lisosomal de proteinas en células animales.

e Escoger los componentes a analizar para la generacion del modelo.

Plantear ecuaciones que describan el proceso estudiado.

Plantear y escoger valores para los parametros del modelo.

Simular el modelo planteado en subconjuntos y de manera integral.

Estudiar el comportamiento de los graficos simulados.



1.5. Marco tedrico

1.5.1. Descripcién de elementos considerados

A continuacién se describe estructural y funcionalmente cada uno de los elementos consi-
derados en este estudio:

Binding immunologlobulin protein (BiP)

Esta proteina pertenece a la familia de las Hsp70 y es la mas comun del reticulo en células
animales. Estas moléculas chaperonas estan involucradas en el plegamiento proteico [19].

BiP posee dos grandes dominios, el primero estd ubicado en el extremo N terminal y es
llamado nucleotid binding domain (NBD), éste posee actividad ATPasa, hidrolizando ATP
a ADP. Cuando BiP se encuentra unido a ATP el segundo dominio se abre, en cambio, si
se encuentra ligado a ADP el segundo dominio se cierra. Este segundo dominio es llamado
substrate binding domain(SBD) y puede subdividirse en 2 subdominios, el primero posee una
alta capacidad de unién con residuos hidrofébicos y neutros, debido a su estructura de beta-
sandwich de dos ldminas beta antiparalelas de cuatro hebras cada una, el segundo subdominio
funciona como una "tapa’que se abre o cierra dependiendo del estado del dominio NBD (ver
Figura 1.3) [19].

Cuando NBD esta unido a ADP, el sustrato se acopla de mejor manera al sitio de unién
de SBD, por lo que la afinidad sera alta. En cambio cuando NBD se encuentra unido a ATP,
existird una alta tasa de asociacién y disociacion, pero una menor afinidad a SBD. Al ser SBD
un dominio con alta afinidad a largos residuos hidrofébicos, tiende a unirse a proteinas mal
o parcialmente plegadas, que exponen gran parte de sus sitios hidrofébicos hacia el exterior,
dando de esta forma otra oportunidad de plegamiento a sus proteinas sustrato.

Protein ER-localized transmembrane kinase (PERK)

PERK es una proteina transmembrana ubicada en el reticulo. Es una de las tres principales
proteinas encargadas de traducir las senales de estrés. Las senales provocan la oligomerizacion
del extremo N terminal del dominio orientado al lumen del ER (extremo superior de la Figura
1.4), lo que genera la trans-autofosforilacién en el dominio kinasa ubicado cerca del extremo
C terminal (extremo inferior de la Figura 1.4) [4].
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Figura 1.3: Estructura secundaria de proteinas de la familia Hsp70, en rojo las estructuras
de alfa hélice y en amarillo las ldminas beta. Se muestra el dominio NBD encargado de la
hidrélisis de ATP y el dominio SBD, en donde se encuentra el sitio de unién a las proteinas mal
plegadas y el sector que funciona como tapa, permitiendo versatilidad a BiP para funcionar
en distintas condiciones. Imagen adaptada desde Ratheesh et al [3].



Figura 1.4: Estructura secundaria de PERK, en rojo las estructuras de alfa hélice y en amarillo
las ldminas beta. En el extremo superior se encuentra el extremo N terminal y en el inferior
el extremo C terminal, es en este sitio donde se encuentra el dominio quinasa con su sitio
activo que incluye el aminoacido Thr980 [4].

Eukaryotic initiation factor 2a (eIF2a)

elF2a corresponde a una subunidad del complejo elF2, el que es responsable de iniciar
la transcripcion, hidrolizando GTP en GDP en precencia de Met-tRNA y la subunidad 40S
del ribosoma [4]. La fosforilacién del factor elF2a genera una inhibicién de la transcripcién
global de proteinas, transformando asi al complejo elF2 en un inhibidor competitivo. A su vez
propicia la traduccion de ciertos factores que propician la reparacion celular en condiciones
de estrés [4].

Activating transcription factor 4 (ATF4)

Es una proteina formada a partir de 351 aminoacidos, forma parte de las proteinas acti-
vadas por UPR. Su expresién aumenta en células expuestas a factores de estrés tales como
hipoxia, anoxia, mala nutricién, entre otras [20]. En ratas su mRNA contiene 2 uORF, tal co-
mo se muestra en la Figura 1.5. Su traduccion estda mediada por el factor elF2q, la que al estar
fosforilada interrumpe la lectura de uORF2, generando la lectura de ATF4 ORF|[20]. ATF4
posee varios dominios, que le permiten homo y heterodimerizarse para cumplir la funcién de
factor de transcripcion en el nucleo [20].



—87-90 nt———97-103 nt—| ATF4 ORF
UORF2 (57-60 aa)

uORF1 (3 aa)

Figura 1.5: mRNA de ATF4, muestra los diferentes ORF que posee y sus tamanos. Adaptada
de Richard J. Jackson et al [5].

Microtubule-associated protein 1A /1B-light chain 3 (LC3)

Es una proteina soluble de aproximadamente 17kDa. Es posible encontrar esta proteina
conjugada con fosfatidiletanolamina (PE) en las membranas de autofagosomas. Es conocida
como un funcional marcador de autofagosomas, ya que LC3-II se adhiere a su membrana para
luego ser destruida después de la fusién del autofagosoma con el lisosoma (ver Figura 1.6).
Esta proteina cumple un importante rol en la formacién del autofagosoma, permitiendo la
elongacién de la membrana y el reconocimiento de carga (proteina mal plegada previamente
marcada) [7].

Proteinas ATG

Las proteinas Atg son una serie de elementos relacionados a la autofagia, la nomenclatura
Atg se inventa en 2003 y es la abreviacién de “autophagy-related”, el que es usado tanto para
proteinas como para genes [21].

En este trabajo se estudiaran las proteinas Atg 2, 4, 5, 7, 9, 10, 12, 15 y 16.

Atg 2: Proteina necesaria para la localizacién de Atg 18 en la estructura preautofago-
somal (PAS) y la unién de esta a Atg 9. Molecularmente interactia selectivamente y no
cavalentemente con fosfatidilinositol-3-fosfato (PtdIns-3-P)[22].

Atg 4: Corresponde a una cistein-proteasa que escinde el aminoacido del extremo carboxil
terminal de pro-LC3, dejando al descubierto en aquel lugar a glicina. Este proceso es el que
inicia la transformacién de LC3 para su final lipidacién (ver Figura 1.7) [23].

Atg 5: Forma parte de las proteinas encargadas de elongar la membrana del autofagosoma.
Estructuralmente estd formada por dos dominios ubiquitin-like-fold (UFDs) y una regién de
a-hélice (HBR). En esta tltima regién es donde ocurre la conjugaciéon mediante Lys130 para
conformar el complejo Atgl2~Atgh, fundamental para la formaciéon de LC3-II (ver Figura
1.7) [24].

Atg 7: Corresponde a una proteina con actividad El-like, estd asociada a multiples fun-
ciones, como diferenciacién adiposa, transporte, entre otras. Gracias a su actividad E1-like,
forma parte del comienzo de la cascada de activaciones que llevan a formar LC3-II. En par-
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Figura 1.6: Atg4 escinde a pro-LC3 para formar LC3-I, el cual se conjuga con PE para
formar LC3-II. Esta tltima conformacion, en conjunto con algunas proteinas Atg ayudan a
la elongacion de la membrana del autofagosoma. Adaptada de Novus Biologicals [6].



ticular, esta proteina activa a Atgl2 y LC3-I (ver Figura 1.7).

Atg 9: Es una proteina de membrana multipaso o multicanal presente en el citoplasma
de las células. En condiciones normales esta transita desde Golgi hasta endosomas, sin em-
bargo, durante déficit de nutrientes forma los llamados preautophagosomal structure (PAS)
que son sitios especializados donde confluyen las proteinas atg. Se reconoce a Atg9 como la
proteina encargada de suministrar las membranas lipidicas necesarias para la formacion del
autofagosoma. Dentro de un autofagosoma de aprox. 30-60 nm existen aprox. 30 moleculas

of Atg9 [25].

Atg 10: Corresponde a una proteina con actividad E2-like que cataliza la formacién del
complejo Atgl2~Atg5 (ver Figura 1.7) [24].

Atg 12: Forma parte de las proteinas encargadas de elongar la membrana del autofago-
soma. Su forma conjugada con Atgh y 16 es fundamental para la lipidaciéon de LC3-1 (ver
Figura 1.7) [24].

Atg 16: En células animales la proteina Atgl6L (en este trabajo nombrada solo como
Atgl6), participa en la conjugaciéon Atgl2~Atg5-Atgl6 [24].

Figura 1.7: Muestra la accién de las proteinas Atg para formar LC3-II en el proceso de
elongacién de la membrana del autofagosoma. E1 y E2 representan la actividad El-like y
E2-like. Adaptada de Fiillgrabe et all [7].

CCAAT-enhancer-binding protein homologous protein (CHOP)

La proteina CHOP es un factor de transcripcién que participa en los procesos de estrés de
reticulo y apoptosis [26]. Estd conformado por heterodimeros, su sitio activo se presenta en
su extremo N-terminal, lugar que permite su actividad de transcriptor, de esta forma permite

la expresion de Bcl-2, TRIB3, entre otras importantes proteinas para degradacion proteica
[26].



Complejo ULK1

Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1), es una proteina kinasa de 112 kDa.
Es una proteina relevante para la formacion del autofagosoma y forma parte de la primera
etapa de su induccién. ULK1 forma complejo con las proteinas Atgl3, Atgl01 y RB1CC1.

Estructuralmente ULK1 contiene un dominio N-terminal kinasa, una region rica en serina
y prolina y un dominio C-terminal que es el sitio de interacciéon entre ULK 1 y el resto
de proteinas del complejo. Es en la region rica en prolina y serina donde la proteina es
fosforilada por mTOR y AMPK. Cuando el complejo Ulk es fosforilado aumenta su actividad,
permitiendo su accién sobre proteinas de nucleaciéon como Beclin-1 (ver Figura 1.8) [7, 27].

Figura 1.8: Muestra como ULK1 y Atgl3 se desfostorilan luego de abandonar mTOR el
complejo, aumentando de esta forma la actividad kinasa del complejo. Adaptada de Fiillgrabe
et all [7].

Serine/threonine-protein kinase mTOR

Esta proteina es una reguladora del metabolismo celular, crecimiento y supervivencia.
Reacciona a estimulos de hormonas, factores de crecimiento, nutrientes, energia y senales de
estrés [28].

mTOR esta conformada por dos complejos que responden responden a estimulos distintos
y reaccionan de maneras diferentes, sus nombres son mTOR complex 1 y 2 (mTORC1 y
mTORC2 respectivamente) [28].

mTORCI1 es el complejo encargado de regular el crecimiento celular mediante el aumento
de tasas de traducciéon, biogénesis ribosomal y autofagia. En particular, esta ultima funcién
requiere la activacién de la subunidad RAPTOR (en mTORCI1) mediante nutrientes y ami-
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noacidos. En particular, la falta de nutrientes provoca la inhibicion de mTORCI1, lo que
genera el desacople del complejo ULK1, iniciando la formacién del autofagosoma (ver detalle
en Figura 1.9) [7, 28].
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Figura 1.9: Muestra la activaciéon de mTOR debido a la accién de los aminoacidos arginina,
leucina, glutamina y a—cetoglutarato [8].

B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)

Bcl-2 es una proteina antiapoptética presente en las cercanias de la mitocondria y el
ER, estructuralmente esta formada por dos a-helices hidrofébicas rodeada de seis a-helices
anfipaticas. Esta estructura permite la unién a proteinas de la familia BH3 o que poseen
dominios de similares caracteristicas, como Beclin 1, Bak, Bax (ver Figura 1.10) [29].

Bcl-2 homology 3 (BH3) only es una proteina proapoptética de la familia de las Bcl-2
que posee tres dominios BH. Dada estas caracteristicas es posible su unién a proteinas Bcl-2,
las que poseen 4 dominios BH. De esta forma captura a Bcl-2 y en consecuencia permite la
acciéon de Beclin 1 y el comienzo del proceso de nucleacién [30].

Complejo Beclin 1

Beclin 1 es una proteina de 60 kDa de la familia BH3-only, por lo que estd involucrada
tanto en procesos de apoptosis como de autofagia [31]. Debido a que posee un dominio BH3
puede interactuar con proteinas Bel-2 [31].

La proteina Beclin 1 participa en la fase de nucleacién de la formacién de la membrana
del autofagosoma. Beclin 1 recluta proteinas claves, las que son unidas a PAS (ver Figura
1.11).
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Autofagia Apoptosis

Figura 1.10: Muestra la doble accion inhibitoria de Bel-2, tanto para la autofagia como para
la apoptosis. En el caso de la autofagia al unirse con Beclin 1 previene la formacion del
complejo Beclin 1 y de esta forma frena el proceso de nucleacién. Adaptada de Marquez et
all [9].

S ’

Citoplasma Fagd6foro

Figura 1.11: La etapa de nucleacién comienza con la inhibicién del inhibidor Bcl.2, en la
imagen se muestra las proteinas involucradas en el complejo Beclin 1. Atg9 se muestra como
el intermediario entre la fase de nucleacién y recuperacién. Adaptada de Fiillgrabe et all [7].

PtdIns3K vacuolar protein sorting 34 (VPS34 o PIK3C3) es una proteina que forma parte
del complejo que interactiia con Beclin 1. Vps34 es una proteina lipido kinasa con actividad
PI3K, es decir, puede fosforilar a fosfatidilinositol (PtdIns) en la posicién 3’ hidroxi. Al ser
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una kinasa de clase III, produce PtdIns3P. Vps34 necesita la presencia de Vpsl15b, el que con
frecuencia es descrito como una subunidad regulatoria [32].

WD-repeat protein Interacting with Phospholnositides (WIPI)

Las proteinas WIPI tienen un rol de efectores de unién especificos a PtdIns3P y proveen
al fagéforo de membranas para su crecimiento. A su vez son escenciales para la lipidacién de
LC3, formando parte de la etapa de recuperacién (ver Figura 1.12) [10].

La familia de proteinas WIPI se divide en 4, siendo WIPI 1 y 2 las participantes directas
de la etapa de recuperacion en la formacion de la membrana del autofagosoma.

ATG12-ATG
-ATG16 ('

Nomenclatura
@ PtdIns3P

Fagoéforo Autofagosoma © PtdEtn

Figura 1.12: La generacion de PtdIns3P mediante la accién de Vps34 permite la unién de
estas a las proteinas WIPI en las cercanfas del omegasoma (un subsominio del ER rico en
PtdIns3P). Con ayuda de éstas moléculas y Atg9 se forma el fagéforo. Posteriormente WIPT
secuestra al complejo Atgl2-Atgh-Atgl6 mediante la unién con Atgl6, generando el acople
de LC3 con PtdEtn (PE). Las proteinas WIPI también pasan a formar parte de la membrana
del autofagosoma. Adaptada de Proikas et al [10].

1.5.2. Descripcion del proceso

El reticulo endoplasmatico es el organelo en donde se sintetizan la mayoria de las proteinas,
en especial las transmembrana. Si se alteran las condiciones celulares, provocando un cambio
en la homeostasis, es posible causar la aglomeracién de proteinas mal plegadas el lumen del
reticulo. Esto genera multiples respuestas y senales, principalmente en tres niveles. Primero
se busca replegar las proteinas para restaurar la homeostasis, luego degradar las proteinas
mal plegadas y finalmente la apoptosis [33].
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Este trabajo busca describir parte de los dos primeros niveles descritos, considerando solo
los elementos nombrados en la seccién anterior.

El proceso de degradacion de proteina puede comenzar debido a varios estimulos, en esta
ocasién se asume que el estimulo inicial es la falta de nutrientes. Esta falta de nutrientes genera
déficit de aminoacidos, produciéndose de este modo proteinas mal plegadas y condiciones de
inicio de formacion de autofagosoma.

La presencia de proteina mal plegada en el lumen del reticulo induce, tal como se muestra
en la Figura 1.13, la disociacién del dimero transmembrana BiP-PERK. De esta forma MP
actia como activadora de la cadena de reacciones (ver Figura 1.14).

r BiP-PERK j

MP BiP PERK PERK
PP PERK-P elF2a
elF2a-P
ATF4 <— mRNAatfa

e e— gR, > ah —> CHOP —> &eee —> BH3-only
( J Complejo Beclin 1 <— Complejo ULK —— mTOR

ATG12 LC3 Fagéforo

\l/ Precursor de autofagosoma

Lisososoma Autofagosoma

N

Autolisosoma

!

Degradaciéon de MP

Figura 1.13: Diagrama del proceso de degradacion de proteinas mal plegadas, considerando
solo los elementos participantes en el modelo.

Al disociarse la proteina chaperona BiP, rapidamente se asocia a la proteina mal plegada,
otorgando la posibilidad de replegarse correctamente. A su vez, la proteina PERK, orientada
hacia el citosol y ahora sin la presencia de BiP, se autofosforila. Como resultado de ello el ami-
noacido serina 51 del factor de iniciacion elF2a es fosforilado, lo que provoca la disminucion
de la traduccién global de mRNA, sin embargo, a su vez induce la transcripcién especifica de
ciertos mRNAs, como por ejemplo, el del factor ATF4 (ver Figura 1.15). Esto ocurre debido
a que el extremo 5’UTR del mRNA de ATF4 posee dos uORFs. En condiciones normales,
luego de la lectura de uORF1, la subunidad 40S sigue unida al mRNA| lo que permite la
lectura de uORF2. Sin embargo, bajo condiciones de estrés, la fosforilacion de elF2« impide
la reiniciacion de la subunidad 40S en uORF2, por lo que la subunidad seguird escaneando,
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Figura 1.14: A muestra el dimero BiP-PERK en la membrana del ER, en rojo el estimulo de
proteina mal plegada. En B se observa la disociaciéon de BiP-PERK, la captura de proteina
mal plegada por parte de BiP y la homodimerizacién de PERK junto con su autofosforilacion.

permitiendo de esta forma la expresién de ATF4 (ver Figura 1.16) [34].

Luego de expresado, el factor ATF4 ingresa al nicleo regulando la transcripcién de una
serie de mensajeros, entre ellos CHOP, LC3 y ATG12. Este factor potencia la transcripcion
de los genes uniéndose al DNA desde su extremo C-terminal.

El factor CHOP, en esta red funciona como factor de transcripcion de las proteinas BH3-
only, regulando de este modo el proceso de nucleacién de fagéforo, el que consiste en la conver-
sién de fosfatidilinositol en fosfatidilinositol-3-fosphato (PtdIns3K) por medio del complejo
Beclin 1. Bh3-only al unirse a Bcl-2 frena su accién inhibitoria frente al complejo Beclin 1
(ver Figura 1.17) [7, 11].

15



Proteinas

Ribosoma

Ribosoma

Figura 1.15: A muestra el funcionamiento en condiciones sin estrés, con elF2« desfosforilado.
B muestra el factor elF2a fosforilado (en verde) por la accién de PERK (en azul) debido a que
la célula se encuentra sometida a estrés. elF2a disminuye la traduccion global de proteinas,
pero se une a la subunidad 40S del ribosoma para comenzar la lectura del mRNA de ATF4.
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Figura 1.16: Se puede apreciar como el factor ATF4 entra al nicleo y activa la lectura de las
proteinas CHOP, LC3, ATG12, entre otras. También se muestra la accion de CHOP sobre la
transcripcién de BH3-only.

Estrés ~—Factores de
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BH3-only
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Figura 1.17: Se aprecian las 4 etapas de la formacion del autofagosoma. En Azul la etapa
de iniciacién, en la que se encuentran los receprotes de senales de estrés, como mTOR y los
primeros efectores como Ulkl. En amarillo la etapa de nucleacién, que corresponde a la unién
de las proteinas Atg involucradas en la generacion del fagoéforo. En rosado se muestra la etapa
de elongacion, en la que se lipida LC3 por medio del complejo Atgl2-Atgh-Atgl6, Atgd y la
participacién de proteinas WIPI. Finalmente, en verde se muestra el proceso de recuperacion,
que consiste en la generacién de PtdIns3P, captura de las primeras membranas, participacion
en lipidacién de LC3 al formar PE a partir de PtdIns3P y la finalizacién de la membrana a
partir de la accién de Atg9 y LC3. Adaptada de Mehrpour et al [11].
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La Produccién de PtdIns3P genera el acople de ciertas proteinas relevantes, como el com-
plejo Atgl2-Atgh-Atgl6, debido a esto permite la curvatura de la membrana, dando la ca-
racteristica de bicapa lipidica (ver Figura 1.18) .
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Figura 1.18: Muestra el inicio del proceso de formacién de la membrana del autofagosoma.
El complejo Beclin es el encargado de activar a PtdIns3P, el que se ancla en los alrededores
de la proteina transmembrana VMP1. Este lipido es fundamental para el acople de LC3 a la
membrana, funcionando como senal de unién de una serie de proteinas, por ejemplo WIPI.
Posteriormente de la formacion de esta estructura, Atg9 es el encargado de administrar lipidos
al formar vesiculas de transporte [12].

Por otra parte, la carencia de aminodcidos, especialmente de lisina, provoca la inhibicién
de mTOR, un inhibidor de la formacién de autofagosoma y participante de la iniciacion de
ese proceso (ver Figura 1.17). Esto genera que Ulkl se desfosforile, aumentando su actividad
y permitiendo su accién sobre Beclinl, afectando positivamente el proceso de nucleacion.
Esta etapa estda intimamente ligada con la de recuperacién, siendo Atg9 un elemento cla-
ve, funcionando como conector de ambos procesos. Atg9 es el encargado de suministrar las
membranas necesarias para la formacion del autofagosoma, las que pueden provenir del ER
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omegasoma, aparato de Golgi, sitios de contacto ER-mitocondria, endosomas o membrana
plasmatica [25, 35].

Con el fagéforo formado se procede a la elongacion de la incipiente membrana, en este paso
el elemento clave es LC3, el que debe ser activado, en primera instancia por la escisién de su
aminoacido C-terminal por accion de Atg4 para conformar Le3-1 y en segunda instancia por
la lipidacién de LC3-I por medio de Atg3, 7 y el complejo Atgl2~Atgh-Atgl6. En esta etapa
es donde LC3, funciona como receptor de proteinas ancladas a las proteinas mal plegadas,
por lo que es el que reconoce y secuestra a las proteinas dentro del autofagosoma.

Las proteinas Atg9 y WIPI, partes de la fase de recuperacion, terminan de formar el
autofagosoma. Estas son las encargadas de llevar los lipidos necesarios para la formacion
de la membrana. Atg9 es la que reconoce las membranas en el citoplasma y las desplaza al
complejo de nucleacién, el que es reconocido por la proteina WIPI debido a la presencia de
PtdIns3P.

Finalmente, luego de la formacién del autofagosoma las proteinas atg se liberan al cito-
plasma para ser reutilizadas, a su vez el autofagosoma maduro se fusiona con lisosoma para
conformar el autolisosoma. De esta manera las proteinas mal plegadas pueden ser destruidas
al interior del autolisosoma por medio de las enzimas provenientes del lisosoma.
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Capitulo 2

Metodologia

2.0.1. Herramientas utilizadas

Para la resolucion del sistema de ecuaciones y la visualizacion de graficos se utiliza el
software Matlab®. El método de resolucién implementado es ODE45.

2.0.2. Descripcién del procedimiento

Para obtener los resultados que se requieren se deben realizar una serie de pasos, los que
se pueden apreciar en la Figura 2.1.

En primer lugar se procede a realizar una busqueda bibliografica del proceso a abordar.
En esta etapa se busca interiorizar en los fenomenos relativos a las rutas estudiadas, asi como
analizar el contexto econémico, abundancia o escasez de informacién, informacion especifica
de cada proteina, entre otras.

Con la informacién disponible se procede a analizar cada una de las proteinas estudiadas,
con el fin de determinar el rol que juegan en el proceso y asi poder discriminar entre los
elementos que seran incluidos y los que no en el modelo.

Considerando lo anterior, se plantean las reacciones e interacciones que tienen los compo-
nentes entre si. Conjuntamente y basandose en ellas se formulan las ecuaciones que describan
las interacciones previamente dichas.

Teniendo las ecuaciones planteadas, se procede a identificar variables y parametros. Se
realiza una busqueda bibliogréafica con el objetivo de encontrar los valores de los parametros,
si los ellos no son encontrados se aproximan siguiendo criterios especificados en las secciones
correspondientes. En la simulacion los parametros son ajustados con el fin de describir los
fenomenos biologicos.

El modelo se divide en subsistemas, los que son simulados con el objetivo de analizar la
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Figura 2.1: Esquema del trabajo realizado, se muestran los pasos seguidos para la obtencion
del modelo de degradacién de proteinas.

iif}

Modelo de degradacién de proteinas

dinamica de las interacciones. Posteriormente se realiza una simulacién global de todas las
interacciones a la vez y se analizan los resultados de manera andloga. De esta forma se obtiene
un modelo inicial para la degradacion de proteinas via autolisosoma.

21



Capitulo 3

Resultados y discusiones

3.1. Modelo

3.1.1. Consideraciones preliminares

Elementos del modelo y sus abreviaciones

Las ecuaciones que describirdn el modelo planteado se basan en las reacciones e interac-
ciones que realizan las diferentes proteinas y elementos considerados. Estas interacciones se
describen con detalle en el Anexo A.1.

Para facilitar la lectura se utilizaran abreviaciones de los componentes de la red analizada.
Estas se pueden observar en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Abreviacién de los elementos participantes en las ecuaciones del modelo.

Tabla de abreviaciones
Abreviacién | Nombre del elemento
A10 Atgl10
Al2 Atgl2
al2 MBRN A gig12
A12A10 Atgl2-Atgl0
A12A5 Atgl2-Atgb
A12A5A16 Atgl2-Atgh-Atgl6
A12A7 Atgl2-AtgT-Atg7
A16 Atgl6
A3 Atg3
A4 Atgd
A5 Atgb

Sigue a continuacién
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Tabla 3.1: Abreviacién de los elementos participantes en las ecuaciones del modelo (conti-
nuacion)

Tabla de abreviaciones (cont.)
Abreviacion | Nombre del elemento
AT AtgT-Atg7
A9 Atg9
AF4 ATF4
Al Autolisosoma
Atf Autofagosoma
B BiP
Bel Bcl-2
BE Beclin complex
BE, Beclin complex-P
BEBcl Beclin complex-Bcl-2
BH BH3-only
bh MBRN Apms—oniy
BHBcl Bh3-only-Bel-2
BMP BiP-Proteina mal plegada
BP BiP-PERK
C CHOP
C mRN AC HOP
e elF2alpha
ep elF2alpha-P
eP, elF2alpha-P-PERK-PERK-P
L Lipidos y otras proteinas de membrana en vesiculas post
Golgi
L* Lipidos y otras proteinas de membrana en omegasoma
LA9 Lipidos y otras proteinas-Atg9
LC3* LC3-1I-PE-MP
LI LC3-1
LIA3 LC3-1-Atg3
LIA7 LC3-1-Atg7-Atg7
LITPE LC3-1I-PE
Lis Lisosoma
MP Proteina mal plegada
P PERK
P, P-PERK-PERK-P
PE PE
pL proL.C3
pLA4 proLC3-Atg4
pl mRN Amecs
PP Proteina correctamente plegada
Sigue a continuacién
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Tabla 3.1: Abreviacién de los elementos participantes en las ecuaciones del modelo (conti-
nuacién)

Tabla de abreviaciones (cont.)
Abreviacion | Nombre del elemento
Ptd PtdIns
Ptds, PtdIns3P
PtdBE, PtdIns-Beclin complex-P
U ULK1 complex
U, ULK1 complex-P
UBE ULK1 complex-Beclin complex

Sintesis y degradacién de proteinas

Con el objetivo de disminuir las variables en el andlisis del modelo no se consideraran
los valores referentes a tasa de sintesis y degradacién. Esta consideracién se tendra sobre
las proteinas y lipidos que, dentro de los limites de este modelo, no son regulados mediante
transcripcion ni traduccion. Los componentes regulados, por otra parte, tendran asociados
valores de sintesis. Estos elementos son los siguientes:

o Atgl2

e proL.C3
e CHOP

e BH3-only

Este supuesto genera que al largo plazo las proteinas descritas se acumulen, ya que exis-
tiria sintesis y no degradacion. Debido a esto y a que en el largo plazo pueden existir otros
mecanismos y regulaciones involucrados, el modelo solo es valido para un periodo fijo de
tiempo, el que se evaluara segin las simulaciones a realizar.

Ademas se considera la degradacién final del autolisosoma, con el fin de observar la de-
gradacion de proteina por este medio.

Crecimiento celular

El espacio donde ocurren las interacciones y reacciones entre los diferentes elementos de la
red es una célula animal. Las expresiones de las ecuaciones seran de concentraciones dentro
de dicha célula. Por lo que no se evaluara el efecto de dilucién asociado al crecimiento celular
en el sistema.
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Constantes cinéticas

Las constantes cinéticas se denotaran con la letra k. Dependiendo de su subindice se podra
identificar la reaccion o interaccion a la que estd vinculada y el producto al que estéd asociado.
Los subindices del primer par ordenado son los siguientes:

e as: Asociacién

d: Degradacion
e des: Desfosforilacién
e di: Disociacion

e es: Escisién

e fc: Formacion

e fos: Fosforilacion
e p: Plegamiento
e su: Sustitucién
o td: Traduccién

e tc: Transcripcion
e tp: Transporte

Un ejemplo de aplicacion es kgi pap, que representa la constante cinética asociada a la
disociacién del complejo BMP.

3.1.2. Ecuaciones

A continuacién se presentan las ecuaciones que describen el comportamiento de cada
uno de los componentes variables del modelo, para mas detalle sobre la deduccién de las
expresiones y las reacciones en las que estan involucradas ver Anexos A.1 y A.2.

En el Anexo C se muestra un diagrama simplificado del proceso, el que resulta 1util para
comprender las relaciones que se establecen entre los distintos componentes. Partes de este
diagrama seran presentados en esta seccion, con el fin de simplificar la comprensién de las
ecuaciones.
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Reconocimiento de proteina mal plegada

BP

MP —="»P
ATP
<ADP
2P,

Figura 3.1: Seccion de reconocimiento de proteina mal plegada.

Proteina correctamente plegada (PP) La concentracién de proteina plegada correcta-
mente depende directamente de la accién de la chaperona BiP sobre la proteina mal plegada.
Debido a que esta reaccion se considera irreversible, la concentracion de PP no afecta a la
dindmica del problema y se considera inicialmente como 0 (ver Ecuacién 3.2).

d[PP]
dt

= kypp|BMP] (3.1)

Proteina mal plegada (MP) La concentracién de proteina mal plegada disminuye al
asociarse a BiP y LIIPE, pero a su vez aumenta al disociarse de su union reversible con BiP.
Por otra parte, se considera la produccion de proteina mal plegada debido a la acciéon de
el F2a en el ribosoma (ver Ecuacién 3.2).

d[MP]
dt

= —kas,srp|B|[MP| 4 kai pryp[BM P + kiaple] — kas nos+[LITPE][MP] (3.2)

BiP La concentracién de BiP aumenta de forma directa por la disociacion de los complejos
BMP y BP, pero disminuye por sus respectivas asociaciones (ver Ecuacién 3.3).

% = kai,5p|BP) = kas,pp[B)[P] + kai,parp[BM P] = kas prip[B)[M P + ky, pp[BM P] (3.3)

Complejo BiP-MP La concentracién del complejo que forma BiP con la proteina mal
plegada depende tanto de los factores de asociacion y disociacién como de la formacién de
proteina correctamente plegada, de esta forma se deduce la Ecuacion 3.4.

d[BM P]

T —kai,grp | BM P) — ky pp|[ BM P + kos pap | B][M P (3.4)
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A su vez, se puede inferir (ver Anexo A.2) una relacién entre este complejo y la cantidad
de BiP total, proteina mal plegada y una constante de velocidad definida como Kp (ver
Ecuacién A.6).

(Vinoa) (M P)

max

Veup = Ky + (MP) (3.5)

Homodimerizacién y fosforilaciéon de PERK

(ATP
ADP

2Pp

Figura 3.2: Seccién de homodimerizacion y fosforilacién de PERK.

PERK La proteina PERK realiza una homodimerizacion y autofosforilacion, es por esto
que posee una dependencia cuadratica en estos procesos. Su concentraciéon depende tanto de
los procesos de asociacién y disociacién con BiP como de su fosforilacion y desfosforilacion
(ver Ecuacion 3.6).

UL b B = by 1P~ b BIIP] + b 5P 39

Complejo BiP-PERK El complejo BiP-PERK es fundamental para el reconocimiento de
proteinas mal plegadas, su concentracién varia solo dependiendo de su formacién y disociacion
(ver Ecuacion 3.7).

d[BP]

ST —kai,pp[BP] + kus pp|B][P] (3.7)

Entre la formacion y disociacién del complejo es posible establecer una relacion de equili-
brio, definida mediante la siquiente ecuacion:

_ [BP]
keq,BP - W (38>

PERK fosforilado PERK en su forma fosforilada cumple con el rol de kinasa frente a
el F2a, por lo que su concentracién libre depende tanto de la fosforilacion y desfosforilacion

de este factor, como de su propia fosforilacién (ver Ecuacién A.8).
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d[F,]
dt

= kfos,p[P]* = kaes,p|Bp)* — kaser, [ Pp)le] 4 kaier, [ePy] + Kfose, [€Pp] (3.9)

Fosforilacion del factor eIF2«

<ATP
ADP

2P 2Pp

MP<—eHep €p
A

AF4 <« afy

Figura 3.3: Seccién de fosforilacion del factor elF2a.

elF2a Es un factor que participa en la traduccion global de proteinas. Su forma fosforilada
permite la expresién del factor ATF4. La concentracion de este factor aumenta al desacoplarse
de su forma conjugada y disminuye asociarse a PERK-P. Debido a los supuestos tomados en
el anexo de reacciones(Anexo A.1, Reaccién A.5), la concentracién de este componente no
cambia debido a su accién sobre la traduccién de proteina mal plegada (ver Ecuacién 3.10).

dle] _
E - k?di,ePp [ePp] - kas,ePp [e] [Pp] <310>

Complejo elF2a-PERK-P Este complejo intermediario para la fosforilacion del factor
el F2a se forma por la asociacion del factor y PERK-P. Al ser esta interaccién reversible, la
concentracién disminuye al completar la disociacién del complejo (ver Ecuacién 3.11).

d[eP,]
dt

= —kdiep,[€Pp] + Kasep,[€][Pp] — kfos,e,[€F)] (3.11)

A su vez, de forma andloga a lo ocurrido con el complejo BiP-MP (ver Anexo A.2), se
establece una relacién entre la concentracién del complejo y la cantidad de PERK total,
el F2a y una constante de velocidad definida como Kp, (ver Ecuacion A.8).

(Vinke) ()

‘/’e - N7
" Kp, + (e)

(3.12)

elF2a fosforilado Este factor en su forma fosforilada inhibe la traduccién global de
proteinas, sin embargo, promueve la traduccion del factor ATF4. La concentracion de el F2a—
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P aumenta al fosforilarse desde el complejo que forma con PERK. En este caso no se considera
su desfosforilacion, limitando el tiempo en que el modelo es aplicable.

dle,]
dt

= kfose, [eP)] (3.13)

Produccién de ATF4 y regulaciéon de traduccion

AF, <— af;

ST

A1z

&éoe —> BH

Figura 3.4: Seccion de produccién de ATF4 y regulacién de traduccion.

ATF4 El factor ATF4 es producido mediante la accién de el F2a fosforilado. En este
modelo se asume que existe siempre mRNAatf4 disponible para su traduccion. De esta forma
su produccién se describe en la Ecuacion 3.14.

d[AF4]
dt
mRNA 4,12 La velocidad de transcripcion del mensajero de Atgl2 estd dada por la concen-
tracién del factor que estimula su produccién (ver deduccién en Anexo A.2). Donde K se
define como la relacién de equilibrio entre la asociacién y disociacion de la union dormada
por el promotor y el sitio de unién del ADN (ver Ecuacién 3.15).

= ktd’Am[ep] (314)

dlal2] 5 AF4
e a12Kd,a12 + AF4

(3.15)

Atgl12 Atgl2 es un factor relevante en el proceso de lipidacion de LC3. Participa en la
generacion de complejos con Atg7, Atgl0, Atgh y Atgl6. En este modelo se considera ademas
su velocidad de traduccién (ver Ecuacién 3.16).

d[A12]
dt

= kai a1247[AL12A7] — kos, a1247[A12][AT] + Kt 412[al2] (3.16)

mRNAcyop La velocidad de transcripcion del mensajero de CHOP esta determinada
de forma analoga que el caso de mRN Agg12. Depende de la concentracién de ATF4 (ver
Ecuacién 3.17).
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dlc] AF4
i =7 ‘Kaq.+ AF4 (3.17)

CHOP CHOP cumple variadas funciones celulares, en esta ocasién se estudia su fun-
cién como factor de transcripcién de BH3-only, un activador de la fase de nucleacién de la
formacién de membrana del autofagosoma. En este modelo no se estudian otras posibles inter-

acciones de CHOP, por lo que su dindmica solo esta asociada a su produccién (ver Ecuacién
3.18).

% = kia,clc] (3.18)

MRNA pp3_on, La velocidad de transcripcién del mensajero de BH3-only estd deter-

minada de forma andloga que en los casos anteriores, sin embargo, el factor que induce la
produccién de este RNA es CHOP (ver Ecuacion 3.19).

— =B (3.19)

BH3-only La concentracion de BH3-only esta ligada a su accién de inhibicién de Bel-2 y a la
traduccion de su mensajero, de esta forma es posible representar estas interacciones mediante
la Ecuacion 3.30.

d[BH]
dt

= kdi,BHBcl [BHBC” — kas,BHBcl [BH] [BCZ] —+ ktd’BH[bh} (320)

mRNA ;.03 De manera andloga a los casos de Atgl2 y CHOP, la velocidad de transcrip-
cién del mensajero de proLC3 esté determinada por la concentracién de ATF4 (ver Ecuacién
3.21).

dlpl] 3 AF4
At "MKy, + AF4

(3.21)

proLC3 proLLC3 es una proteina no activada que posteriormente serd transformada en LC3.
Su concentracion depende de la traduccion de su mRNA y de la concentracion de Atg4, la
que escindird a proLC3 (ver Ecuacién 3.22).

d[pL
[gt ] = —Kas praa[pL][A4] + kai pras[pLA4] + Kia pr [Pl (3.22)
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Iniciacion de la formaciéon de membrana del autofagosoma

AF, <— af;
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Figura 3.5: Seccién de iniciacién de formacién de membrana del autofagosoma.

mTOR Es el receptor del estimulo de falta de nutrientes. Esta proteina se inhibe por la
presencia de ciertos aminoacidos, lo que inhibe al complejo ULK1. Por el contrario, se activa
por la ausencia de nutrientes, lo que activa al complejo ULK1 permitiendo la formacion
del autofagosoma. En este modelo se asumira la condicion de falta de nutrientes, por lo
que mTOR siembre estara en su forma activa, no afectando el funcionamiento de las demas
proteinas. Esto implica que el complejo mTOR-ULK1 fosforilado no se formara.

Complejo ULK1 El complejo ULK1 es fundamental para transmitir la senal desencade-
nada por mTOR hacia el complejo de nucleacion conformado por Beclin. Este proceso es el
que genera el cambio de concentracién de ULK1 (ver Ecuacién 3.23).

d[U
gt] = kaiye(UBE] = kasype|U][BE] + kfos 55, U BE] (3.23)

31



Fase de nucleaciéon en la formacion de la membrana del autofagosoma

AF, <— af;
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Figura 3.6: Seccion de nucleacién en la formacion de la membrana del autofagosoma.

Complejo Beclin El complejo Beclin, en particular la proteina VPS34, participa en la
activacién del lipido PtdIns. Esto lo realiza mediante su fosforilacion, la que se asume como
de dindamica Michaeliana. Por otra parte, este complejo se ve activado por ULK1 e inhibido
por Bel-2 (ver Ecuacién 3.24).

d[BE]
dt

= kaiuBe|UBE] — kasypp|U|[BE] + kfos,pg,[U BE]
= +kai.pepa|BEBcl| — kus pppa| BE][Bcl]

(3.24)

Complejo ULK1-Beclin El complejo estd formado por la asociaciéon de ULK1 y Beclin,
la ecuacién de velocidad de formacién esta dada por la velocidad de asociacién, disociacion
y formacion del producto. A su vez se deduce la relacién de concentraciéon del complejo en
estado estacionario (ver Ecuaciones 3.25 y A.9).

dUBE]

dt = _kdi,UBE[UBE] -+ kas,UBE[U] [BE] — kfos,BEp [UBE] (325)
(VU )(BE)

V — N max/ A\ T/ 3.26

YPE T Ky + (BE) (3.26)
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Complejo Beclin fosforilado Es la forma activa de Beclin. Su concentracion depende de
su asociacién a PtdIns y de la velocidad de fosforilacién de la proteina (ver Ecuacion 3.27)

d[BE,]
dt

= kyos,8E, [UBE] + kai.prape, [PtABEy] — kas prape, [PtA|[BEy] + kjos ptds, [ PtdBE,)
(3.27)

Bcl-2 Es un inhibidor del complejo Beclin, responsable de la conformacion del complejo
de nucleacién. Su concentracién depende de su unién a BH3-only y a Beclin (ver Ecuacién
3.28).

d[Bdl]
dt

= kai,eBa| BEBCcl] — ks pepa| BE][Bcl) + kai,pupa|BHBcl| — ko5 prpa| BH][Bcl]
(3.28)

Complejo Beclin-Bcl-2 Este importante complejo forma parte de los procesos de regu-
lacién del modelo. Al establecerse esta relacion, el complejo Beclin no puede activarse, por lo
que la formacion del autofagosoma queda inhibida (ver Ecuacién 3.29).

d[BEBcl]

d = _kdi,BEBcl [BEBC[] + kas,BEBcl [BE] [Bcl] (329)

Complejo BH3-only-Bcl-2 Este complejo es el resultado de la inhibicién del inhibi-
dor Bcl-2. La concentracién del complejo depende solo del equilibrio entre la formacién y
disociacion de este (ver Ecuacion).

d[BH Bel]

dt = _kdi,BHBcl {BHBCZ] -+ kas,BHBcl [BH] [BCZ] (330)

PtdIns Ptdlns es la forma inactiva del lipido PtdIns3P. Su cinética se representa mediante
el equilibrio entre su forma compleja y unitaria (ver Ecuacién 3.31).

d[Ptd]
dt

— kaiprapg, [PtABE,)] — ke praps, |Ptd][BE,)] (3.31)

Complejo PtdIns-Beclin-P La concentracién de este complejo se modela mediante la
expresion expuesta en la Ecuacion.

PtdBE,

o = ~haipuane, [PHABE + kos prane, [PIBE,] — kyor pra,, [PIABE,]  (3.32)

Ademas, tal como se observa en el Anexo A.2. Es posible simbolizar la concentracion del
complejo mediante la siguiente Ecuacion:
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( BE,

max ) (Ptd)

v = mes 7 )

(3.33)

PtdIns3P Participa de forma indirecta en la captura de LC3 en la membrana. Esto se

representa mediante la incorporacién de la variable en la formacién del autofagosoma (ver
Ecuacién 3.34)

d[Ptds,)

T - kaS,Ptdgp [PtdBEp] - kfcjatf[LC?)*][Ptdgp] [L*] (334)

Produccién del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6
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Figura 3.7: Seccién de produccion del complejo Atgl2-Atgh-Atgl6.

Las ecuaciones siguientes simbolizan la generacion del complejo Atgl2-Atgh-Atgl6 y todos
los pasos que son necesarios para conseguirlo (detalles en Anexo A.1).

d[A7
% = _kas,A12A7 [A12] [Aﬂ + ksu,A12A10[A12A7] [AlO] — kas,LIA? [LI] [A?] + ksu,LIAS [L[A7] [A3]

(3.35)
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dA1247)

o = FasaizarlAL2)[AT] — o oo [A1247][A10) (3.36)
d[fi‘tlo] = —hyua12410[A12AT)[A10] + Ky i1245[A12A10][A5] (3.37)
% = Ky a12410[A12AT][A10] — Ky 10.45[A12A10][A5] (3.38)
% — — gy a1245[A12A10][A5] (3.39)

d[A12A5
% - ksu:A12A5[A12A10] [A5] - kas,A12A5A16[A12A5] [A16] + kdi’A12A5A16[A12A5A16]
(3.40)
d[A16]
a —kas,a1245.416[ A12AB][A16] + ki a1245416[A12A5A16] (3.41)
d[A12A5A16
% = kas,A1245416| A12A5][A16] — Ka; a1245416[A12A5A16]

+ kai,Lrasarzasa[LIA3A12A5A16] — Ko 14341245416 L1 A3][A12A5A16]

+ ki A3A41245416[ASA12A5A16] — ks a3a1245416[A3][A12A5A16]
(3.42)

35



Activacion de LC3
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Figura 3.8: Seccién de activacién de LC3.

Atf

Lis

Al

LC3 es una proteina central para la degradacién de proteinas via autofagosoma. Es una
de las encargadas de incorporar la proteina mal plegada al interior de la membrana naciente.
Las ecuaciones que describen la activacion de esta proteina se muestran a continuacion:

% = kaipraa[PLA4] = kas praslpLI[A4] + koo pr [PLA4]
% = —kai praa[PLAA] + ks praa[pL][A4] — kes pr [pLA4]
o UL

Kas+ (pL)
% = kespr[PLA4] — kos p1a7[LI][AT]
% = Kas,Lra7[LIN[AT] — Egu,p1as| LI AT|[A3]
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d[A3
dA3] = —ksu,1a3[LIAT)[A3] + ki, 4341245416 [ ABA12A5 A16] — kas 4341245416 A3][A12A5A16]

dt
(3.48)
d[LIA3
[ dt ] - ksu,L[A?; [L[A?] [A?)] - kas,LIA3A12A5A16[L[A3] [A12A5A16] (3 49)
+ kai nrasareasars| LIA3A12A5A16]
d|LIA3A12A5A16
[ a ] = —ksu7L1A3[LIA7] [A3] + kas7LlA3A12A5A16[LIA3] [A12A5A16] (3 50)
— kai, 14341245416 LI A3A12A5A16]

d|A3A12A5A16

[ T ] = kas,A3A12A5A16[A3] [A12A5A16] — kdi7A3A12A5A16[A3A12A5A16] (3.51)
d|PFE

[dt ] = —ksu,L11p[LIA3][PE] (3.52)

d|LIIPE
% — ko 11198 LIASA12A5AL6][PE] — koo 1o+ [LIIPE][MP] (3.53)

Una etapa importante del modelo es la que se muestra en la Ecuacién 3.54, que muestra
el secuestro de proteina mal plegada por parte de la membrana del autofagosoma. Esto
propiciado por la presencia de la proteina LC3 activada.

d[LC37]
di

= ks, Lo3+ [LITPE)[MP] — ke arf[LC3*][Ptds,][L*] (3.54)
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Transporte de lipidos
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Figura 3.9: Seccién de transporte de lipidos.

El transporte de lipidos dentro de la célula ocurre debido al movimiento de vesiculas.
Atg9 es una proteina transmembrana que reconoce proteinas como WIPI para anadir las
membranas transportadas al lugar correcto. Esta funcion es descrita mediante las Ecuaciones
3.55, 3.56, A.12 y 3.58

% — et ao[L][A9] — ks 110[LAI] (3.55)

d[féf% — hus.2a9[LA9) — ki ao[LY[A9] — Ky, [LA)] (3.56)
Vi = % (3.57)

% — kip,u[LA9) — kye,nrs[LO37][Ptds,)[L] (3.58)
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Autofagosoma, Lisosoma y Autolisosoma
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Figura 3.10: Seccién de formacién de las vesiculas autofagosoma, lisosoma y autolisosoma.

Se considera que el autofagosoma es formado mediante la presencia de tres elementos:
LC3 activada con proteina mal plegada, PtdIns3P y lipido transportado. Para la formacion
de esta vesicula se necesitan 30 proteinas de Atg9, las que a su vez transportan un set de
lipidos, es este mismo nimero el que se asume para el caso de PtdIns3P [24]. En contraste,
el nimero de L* necesario para su formacion es 400. Se toma el supuesto de que todas las
vesiculas poseen las mismas caracteristicas. Esto se ve simbolizado en la Ecuacion 3.59.

d[At f]
dt

= ko ars[LO3Y|[Ptdsy)[L*] — kpe | Atf][Lis] (3.59)

La concentracion de lisosoma disminuye cuando se fusiona con el autofagosoma, esto genera
la produccion de autolisosoma. Lo anteriormente descrito se simboliza en las Ecuaciones 3.60
y 3.61.

d[Lis]
dt

= —kyea[At f][Lis] (3.60)

AT WAL Lis] — ke[ Al (3.61)
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3.2. Parametros

En el modelo anteriormente descrito se muestra un conjunto de parametros (detalles en
la Tabla B.2 del Anexo B), cada uno cumple funciones diferentes y poseen valores distintos.
Para realizar la simulacién es necesario hacer una busqueda bibliografica, con el objetivo de
entregar un valor a cada uno de éstos parametros.

Los pardmetros son clasificados en 14 grupos (ver lista en Tabla B.3 del Anexo B). Alguno
de estos grupos son subdivididos basandose en criterios como tipo de interaccién, el tamano
de las proteinas interactuantes, entre otros.

Se entregaran valores bibliograficos o aproximaciones de todos los parametros, sin embargo,
algunos de ellos se variaran al realizar la simulacién, con el objetivo de describir de mejor
forma el proceso biolégico.

A continuacién se presentan los valores de los parametros, los grupos y algunas de sus
subclasificaciones.

3.2.1. Velocidad maxima de transcripcion y constante de afinidad

El pardmetro 8 corresponde a la maxima velocidad con que un mensajero puede ser
transcrito. La velocidad de transcripciéon es igual a § solo si todo el promotor se encuentra
adherido a los sitios disponibles del ADN.

Se toma como supuesto que, los promotores actian de la misma forma y con la misma
fuerza en todos los casos estudiados, ademés de tener caracteristicas similares todos los sitios
de unién promotor-ADN. Debido a estas suposiciones, se considera de todos los parametros
[ poseen el mismo valor.

(. El valor de la constante encontrada en literatura depende de la funciéon y tipos de
promotores, variando desde 30 M s~! en reparadores de rotura de doble cadena a 3300 M s~*
en sitios de transcripcion de proteinas autoescindidas. Se asume un valor similar a reguladores
transcripcionales de 2200 M s~ [36].

Debido a las consideraciones anteriores, los valores de la constante de afinidad del promotor
al sitio de union sera igual en todos los casos.

Karna: Se considera la constante de afinidad de todos los mensajeros igual a la de CHOP.
La que posee un valor de 6,6 - 1075 s~ [43].

3.2.2. Cantidad total de proteinas

Cada una de las proteinas dentro de la célula, en su analisis dinamico, se encuentra a una
concentracion distinta, la que varia con el tiempo. En el caso de las dinamicas modeladas
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por medio de los supuestos de estado estacionario, es necesario establecer un nimero inicial
o total de enzima.

Se considera que todas se expresan en primera instancia a 0,6 pM suponiendo un volumen
celular de 3 - 10712 L [37]. Las concentraciones agrupadas son:

° A4tot
° Agtot
° Btot
BE!
tot
PP

Utot

3.2.3. Constantes cinéticas de asociacién a un complejo

Las constantes cinéticas de asociaciéon a un complejo o de formacién de complejo se agru-
paran dependiendo de la interaccion que tengan los componentes. Esto debido a que algunos
tipos de interacciones son mas fuertes que otras. Por ejemplo, destruir una unién no cova-
lente como una interaccién electrostética puede requerir aproximadamente 1,4 kcal mol™!,
mientras tanto, destruir una unién covalente C-H requiere de 100 kcal mol ™" [38].

Unidén no covalente

El modelo presenta una unién no covalente entre el Atgl2-Atgh y Atgl6. La interaccién
ocurre entre el extremo C-Terminal de Atgl6 y el extremo opuesto de Atgb.

Kas.a12a5a16: €l valor de esta constante es 7,6 - 10> M~ s™! a condiciones de pH 7,4

[39).

Uniones covalentes

Dentro de este subgrupo se encuentran las uniones de tipo E1 covalentes tioéster (ver
Anexo A.1.5), uniones con accién inhibitoria y otras uniones covalentes.

Tipo E1: El valor de estas interacciones se asume igual a 0,8 M~ s™1 que corresponde
al doble de k.,; de una reaccion de tipo E1, debido a que esta reaccién no fue modelada
mediante Michaelis Menten [40]. Las constantes que se encuentran en este subgrupo son:

g kas,A12A7

L kas,LIA7

Con accién inhibitoria: Son las interacciones de unién covalente que inhiben la accion de
un componente. El inhibidor BH3-only tiene que ejercer una accién rapida contra el inhibidor
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Bcl-2. Debido a esto se asume una constante de equilibrio con la misma orden de magnitud
que una unién de fosforilacién pero que favorezca la formacién del complejo (cercana a 107°).
El valor de las constantes es 1 M~ s71. Los pardmetros del subgrupo son:

L kas,BHBcl

L4 kas,BEBcl

Otras uniones covalentes:Son interacciones para formacién de complejo, estos valores
tienden a estar entre 10° y 107 M~! 571, asf como las constantes de disociacién tienden a
tomar valores entre 107! y 107% s7! [41]. La constante de asociacién de estos componentes
se asume con el valor de 10* M~! s™1 [41]. Los elementos asociados a este valor son:

L4 kas,BMP
L kas,BP

4 kas,LA9
L kas,LCS*

L4 kas,LIA3A12A5A16

Asociacion para escicion

Corresponde a la constante cinética asociada a la union enzima-sustrato para la escisién
de proLC3. ks pras tiene un valor aproximado de 2 -10% Mt s~ [42].

Asociaciones para fosforilacion

En este grupo se encuentran los complejos formados por kinasas y sus sustratos. Se asume
que todos poseen mecanismos de similares caracteristicas, por lo que comparten los mismos
valores. Las constantes vinculadas con esta funcién son:

b kas,ePp
L kas,PtdBEp

L kas,UBE

Todas ellas tienen el valor de la constante asociada a la activacién del complejo Beclin
5,5-1071 M~ s~ [37].

3.2.4. Constantes cinéticas de sustituciéon de un componente

Estas constantes cinéticas acompanan a procesos de sustitucion de un componente por
otro en un complejo. Todas tienen actividad E1 o E2 (enlaces tioéster), por lo que se asume
que todas poseen el mismo valor igual a 0,8 Mt s™! [40]. Los pardmetros agrupados son:

1 ksu,A12A10
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L ksu,A12A5
L4 ksu,LIA3
L ksu,LIA7
L4 ksu,LIIPE

d ksu,LIPE

3.2.5. Constantes cinéticas de fosforilacion

Estas constantes corresponden a las asociadas a la fosforilacién de un componente por
medio de la accién de una enzima kinasa. Se asume que todas las fosforilaciones del sistema
poseen caracteristicas similares, por lo que tendrdn el mismo valor igual a 1 s™! [37]. Las
siguientes constantes se encuentran en este grupo:

L4 kfos,BEp
° kfos,ep
L kfos,P

b kfos,Ptd;;P

3.2.6. Constante cinética de desfosforilacion

La constante cinética de desfosforilacién de PERK se relaciona con la de fosforilacién me-
diante la relacion de equilibrio en estado estacionario. El valor de la constante es la siguiente:

kges p: El valor de la constante cinética serd igual a la de la accién de una fosfatasa. De
este modo se obtiene un valor de 1,5 -107° s~ [43].

Por lo que al resolver la ecuacién de equilibrio, se obtiene ke, p igual a 1,5-107° M~ s71.

3.2.7. Constantes cinéticas de disociacién de un complejo

Las constantes cinéticas de disociacion se relacionan directamente con las de asociacion
mediante el andlisis del estado estacionario. En este estado existira una relacién denominada
constante de equilibrio.

Unidén no covalente

Para la unién no covalente de Atgl2-Atgb con Atgl6 se posee la siguiente constante ciné-
tica:

Kgi a12a5A16: Esta constante tiene un valor de 5,2 - 1073 s71. Por lo que la constante de
equilibrio es aproximadamente 6,9 pM [39].
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Disociacién de complejos de inhibicién

Tal como se explicd en la seccién de asociacion, se supone una dindmica similar a la de
fosforilacion, debido al tipo de interaccion de los componentes. Debido a esto se asume un
valor de 1,5 -107° s71. Las costantes asociadas a este valor son las siguientes:

L4 kdi,BHBcl

L kdi,BEBcl

Disociaciones de complejos de fosforilacion

Las constantes asociadas a este grupo son las siguientes:

L kdi,ePp
® Kgi ptdBE,

L4 kdi,UBE

1

Estas comparten el mismo valor igual a 0,1 M~ s™!, resultando con una constante de

equilibrio de 1,8 - 1017 [37]

Disociacién en proceso de escisiéon

Corresponde a la constante de disociacion del complejo formado por Atg9 y proL.C3 para
su posterior escisién. La constante kqipra4 tiene un valor de 0,1 st [42].

Otras disociaciones covalentes

En este subgrupo se encuentran las siguientes constantes:

4 kdi,BMP

kdi,BP
L kdi,LAg

L4 kdi,LIA3A12A5A16

Debido al tipo de unién y al valor de sus pares constantes de asociacion, se asume un valor
de 1075 s7! [41]. Por lo que se obtiene una constante de equilibrio igual a 0,1 nM.

3.2.8. Constante cinética de degradacion de un componente

La tnica constante de degradacién considerada en el modelo es la del autolisosoma. Esta
degradacion es importante en el proceso, ya que describe la eliminacion del autolisosoma con
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proteina mal plegada.

kg a1: La constante tiene un valor de 4,5 - 10~* s~ [37].

3.2.9. Constante cinética de escisién

Es la constante cinética del proceso de escision del C-terminal de proLLC3. Este tiene un
valor de 9-1073 s~1 [44].

3.2.10. Constantes cinéticas de formacion de vesicula

Se tienen dos constantes en este grupo, las que se asocian a los procesos de formacion del
autofagosoma y autolisosoma.

® ki ate: Corresponde al proceso de unién de todos los componentes que forman la ve-
sicula se asume similar a la cinética de formacion de una vesicula ajustada por las
unidades de medida 0,05 M~2 s~ [37].

o k¢ a1: Corresponde al proceso de unién de dos vesiculas y tiene el valor de 2,8 - 1071 M~ s

[37).

3.2.11. Constante cinética de plegamiento

La constante catalitica del replegamiento de proteina mal plegada debido a la accién de
BiP (k,pp) tiene un valor igual a 7-1073 s~ [45].

3.2.12. Constantes cinéticas del proceso de traducciéon

La velocidad de traduccion depende en gran parte del largo del mensajero y por ende del
tamano de la proteina, por esto se haran dos subgrupos con valores distintos:

® kiqa12, Kta,ara ¥ Kea,c: Su valor es igual al de la traduccién de CHOP y equivale a

0,05 s~ [43].
o kiaBu, kiamp ¥ Kia,pr: Su valor corresponde a la expresion de BiP y es igual a 0, 001 st
[43].

3.2.13. Constantes cinéticas del transporte de lipidos

Se asume que el transporte mediado por Atg9 luego de su unién con los lipidos, sigue
una dindmica similar a otros transportes en el citoplasma. Es por esto que ky, 1, es igual a
81073 s [46].
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3.2.14. Constantes de Michaelis Menten

La constante depende de la afinidad que tenga la enzima por su sustrato. Estos valores
se obtienen a partir de las constantes cinéticas de las interacciones de la enzima, es decir,
de asociacion y disociacion del complejo y de formacién de producto mediante la siguiente
ecuacion:

ket k

K
ki

Donde k representa la constante de formacion de producto, k; la constante de asociacién
del complejo y k_; la de disociacion del complejo. Los resultados son los siguientes:

e Kpy=5-10"°
o Kpg=10"°
Kg=7-10""7
Kpg, = 21018
e Kp,=2- 108
Ky =2-10'8

3.3. Simulaciones

A continuacion se muestran los graficos correspondientes a la simulacién del modelo. Al-
gunos parametros fueron ajustados con el fin de describir el proceso biolégico de mejor forma.
Los valores de los parametros utilizados se encuentran en la Tabla B.4 del Anexo B.

3.3.1. Subsistemas

Con el objetivo de analizar el comportamiento de las interacciones entre componentes por
separado, se divide el modelo en 8 subsistemas:

e Reconocimiento de proteina mal plegada: Corresponde a la asociacién de BiP y
proteina mal plegada, con su consecuente replegamiento.

e Fosforilacién de PERK y el F2a: Esta etapa incluye la disociacion de BiP-PERK,
homodimerizacion y autofosforilacién de PERK y fosforilacion de el F2a.

e Produccion de ATF4 y regulacién de traduccién: Incluye la traduccién de ATF4
mediante la accién de el F2a.Del mismo modo, incorpora la regulacion de traduccion
de Atgl2, CHOP, BH3-only y proL.C3.

e Iniciaciéon de la formaciéon de membrana y fase de nucleacién: Esta etapa
corresponde a la iniciaciéon de la formacién de la membrana del autofagosoma, media-

da por la activacién de ULK1. Se incorpora la funcién de Beclin y la generacién de
PtdIns3P.
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e Produccion del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6: Como su nombre lo indica, este
subsistema engloba los pasos necesarios para la generacion del complejo Atgl2-Atgh-
Atgl6.

e Activacion de LC3: Este subsistema comprende las interacciones de las proteinas Atg
para activar y lipidar a LC3.

e Transporte de lipidos: Corresponde al transporte de las membranas realizadas en
vesiculas y mediadas por Atg9.

e Formacion de Autofagosoma, Lisosoma y Autolisosoma: Este subsistema es el
ultimo estudiado y corresponde a la formacién de los compartimentos nombrados. Se
incluye la degradacién del autolisosoma.

A continuacién se presentan los graficos y discusiones de cada una de las simulaciones
realizadas para cada subsistema.

Reconocimiento de proteina mal plegada

ATP
CADP
2P,

Figura 3.11: Seccién de reconocimiento de proteina mal plegada.

En la Figura 3.12 se aprecia la funciéon de la proteina B. Esta logra disminuir la concen-
tracion de MP a niveles minimos, generando un reensamblamiento de la misma.
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14l 108 Concentraciones en el tiempo
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Figura 3.12: Subsistema de reconocimiento de proteina mal plegada y posterior replega-
miento. Donde B corresponde a proteina BiP, MP a proteina mal plegada y PP a proteina
correctamente plegada.

Se observa que se logra llegar a la concentracion maxima aproximadamente a los 16 minu-
tos. Cercanos a los 10 minutos que tarda una enzima de similares caracteristicas en el proceso
de replegamiento [47].

Fosforilacion de PERK y el F2«

<ATP
ADP

2Pp

Figura 3.13: Seccién de homodimerizacién y fosforilacion de PERK.

Este proceso se inicia con concentraciones de B y P iguales a 10=7 M1, es por ello que se
aprecia en la Figura 3.14, un aumento del complejo BP. Sin embargo, con las proteinas libres
se logra representar la fosforilacion de P y e.
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w0 Concentraciones en el tiempo
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Figura 3.14: Subsistema de fosforilaciéon de proteinas PERK y el F2a.. Donde B corresponde

a BiP, P a PERK, BP al complejo conformado por BiP y PERK, F, a PERK fosforilado, e
al factor elF2a y e, al mismo factor fosforilado

Esta simulacion no logra representar la inhibicién de la traduccion global de proteinas, al
no disminuir drasticamente las concentraciones de e.

Produccién de ATF4 y regulacién de traduccion

AF, <— af;

ST

A12

oo —> BH

Figura 3.15: Seccién de produccion de ATF4 y regulacién de traduccion.

En la Figura 3.16 se aprecian los RNAs mensajeros producidos debido a la regulaciéon del
sistema, en especial por la presencia del factor AF4. Se pude ver que el inico mensajero que
es producido mediante una dindmica mas lenta es el inhibidor bh, pues su expresion depende
de la concentracion de la proteina CHOP y no de AF4 como las demas.

Debido al tipo de ecuacién que describe el comportamiento de la sintesis de RNA, de tipo

hipérbole, se espera que alcancen un maximo, lo que no ocurre dentro de los primeros 2000
segundos.

49



I Concentraciones en el tiempo
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Figura 3.16: Traduccién de proteinas. Donde los valores corresponden a los RNAs mensajeros
de Atgl2, CHOP, BH3-only y proLL.C3.

En las Figuras 3.17 y 3.18 se presentan los gréaficos de proteinas producidas mediante
los RNAs expresados. Se asume que a niveles normales se encuentran a una concentracion
despreciable, solo expresandose cuando son sometidas a estrés.

Se aprecia que AF4 posee al inicio de la simulacién, y hasta el segundo 800, una con-
centracion mayor que el resto de proteinas. Esto se debe a la ecuacién que la representa
y a los parametros utilizados, describiendo que este elemento es el que inicia la cadena de
regulaciones, reaccionando mas réapido al estimulo de fosforilacion del factor elF2a.

La concentracién de BH es siempre menor que la de pL. debido a razones andlogas a las
abordadas para sus mensajeros, BH depende de la concentracion de C para su expresion, el
que a su vez depende de AF4.

Los valores méximos alcanzados en esta ventana de simulacién fueron de 4,5 - 1077 M
aproximadamente. No se recomienda simular en un tiempo prolongado ya que estas expre-

siones tienen forma exponencial, por lo que los resultados no describirdn el comportamiento
de las células.

Es posible notar que los resultados, en general, se encuentran en el tango esperado de
concentracién de una proteina dentro de una célula, entre 10~7 M y 10~2 M aproximadamente

148].
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w0 Cancentraciones en el tiempa
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Figura 3.17: Transcripcion de proteinas. Donde A12 corresponde a la proteina Atgl2 y C a
CHOP.

w0 Concentraciones en el tiempo
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Figura 3.18: Transcripcién de proteinas. Donde AF4 corresponde al factor ATF4, BH a BH3-
only y pL a proLL.C3.
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Iniciacion de la formaciéon de membrana y fase de nucleacion

AF4 < afy

o J J L’m Estrés
r cvsese e Mj Nutriclionalg‘nﬂ"OR
C —>»

Sevees —> BH J

N |

oL u u
o d— \_}

J( Bcl

BE—>BE,

Ptd
AsA 3ATP
27 o A " > (
l( LI ATP  ATP BE, 3ADP

A Ar
7
Aho V Ptds, |
lCAm LIA,
A12As A <A3
Az
L * Atf
A12AsA6 LIA3 L
Ay Ag
Al
LIA3A12AsA L6 » LIIPE
Lis
PE AsA12AsA16 LC3*

MP

As A12AsA16

Figura 3.19: Seccién de nucleacion en la formacién de la membrana del autofagosoma.

La simulacion de esta etapa se puede observar en la Figura 3.20.
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Figura 3.20: Subsistema iniciacién y nucleacion en la formacién de la membrana del autofago-
soma. Donde U corresponde al complejo Ulk, BE al complejo Beclin, BE, al mismo complejo
en su forma fosforilada, Bcl a Bel-2, BEBcl al complejo conformado por Beclin y Bel-2, BHBcl
al complejo formado por BH3-only y Bcl-2, Ptd a PtdIns y Ptds, a PtdIns3P

Se observa una correcta iniciacion del proceso de nucleacion, en cuanto BE fue fosforilada
por la accién de U. Por otra parte, se observa que a pesar de la presencia de una concentracion
casi constante de inhibidor Bcl desacoplado, este no tiene un efecto drastico en la inhibicion
del proceso, es mas, si se simula sin presencia de inhibidor de Bel (BH) no se observan cambios
aparentes (ver Figura 3.21).
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Figura 3.21: Nucleacién sin inhibidor BH. Donde U corresponde al complejo Ulk, BE al
complejo Beclin, BE, al mismo complejo en su forma fosforilada, Bel a Bel-2, BEBcl al
complejo conformado por Beclin y Bel-2, BHBcl al complejo formado por BH3-only y Bel-2,
Ptd a PtdIns y Ptds, a PtdIns3P

Lo anterior puede deberse a multiples causas, entre ellas, constantes cinéticas que no dan
cuenta del proceso real o el modelo no representa el mecanismo de inhibicién.

Finalmente, a pesar de la falta de regulacién en la inhibicién, se muestra que el proceso
logra la fosforilacién de Ptd, por lo que describe el funcionamiento de la nucleacién.
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Produccién del complejo Atgl2-Atg5-Atgl6
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Figura 3.22: Seccion de produccion del complejo Atgl2-Atgh-Atgl6.

Es posible ver el cambio de concentracién de las variables analizadas en la Figura 3.23.
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Figura 3.23: Subsistema de formacién del ComplejoA12A5A16. Donde A corresponde a las
proteinas Atg con su correspondiente nimero.
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En lineas punteadas se logran apreciar las concentraciones de los complejos formados
debido a la asociacion de las enzimas. Estos poseen la caracteristica forma de campana, que
indican la correcta formacién y posterior disociacion de las mismas.

Finalmente se genera el complejo A12A5A16, el que posteriormente se utilizara en la
activacién de LC3.

Activaciéon de LC3
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Figura 3.24: Secciéon de activacion de LC3.

Varios son los componentes que participan en la activacién de LC3 (ver Figura 3.25). El
proceso inicia con la transformacién de pL en LI debido a la escision de su C-terminal.
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Figura 3.25: Subsistema de Activacién y lipidacion de LC3. Donde pL corresponde a proL.C3,
LI a LC3-I, A a las proteinas Atg con su correspondiente nimero, LITPE al complejo confor-
mado por LC3-IT y PE y la unién de estas siglas a la formacién de complejos.

Debido a esta accién, la concentracién de pL decae continuamente. Por otra parte, la
concentracion de LI aumenta en los primeros 9 minutos, para luego disminuir dada a las
asociaciones a la que esta proteina se ve enfrentada.

Finalmente, la simulacién describe la formacion de LIIPE, la que posteriormente se unira
a MP para eliminarla en el autolisosoma.
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Transporte de lipidos, Formacién de Autofagosoma y Autolisosoma
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Figura 3.26: Seccién de formacion de las vesiculas autofagosoma, lisosoma y autolisosoma.

En la Figura 3.27 se muestra la simulacion del transporte de lipidos. Donde se aprecia la
disminucién de lipido en las diferentes fuentes de suministro para aumentar en el omegasoma.

o8



x 107 Concentraciones en el tiempo

——-w |
i [AS]

L]
ok

Concentracion [M]
oY

D 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tiempo [s]

Figura 3.27: Subsistema de Transporte de lipidos. Donde L corresponde a lipidos no trans-
portados, A9 a la proteina intermembrana Atg9 y L* a lipidos transportados.

De la misma simulacion se extraen las concentraciones referentes a la formacion del auto-
fagosoma y autolisosoma (ver Figura 3.28).
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Figura 3.28: Subsistema de formacion y degradacién del autolisosoma. Donde LC3* corres-
ponde a LC3 activo y unido a proteina mal plegada, Ptds, a PtdIns3P, Atf a autofagosoma,
Lis a lisosoma y Al al autolisosoma.
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Aqui se aprecia la disminucién de LC3*, Ptds, y Al, los que se unen para formar el
autofagosoma.

Las vesiculas Atf y Al tienen un comportamiento similar, esto es debido a que las dos
tienen asociados términos de sintesis y eliminacién. Sin embargo, las cinéticas son distintas,
ya que Atf se forma por la unién de tres elementos y se elimina por su asociacién con Lis,
en cambio, Al se forma por la unién de dos vesiculas y se elimina debido a una tasa de
degradacioén.

Es posible notar que la mayor concentracion de Al se forma a los 10 minutos y se degrada
cercano a los 30 minutos. Esto describe el comportamiento esperado, ya que el proceso de
autofagia es un proceso mas lento en comparacion con el replegamiento mediado por chape-
ronas.

3.3.2. Simulacién global del modelo

Para representar de mejor manera el proceso, se simula el modelo completo. De esta forma,
es posible analizar la interaccion de cada uno de los subsistemas y determinar si esas influyen
en la dindmica de degradacién final de proteinas (ver Figura 3.29 y 3.30 y cédigo Matlab en
Anexo D).
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Figura 3.29: Simulaciéon del modelo. Se muestra la primera etapa simulada hasta los 1000

segundos. Donde PP representa la proteina correctamente plegada, MP a la proteina mal
plegada y B a BiP.
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Figura 3.30: Simulacién del modelo. Se muestra la degradacion del autolisosoma hasta los 2000
segundos. Donde P, representa a PERK fosforilado, e, al factor elF2a, Ptds, a PtdIns3P, A
a las proteinas Atg con su correspondiente nimero, pL a proLC3, LITPE al complejo formado
por LC3-IT y PE, Atf al autofagosoma y Al al autolisosoma.

Se aprecia que la proteina prolL.C3 (pL), a pesar de tener un comportamiento creciente en
la simulacion, no sigue la forma exponencial de su simulaciéon anterior. Ello se debe a que se
transforma en LC3-I, propiciando la formacion de vesicula. Es posible notar un cambio en
la concavidad de la curva coincidente con la maxima concentracion de Al. Es alli donde la
dominancia de la ecuacién deja de estar en la escisién de pL y pasa a estar en la sintesis de
ella.

Se ratifica que el proceso de replegamiento mediada por chaperonas es mas rapido que
el de degradacion por vesiculas. Lo que resulta esperable, debido a que el primero busca el
replegamiento de proteinas mal plagadas que recién fueron traducidas, en cambio, el segundo
mecanismo es el responsable de la degradacion de los agregados proteicos.

Por otra parte, es posible notar que debido a la interaccién de los sistemas se provoca una
relentizacion del proceso de degradacién por autolisosoma (Al). Al alcanza su méxima con-
centracion a los 16 minutos aproximadamente, en comparacién con los 10 minutos anteriores
, también aumenta el tiempo de degradacion, més alla de los 30 minutos. Esto se puede deber
a que parte de la proteina es replegada en procesos anteriores, retrasando la sintesis de Al.

Finalmente se analiza si es posible simplificar el modelo global. Se decide sintetizar la for-
macion del complejo A12A5A16, pasando del modelo mostrado en la Figura 3.31a al ilustrado
en la Figura 3.31b.

Los resultados se pueden ver en la Figura 3.32, el cual muestra que el cambio en la
formacion de A12A5A16 repercute directamente en la activacién de LC3, disminuyendo la
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Figura 3.31: Diagramas original y propuesto para generacion del complejo A12A5A16.
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concentracion de LITPE y el complejo mismo.
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Figura 3.32: Simulacién del modelo modificado. Donde P, representa a PERK fosforilado,
e, al factor elF2a, Ptds, a PtdIns3P, A a las proteinas Atg con su correspondiente ntimero,

pL a proLLC3, LIIPE al complejo formado por LC3-II y PE, Atf al autofagosoma y Al al
autolisosoma.

Sin embargo, estos cambios no afectan visiblemente a la formaciéon y degradacién del
autolisosoma, por lo que se considera un cambio viable para futuros estudios del modelo.

Efecto de regulacién

Con el objetivo de evaluar el funcionamiento del modelo, se procede a analizar los resul-
tados del modelo con cambios en sus variables de entrada.

En primer lugar se procede a eliminar la presencia de estrés nutricional. Lo que deberia
inhibir la via de produccién de autofagosoma, tal como se muestra en la Figura 3.33.
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Figura 3.33: Diagrama del proceso, en rojo las vias y componentes inhibidos debido a la
ausencia de estrés nutricional.

En efecto, en la Figura 3.34 se muestra la concentracion de autofagosoma en 0. También
se puede observar que el resto de vias no son afectadas.

Por otra parte, es posible analizar lo que sucede sin una concentracién inicial de proteina
mal plegada. Lo que deberia provocar un cese de produccién de autofagosoma y un efecto en
la concentracion de LC3*.

En la Figura 3.35 es posible notar una concentracion inicial de proteina mal plegada de
0. Sin embargo, aproximadamente a los 800 segundos se alcanza un maximo, esto debido a
que por una parte se produce proteina mal plegada debido a la parecencia de factor el F2«
y por otra se repliega debido a la accion de BiP.

Finalmente en la Figura 3.36 es posible observar que a pesar de no existir concentracién
inicial de proteina mal plegada, se produce LIIPE. Esto debido a la irreversibilidad de la
fosforilacion del factor el F2«.. Se propone representar la reaccion de forma reversible en un
futuro enfoque.
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Figura 3.34: Simulacién del modelo sin presencia de estrés.
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Figura 3.35: Simulacién del modelo sin presencia de estrés y con concentracion inicial de
proteina mal plegada igual a 0.
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Figura 3.36: Simulacién del modelo sin presencia de estrés y con concentracion inicial de
proteina mal plegada igual a 0.
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3.4. Discusiones generales

A continuacién se presentan breves discusiones generales y complementarias a lo anterior-
mente analizado.

Se observa que el mercado de produccién en células animales es altamente competitivo.
En este ambiente cobra importancia la tecnologia como método de diferenciacién. Esta logra
que las empresas que inviertan en ella compitan con mayor ventaja y mantengan margenes de
utilidades mayores. Debido a esto y a las proyecciones del mercado de produccién en células
animales, se estima que puede existir un especial interés en mejorar las condiciones de cultivo.

Una herramienta ttil para ello son los modelos, que tienen la capacidad de predecir el com-
portamiento que tendrian las células frente a ciertos cambios de sus componentes, pudiendo
optimizar sus vias a un menor costo que realizando pruebas con alto componente azaroso. Es
por ello que esta herramienta resulta atractiva para ayudar a aumentar la productividad de
los procesos que involucren cultivo de células animales.

Las industrias y lugares donde se cultivan células para produccion tienen como uno de
sus objetivos reducir costos en sus procesos, es por esto que muchas veces mantienen condi-
ciones bajas de nutrientes. Lo anterior genera mal plegamiento de proteinas e inhibicion de
reguladores. Es por ello que se eligié este estimulo como gatillante del modelo. Sin embargo,
también existen otros factores que pueden desencadenar vias de degradacién de proteinas,
por ejemplo, problemas de aireacion, déficit energético, entre otros. Se propone que, con el
fin de robustecer el modelo, se agreguen estos estimulos iniciales en un futuro estudio.

Se enfatiza la importancia de tener un modelo de degradacion via lisosomal, ya que es
una de las vias de degradacion de agregados proteicos. Es por eso que cobra especial interés
para areas que trabajan con cepas recombinantes y productoras de grandes concentraciones
de proteinas. Por otra parte, el modelo no solo ayuda a propiciar estas vias, sino que también
como evitar que los agregados se degraden, en el caso de querer renaturar las proteinas
mediante otro proceso.

El modelo planteado logra describir, a grandes rasgos, el comportamiento global de la de-
gradacion de proteinas mediante lisosoma. Sin embargo, posee ciertas dificultades que podrian
ser abordadas en un siguiente estudio.

Una de las debilidades detectadas es que las proteinas reguladas, poseen términos asociadas
a sintesis y no a degradacién, por lo que en un largo plazo se acumularan en el sistema. Esto
impide que la simulacion sea extensa, es decir, acota su rango de accion y ademas produce una
peor estimacion de las concentraciones. Sin embargo, como primera aproximacién simplifica
el analisis, por lo que se propone estudiar los cambios que genera en el modelo y agregar estas
dinamicas.

Por otra parte, como sistema de reconocimiento de proteina mal plegada, se planteé BiP
como sensor, el que es inespecifico pero funciona de forma rapida. Este influye en la dinamica
global al retrasar la degradacién de los agregados, ya que repliega las proteinas antes de que
formen esta estructura, disminuyendo asi la concentracién de proteina mal plegada (MP). Sin

69



embargo, para poder anclar MP a LC3 y asi formar parte del autolisosoma, es necesario un
marcaje previo de las proteinas, proceso no estudiado en este documento, pero importante
pensando en la proyeccién del trabajo.

el F2«a es un factor que participa en la sintesis global de proteinas, cuando es inhibido se
frena la expresién de todas las proteinas, menos algunas que participan en la degradacién
proteica. En este trabajo, lo anteriormente descrito, se model6 con la generacion de proteina
mal plegada por parte del factor. A futuro se plantea mejorar esta aproximacién, agregando
una funcion que describa de mejor manera la dinamica del proceso y a su vez logre diferenciar
el tipo de proteina que estd generando (bien o mal plegada). A su vez, se propone la incorpo-
racion de algin elemento que active nuevamente al factor luego de la degradacion proteica.
De esta manera se podra simular el proceso més alla de la degradacién de las proteinas, con el
objetivo de estudiar las dinamicas de la recuperacion luego del estrés al que fueron sometidas
las células.

Finalmente, el modelo planteado pretende ser una base para la formulacion de modelos mas
especificos en la degradacion proteica. Cada tipo de célula posee caracteristicas diferentes, y
por lo tanto es necesario ajustar los parametros para satisfacer las necesidades particulares.
Por otra parte, es necesario contar con datos experimentales para validar el modelo en cierto
sistema bioldgico con ciertas células y en determinado proceso.
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Capitulo 4

Conclusiones y proyecciones

El modelo planteado posee una larga lista de componentes analizados, los que logran
describir en cierta medida el proceso de degradacién de proteinas mediante lisosoma.

Se identifica que este modelo puede resultar 1til para las industrias que producen mediante
el cultivo de células animales, debido a que ayuda a generar estudios que optimicen sus
procesos y ayuden a competir de mejor manera, aumentando el rango de utilidades. Ademas,
en esta ocasion se estudia una via poco explorada, que tiene relacion con agregados proteicos,
elementos presentes en cultivos con gran capacidad sintetizadora de proteinas.

Este estudio se enfoca en una importante condicién de cultivo, la falta de nutrientes. Sin
embargo, se propone tomar en cuenta en futuras instancias otras condiciones que pueden
generar estrés en la célula y gatillar procesos de degradacién, como lo son la falta de oxigeno
y energia.

Las principales dificultades que posee el modelo son las expresiones descritas bajo modelos
exponenciales, que poseen una alta tasa de crecimiento, lo que permite que la aplicabilidad del
modelo se restrinja en tiempo, no pudiendo simular por mas de 30 minutos aproximadamente.
Por otra parte, se propone incluir fenémenos que permitan llevar las proteinas a su estado
basal, con el fin de poder observar el comportamiento de las células post estrés.

Con el fin de simplificar el modelo se determiné no tomar en cuenta las dindmicas de sintesis
y degradacion de proteinas no reguladas, sin embargo, se propone que a futuro puedan ser
estudiadas con el fin de obtener mayor exactitud en los resultados.

Por otra parte, se propone mejorar el modelo de inhibicion de las moléculas Bcel-2 y BH3-
only, ya que no logran describir el proceso planteado.

Por el contrario, se logran describir los procesos de reconocimiento de proteina mal plegda,
fosforilacion de PERK y el F2«a, formacién de membrana de autofagosoma y formacién de
vesiculas.

Se concluye que al simular los subsistemas se obtienen resultados distintos a los encontra-
dos al simular de forma global. Esto se produce porque al simular de forma separada no se
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toman en cuenta los factores de interaccion, estas interacciones producen que emerjan nuevas
propiedades.

Dentro de las nuevas propiedades encontradas se observa que la degradacion de proteinas
via lisosomal demora més tiempo en ejecutarse al interactuar con los procesos de replegamien-
to de proteinas (aproximadamente 10 minutos). Esto debido a que el proceso de replegamiento
es mas rapido, reduciendo la concentracion de proteina mal plegada.

Finalmente se observa que este modelo es una base para la realizacion de modelos mas
especificos. Para esto es necesario contar con datos experimentales con el fin de ajustar los
parametros y validar los modelos.
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Anexo A

Memoria de calculos

A.1. Reacciones

A continuacién se presentan las reacciones consideradas en el modelo, las que son la base
para el planteamiento de las ecuaciones que describiran el comportamiento del sistema.

A.1.1. Reconocimiento proteina mal plegada
Disociacién de BIP-PERK

El complejo BiP-PERK es un factor importante en el reconocimiento de proteinas mal
plegadas. Este complejo se asocia y disocia reversiblemente, tendiendo a mantener su forma
conjugada (ver Reaccién A.1).

ki,
BIP-PERK =" BIP + PERK (A1)

kas,BP

Unién BiP-Proteina

Cuando BiP no se encuentra formando complejo con PERK, puede ejercer su rol de chape-
rona, asociandose reversiblemente a proteinas con errores estructurales para posteriormente
replegarlas (ver Reaccién A.2).

. kai,pmp . kppp .
BiP+ MP = BiP-MP = BiP+ PP (A.2)

kas,BMP
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Autofosforilacion

La proteina PERK en su forma no conjugada puede dimerizarse y autofosforilarse, tal
como se representa en la Reaccion A.3.

k os,
PERK + PERK 2" P-PERK-PERK-P (A.3)

kdes,P

Fosforilacion de el F2«

El dimero PERK fosforilado actia como una enzima kinasa, fosforilando al factor el F2q,
accion representada en la Reaccién A 4.

k ie p k 0s,e
elF2a + PERK-P kd:‘P el F20-PERK-P "% eIF2a-P + PERK-P (A.4)
as,ePp

A.1.2. Produccion de proteina

En este modelo se plantea que la produccion de proteinas esta determinada por la presencia
del factor el F2a, debido a que éste es el encargado de comenzar el proceso de traduccion
de proteinas en el ribosoma. La produccién sera solo de proteina mal plegada, debido a que
la concentracion de proteina no afecta a la dinamica de ninguna reaccion. Por otra parte, se
toma el supuesto de que la traduccion de proteina mal plegada no afecta la concentracién del
factor el F2a. Solo se ve afectada la dindmica de traduccion de proteina mal plegada por la
presencia del factor (ver Reacciéon A.5).

kia,mp

elF2ae = elF2a+ MP (A.5)

A.1.3. Regulacién traduccion
Regulacién ATF4

El factor el F2«, fosforilado por la accion de PERK, inhibe la traduccion global, estimu-
lando a su vez la produccién de la proteina ATF4. Se asume que mRNAatf4 se encuentra en
exceso, por lo que no se considera en la reaccién (ver Reaccion A.6).

kta, AFa

el F2a-P 3™ e[ F2a-P + ATF4 (A.6)
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A.1.4. Regulacion transcripcion

La proteina ATF4 actia como un estimulador de la transcripcién de una serie de proteinas
relevantes para la degradacion de proteinas via autolisosoma, entre ellas se destacan Atgl2,
proLC3 y CHOP, representadas en las Reacciones A.7, A.8 y A.9.

AT Atg12 (A.7)
A proLC3 (A.8)
I cHOP (A.9)

A su vez, CHOP (proteina transcrita por la accién de ATF4) estimula la transcripcién de
BH3-only. Proteina asociada al proceso de nucleacién (ver Reaccién A.10).

Regulacién de BH3-only

cuer BH3-only (A.10)

A.1.5. Formaciéon de membrana de autofagosoma

Activacion de mTOR

mTOR es activada por la presencia de ciertos aminoacidos, cuando esta proteina se en-
cuentra activa (mTOR*) inhibe la accién de el complejo ULK1, esto lo hace mediante la
fosforilaciéon de dicho complejo. Lo contrario ocurre bajo escasez de aminodcidos, mTOR
se inactiva, ULK1 se desfosforila y se propicia la formacién de autofagosoma (ver Reaccién

A11).

mTOR + ULK lcompler = mTOR*-ULK 1complex-P (A.11)

aa

Activacion de complejo Beclin

Cuando mTOR es inactivado, el complejo ULK1 funciona como kinasa, fosforilando la
proteina Beclin (ver Reacciéon A.12).
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k i, k os .
U L K1complex+ Beclincomplex e U L K1complex-Beclincomplex foniBE U LK complex+ Beclincor

kas,UBE
(A.12)

Inhibicion de complejo Beclin

Beclin también puede verse inhibida, esto ocurre por la unién covalente reversible de Bcl-2
(ver Reaccién A.13).

. kai, BEBCl )
Beclincomplex + Bel-2 = Beclincomplex-Bcl-2 (A.13)

kas,BEBel

Inhibicién de Bcl-2

BH3-only al unirse covalentemente con el inhibidor Bcl-2 impide su accién, activando de
este modo la formacién del autofagosoma (ver Reaccién A.14).

kdi,BHBel
BH3-only+ Bcl-2 = BH3-only-Bcl-2 (A.14)

ka.s,BHBcl

Generacién de PtdIns3P

El complejo Beclin activado actia fosforilando el lipido PtdIns, formando de este mo-
do PtdIns3P, elemento promordial en la formacién de la membrana del autofagosoma (ver
Reaccién A.15).

kai,ptaBEy, fos,Ptdgp

k
PtdIns+ Beclincomplex-P i = PtdIns-Beclincomplex-P ~ — ° PtdIns3P+ Beclincomplex-P
as,PtdBEyp
(A.15)

Activacion de LC3

Los procesos involucrados en la activacion de LC3 son similares a los utilizados para la
ubiquitinacion: activacion,conjugacion, ligacion, elongacion y desubiquitinizacion. Los tres
primeros procesos son conocidos como E1, E2 y E3 respectivamente [49].

Las enzimas E1 hidrolizan ATP y adenilan el extremo C-terminal de la ubiquitina. Esto
genera la formacién de un enlace tioéster entre el extremo C-terminal de la ubiquitina y el
sitio activo de la enzima [49].
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En la etapa de conjugacion, la ubiquitina se transfiere al sitio activo de una enzima E2
donde esta unida por otro enlace tioéster a un residuo de cisteina en el sitio activo de la
enzima [49].

El proceso de ligacién consta del traspaso de la ubiquitina desde la enzima E2 a un residuo
de lisina de la proteina sustrato [49].

Para la activacion de LC3 participan enzimas con funciones analogas a E1, E2 y E3, pero
con sustratos diferentes (no ubiquitina). Estas proteinas seran denominadas de esta forma
por efectos practicos.

La primera etapa consta de la formacion del complejo Atgl2-Atgh, para esto el dimero
Atg7 (con funcién E1) se une a Atgl2 adenilando su extemo C-terminal y formando un
enlace tioéster. Atgl2 adenilado es traspasado a Atgl0 (funcién E2)formando un nuevo enlace
tioéster, de esta forma se propicia la union covalente a Atgh y no covalente con Atgl6. Este

complejo forma un tetrdmero y actuard més tarde sobre LC3-1 (ver Figura A.1 y Reacciones
A16,A.17, A.18, A.19 y A.20) [7, 13].

Figura A.1: Atgl2 se conjuga con Atgh y Atgl6 mediante una serie de procesos mediados por
enzimas con actividad analogo a E1 y E2, para finalmente formar un tetramero con actividad
E3. Adaptada de Randall-Demllo et all [13].
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Atgl2 + AtgT-AtgT "7 Atg12-AtgT-AtgT (A.16)

Atgl2-AtgT-AtgT + Atgl0 "S54 Atg12-Atgl0 + AtgT-AtgT (A.17)

Atg12-Atg10 + Atgs "M Atg12-Atg5 + Atgl0 (A.18)
kai,A12A5A416

Atgl12-Atgh + Atgl6 = Atgl12-Atgh-Atgl6 (A.19)

kas,A1245A16

4(Atgl2-Atgs-Atgl6) — (Atgl2-Atgh-Atgl6) (A.20)

La segunda etapa corresponde a la lipidacion de LC3. Para esto es necesario escindir la
pro-LC3 por medio de la acciéon de Atgd. Posteriormente la enzima Atg7 se une a LC3-I
mediante enlace tioéster, prepardandola para su reemplazo por la enzima de accion E2 Atg3
(ver Reacciones A.21, A.22 y A.23) [7].

K i,p es
proLC3 + Atga kd:““ proLC3-Atgd 3" LO3I + Atgd (A.21)
as,pLA4
LC3I + AtgT-Atg7 5" LC3I-Atg7-AtgT (A.22)
LC3I-AtgT-Atg7 + Atg3 KoL 43 LC3I-Atg3 + AtgT-Atg7 (A.23)

Es en esta etapa donde el complejo Atgl2-Atgh-Atgl6 cumple la accién de enzima E3,
fomentando la unién de LC3-I con el lipido PE, tal como se muestra en las Reacciones A.24
y A.25 [7].

kqi,L1A3A12A5A416
LC3I-Atg3 + Atgl2-Atgh-Atgl6 = LC3I-Atg3-Atgl12-Atg5-Atgl6  (A.24)

kas,LIA3A12A5A16

LO3I-Atg3-Atgl2-Atgs-Atgl6+ PE 7% [ O3] [-PE+Atg3+Atg12-Atg5-Atgl6 (A.25)
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Secuestro se proteinas mal plegadas

LC3-IT posee una funcién en el reconocimiento de carga. El secuestrosoma 1 (SQSTM1)
interactia con proteinas ubiquitinadas en organelos o patégenos invasores. El complejo MP-
SQSTMI1 se une selectivamente al autofagosoma mediante la interaccion de SQSTM1 con

LC3-11 [7].

Esto se representa mediante la Reaccién A.26, donde LC3* representa a LC3 activo en su
forma LC3-II lipidado y unido a la proteina mal plegada a degradar.

LO3II-PE + MP "% 103" (A.26)

Transporte de lipidos

La proteina transmembrana Atg9 transporta los lipidos requeridos para la elongacién del
autofagosoma. Esta accion se ve representada en la Reaccion A.27, donde L simboliza los
lipidos en vesiculas post Golgi y L* los lipidos transportados al omegasoma.

k i tp *
Lt Atg9 =" [-Atg9 "™ L* + Atg9 (A.27)

kas,LA9

Elongacion de membrana de autofagosoma

Para terminar la formacién del autofagosoma es necesario contar con los lipidos trans-
portados al omegasoma, PtdIns3P (el que genera el acople de una serie de proteinas) y LC3
acoplado a proteina mal plegada. De bibliografia se extrae que para la obtencion de una
vesicula se necesitan 30 proteinas Atg9, las que transportan un set de lipidos cada una [24].
A su vez, es necesaria la presencia de 400 proteinas LC3 activadas y lipidadas para la forma-
cién del autofagosoma [36]. Por otra parte, se asume que se necesita la misma proporcién de
PtdIns3P que de lipidos. De esta forma el proceso se representa mediante la Reaccion A.28.

LC3" + PtdIns3P + L* Ereges auto fagosoma (A.28)

A.1.6. Formaciéon de autolisosoma
Fusién de autofagosoma y lisosoma

Para la formacion del autolisosoma, es necesaria la fusién del autofagosoma y lisosoma.
Esta accién se representa mediante la Reaccion A.29.
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kge .
autofagosoma + lisosoma " autolisosoma (A.29)

A.1.7. Degradacién

Para la degradacion de las proteinas se tomara como supuesto que todo el material es
degradado a unidades bésicas, las que no son recicladas en el proceso. De esta forma se
plantea la Reaccién A.30.

autolisosoma 5" (A.30)

A.2. Ecuaciones

A.2.1. Complejo BiP proteina mal plegada
Proteina total conservada

Se asume que la concentracién total de BiP (BiP'") se mantiene siempre constante, con-
siderando tanto su estado en complejo como libre, tal como lo muestra la Ecuacién A.1.

B = constante (A.1)

Cantidad de BiP

Se ha estudiado que la chaperona BiP es altamente abundante en el ER. Esta puede estar
presente tanto libre como en complejo con diferentes proteinas. La concentracion de BiP libre
y acoplada a proteina mal plegada es ordenes de magnitud superior a la concentracién de
BiP unida a PERK, debido a esto es posible despreciar este factor en la Reaccién de proteina
total (ver Ecuacién A.2) [43].

B*"'=B+ BMP+ BP~ B+ BMP (A.2)

Quasi estado estacionario

La disociacion de BiP y PERK, y su posterior unién a proteina mal plegada es un proceso
rapido, en comparacién con el total de la respuesta UPR (minutos versus horas). Debido a
esto se pueden asumir supuestos de estado quasi estacionario (ver Ecuacién A.3) [43].
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dBP dBMP
At

0 (A.3)

Se establecen las constantes k; y k_; para la reaccién reversible y k para la reaccion
irreversible, de esta forma la cinética de la formacién de BMP se describe de la siguiente
forma:

dBMP
dt

—k(BMP) — k_{(BMP) + ki(B)(MP) =0

— (k+ k_1)(BMP) + ki(B)(MP) = 0 (A.4)

Considerando la Ecuacién A.2 y reemplazando B en la Ecuacién A .4, Queda la siguiente
expresion:

—(k + k_1)(BMP) + ky(B** — BMP)(MP) =0
(k + k_1)(BMP) + ky(BMP)(MP) = ky(B"")(MP)

ki(B™)(MP)
BMP) =
( ) k+k_1+k(MP)
(B")(MP)
(BMP) = e (A.5)
=L+ (MP)
k1
Se define % como Kpg. Reemplazando en la Ecuacion A.5, queda la siguiente ecuacién:
(B)(MP)
BMP)= —F——~ A6
( ) Kg+ (MP) (A.6)
Finalmente, al multiplicar por k se obtiene la siguiente ecuacién:
oo VEIMP) A
BME = K+ (MP) ‘

A.2.2. Fosforilacion de el F2«a

PERK fosforilada cumple un rol de enzima kinasa con el F2a. Si se aprecia la forma de
accion de la enzima mostrada en la seccién anterior se puede ver que posee una forma analoga
a la formacion de proteina plegada correctamente:

elF2c + PERK-P = el 20-PERK-P — el F2a-P + PERK-P
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Tomando supuestos anédlogos al anélisis de BiP y MP:

° P]f"t = constante
° P;"t = P, +eP,

dePp,
dt 0

Queda la siguiente ecuacion que se utilizara en el modelo:

(Vinke) ()

‘/e p—
" Kp, + (e)

(A.8)

A.2.3. Fosforilacién del complejo Beclin

Este proceso se modela como una reaccién del tipo Michaelis Menten, por lo que bajo los
mismos supuestos que los casos anteriores, queda la siguiente expresion:

(Vinae) (BE)

max

V =
UBE = 4 (BE)

(A.9)

A.2.4. Fosforilaciéon de PtdIns

Analogamente a los casos anteriores y bajo los mismos supuestos, se modela la reaccion
mediante Michaelis Menten, resultando la siguiente expresion:

(V,oir)(Ptd)

Kpg, + (Ptd) 0

VptaBE, =

A.2.5. Escision de proLC3

Este procedimiento es andlogo a los anteriormente descritos, de esta forma se obtiene la
siguiente expresion:

(Vi) (L)

max

K+ (pL) (A.11)

Voraa =

A.2.6. Transporte de lipidos

Utilizando la misma metodologia que en los otros casos, se asume un comportamiento de
Michaelis Menten, de esta forma se obtiene la siguiente expresion:
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(Viaw) (L)

max

Ko+ (L) (A.12)

Viag =

A.2.7. Promotor de transcripciéon

Se denomina D al sitio de unién del promotor X en el ADN. Asociacion descrita por la
Ecuacién A.13, donde K representa la velocidad de asociacién y K, la de disociacion [50].

Ky
X+D=XD (A.13)

K,y

Por conservacién de masa, se tiene que:

D" =D+ XD (A.14)

Por otra parte la cinética de formacion del complejo sigue la siguiente forma:

dXD

BT K[ X][D] — Ky[ X D]

Asumiendo estado estacionario y definiendo K4 como el producto de Ky y K3, se obtiene
la Ecuacion.

Ky = 2] (A.15)

Al reemplazar D, desde la Ecuacién A.14 en la Ecuacién A.15 y despejar, se obtiene la
siguiente expresion:

XD [X]
DF] ~ Ko+ [X)

Donde [DXT?J] representa la probabilidad de que el promotor esté unido al sitio D. Este ele-
mento es e‘ que otorga la velocidad de produccion de mRNA, definiendo 8 como la velocidad

méxima de transcripcion (ver Ecuacion A.16).

dmRNA
e

(X D]
[Dtot]

B

I
™

(A.16)
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Finalmente, se asume que no existe el fenomeno de cooperatividad en la accion de los
promotores de transcripcion, por lo que la velocidad de transcripcion se ve subestimada en
este modelo.
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Anexo B

Organizacion y valores de los
componentes del modelo

B.1. Variables y parametros

El modelo presentado consta con variados componentes, los que son en primera instancia
divididos en variables (Tabla B.1) y pardmetros (Tabla B.2)

Tabla B.1: Variables del modelo de degradacién de proteinas.

Variables

A10

al2

Al2
A12A10
A12A5
A12A5A16
A12A7
Al6

A3

A4

A5

AT

A9

AF4

Al

Atf

B

Bel

Sigue a continuacion
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Tabla B.1: Variables del modelo de degradacion de proteinas (continuacién)

Variables (cont.)
BE
BE,
BEBcl
bh
BH
BH
BHBcl
BHBcl

BMP

T
LA9

LC3*

LI

LIA3
LIA3A12A5A16
LIA7

LIIPE

Lis

MP

P
P

P

PE

pl

pL
pLA4
PP

Ptd
Ptds,
PtdBE,

UBE
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Tabla B.2: Parametros del modelo de degradacién de proteinas.

Parametros

5{112
Bon
Be

ﬁpl
A4t0t

Agtot
Btot
BE™

kas, A1245A416

kas,A12A7

kas,BEBcl

k'as,BHBcl

kas,BMP

kas,BP

kas,ePp

kas,LAQ

kas,LC’S*
Kas, 114341245416
kas,LIA’Y

kas7pLA4

kas,PtdBEp

kas,UBE
ka i
kdes,P

kai, 41245416

kai,BEBa

kdi,BMP

kai,Bp

kdicp,

kdi,LAQ

kdi,LIA3A12A5A16

Kaipr a4

ki ptdBE,

ka,uBE

kes,pL

kfc,Al
ke atf
kfos,BEp
kfos,ep

kfos,P
Sigue a continuacién
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Tabla B.2: Pardmetros del modelo de degradacién de proteinas (continuacién)

Parametros (cont.)

kfos,Ptdg,p

kp,PP

ksu,AlZAlO

ksu,A12A5

ksu,LIA'S

ksu,L[A?

ksu,LIIPE

ksu,LIPE

kia,a12

Kta, AFa

ki, BH

kta.c

kg mp

B.2. Clasificacion de parametros

Los parametros mostrados en la Tabla B.2 se obtienen a partir de una buisqueda bibliogra-
fica. La metodologia de bisqueda se basa en agrupar los parametros bajo distintos criterios,
buscando encontrar cualidades y caracteristicas afines entre ellos. La primera clasificacion se
puede ver en la Tabla B.3.
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Tabla B.3: Agrupacién y clasificacion de los parametros a utilizar en el modelo debido a la
funcién que acompana.

Parametros | Clasificacion

Bai2
Bon
Be

By
A4tot
A9tot
Btot
BE;Ot
P;)Sot
[ytot
K a4
K »9
Kp Concentracion donde se alcanza la mitad de la velocidad
Kgg, maxima de formacién de producto

Kp,

P

Ky

Velocidad maxima de transcripcién

Cantidad total de proteina

Kas,A1245416

kas,A12A7

kas,BE'Bcl

kas,BHBcl

Kas,BMP

kas,BP

kas,ePp

2 Constantes cinéticas de asociaciéon a un complejo
as,LA9

kas,LC3*

kas,LIA3A12A5A1

kas,LIA?

kas,pLA4

kas,PtdBEp

kas,UBE

kai,A1245A416

Constantes cinéticas de disociacién de un complejo
kai,BEBe

Sigue a continuacién
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Tabla B.3: Agrupaciéon y clasificacion de los parametros a utilizar en el modelo debido a la
funcién que acompana (continuacion)

Parametros | Clasificacién (cont.)

kai,pmp

kdi,BP

kdi,ePp

Eai,z.A9

kai,L14341245A416

Kaipraa

ki, ptaBE,

kavBE

kd,alQ

ka,ai

Ka,on Constantes cinéticas de degradacién de un componente
kd,c

k4 pi

Edes,p Constante cinética de desfosforilacion

Fespr Constante cinética de escision

ke i

2 Constantes cinéticas de formacion de vesicula
fe,Atf

kfos,BE’p

kfos,ep

Constantes cinéticas de fosforilacién
kfos,P

kfos,Ptd;:,p

kp pp Constantes de produccién de un componente

ksu,AlQAlO

ksu,A12A5

ksu,LIAS

2 Constantes cinéticas de sustitucién de un componente
su, LI AT

ksu,LIIPE

ksu,LIPE

kia,a12

Ktd Ar4 Constantes cinéticas del proceso de traduccién

ke, BH

kta.c

Sigue a continuacién
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Tabla B.3: Agrupacién y clasificacion de los parametros a utilizar en el modelo debido a la

funcién que acompana (continuacion)

Parametros | Clasificacién (cont.)

Kianp

ktd,pL

Eep.L Constante cinética de transporte de lipidos

B.3. Valores de parametros

En la Tabla B.4 se muestran los valores que toman todas las variables del modelo, se sigue

la clasificacién mostrada en la Tabla B.3.

Tabla B.4: Valores utilizados en la simulacion del modelo propuesto.

Tipo Parametro | Literatura | Simulacion | Unidad
Bai2 2,2-103 2,2-1077 M st
Velocidad méxima de Do 2,2-10° 2,2-1077 M s~
transcripcion Be 2,2-103 2,2-1077 M st
Byl 2,2-103 2,2-1077 M st
A4tot 6-107"7 6-10°7 M
A9tet 6-1077 61077 M
Btet 6-1077 61077 M
Cantidad total de proteina I3 E}tf’t 6 107 5 10— Vi
Plf"t 6-1077 6-1077 M
ytet 6-1077 6-1077 M
Kay 5-1076 4,5-1077 M
K 49 107° 10 M
Concentracién donde se Kp 7-1077 7-1077 M
alcanza la mitad de la Kgp, 2.1018 10 M
Velocidgfi maxima de Ir 5101 10 i
formacién de producto i
Ky 210 1-1071 M
ka,q12 6,6-107° 6,6-1071° M
ka pn 6,6-107° 6,6-10"1 M
kq.c 6,6-107° 6,6-1071 M
kapi 6,6-107° 6,6-1071 M

Sigue a continuacién

96




Tabla B.4: Valores utilizados en la simulacién del modelo propuesto (continuacién)

Tipo Parametro | Literatura ;| Simulacién | Unidad
Kas,A1245416 7,6-10? 210 M-t st
Kas,A1247 8-1071 1-10* M-t st
Kas,BHBe 1 1 M1 st
Kas, BEB 1 1 M1t st
Kas,BM P 104 10 M-t st
Kas,BP 10 10* M-t st
Constantes cinéticas de Kas,ep, 5,5-107" 10? M-tst
asociacién a un complejo Kas.1.A9 104 104 M1 g1
Kas,L.o3* 10% 8-103 M1 st
Fas,L14341245A16 10 10 M1 st
Kas,Lra7 8§-1071 8-10° Mt s7!
Kaspraa 2-10° 2107 M1 st
Kas,PtaBE, 5,5-1071° 1-103 Mt st
kas,uBE 5,5-10719 1-103 M1 st
Constante cinética de ka,au 4,5-107* | 6,6-107" s
degradacion
Constante cinética de Kdes,p 1,5-107° 1,5-10° [ M~ts7t
desfosforilacion
kai,A1245416 5,2-1073 5,2-1073 s71
kai, BEBel 1,5-107° 1,5-107° st
k4 BHBel 1,5-107° 1,5-107° 71
kai,Brp 107° 107° st
kai,Bp 107° 107° s71
C.ons.tan.tes cinéticas de . Fdiop 1101 55-10° o1
disociacién de un complejo Gk
Kdi,zA9 1-107! 5,5-107° st
kai,rra3A1245A416 107° 1075 s
Kaipr.aa 107° 107° s71
kai,piaBE, 1-1071 5,5-107° s~1
kai,uBE 1-107! 5,5-107° st
Constante cinética de escisién Kes prL 9.1073 9.1073 s71
Constantes cinéticas de Kgea 2,8-1071 5- 10 M-1tst
formacion de vesicula Kt ais 51072 1-10'1 M~2s1

Sigue a continuacién
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Tabla B.4: Valores utilizados en la simulacién del modelo propuesto (continuacién)

Tipo Parametro | Literatura ;| Simulaciéon | Unidad
Efos.BE, 1 1-102 571
Constantes cinéticas de Kfos.e, 1 110" 57!
fosforilacion Etos,p 1 1-104 571
K fos, Prds, 1 1-100 [ M Tt
Constante cinética de produccién ky pp 71073 7-1073 st
Esu,a12410 8-107! 1-10 M1 st
Esu,A1245 8-107! 1-10% M1 st
Constantes cinéticas de Kour143 8. 10 L S 10° ML g1
i de S TSl T L
ksuLirpe 8-1071 8103 M—tst
Ksu,L1PE 81071 8103 M-t st
kta,A12 5-1072 5-1078 st
kta, AFa 5-1072 5-1078 st
Constantes cinéticas del Ka,BH 1-107° 1-107° s~
proceso de traduccién kia.c 5-1072 5-1078 st
Kianmp 1-1073 1-1073 st
FedpL 1-10°° 1-10°F 51
Constante cinética de transporte de lipidos Fip.L 8107 1107 5

Es necesario notar que muchos parametros presentan grandes variaciones a los encontrados
en bibliografia. Esto se puede deber a variados factores, uno de los mas relevantes es que
las constantes cinéticas dependen de la reacciéon que se esta describiendo, en el modelo se
presentan algunos componentes que no estan presentes en las reacciones que se describen en
literatura, por lo que los valores deben ser diferentes. Para tener parametros que describan el
modelo es necesario acotar la aplicabilidad y ajustar parametros con datos experimentales.
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Anexo C

Red de interacciones

A continuacion se presenta la red de interacciones que se propone en el modelo. Esta
ilustracién muestra de forma simplificada los componentes involucrados en cada interaccion.
Se omiten reversibilidad de reacciones y algunos elementos de salida, con el objetivo de servir
como guia para comprender las secciones descritas en el cuerpo del documento.
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Figura C.1: Esquema simplificado de las interacciones propuestas en el modelo.
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Anexo D
Cdédigo

Se utilizan dos tipos de archivos. El primero tiene todas las ecuaciones y pardametros del
modelo, el segundo, denominado main, ejecuta la resolucion de las ecuaciones. Para obtener
los gréaficos es necesario abrir el archivo main en la misma carpeta que el archivo de las ecuacio-
nes y ejecutarlo. A continuacién, se presentan los cédigos de la simulacion del sistema global.
Para mas detalles de las demas simulaciones ir a los archivos adjuntos correspondientes.

D.1. Cédigo de ecuaciones

% Simulacién de los cambios de concentraciones de proteinas mal plegadas

% Imput: t Tiempo
% X Vector de concentraciones
% Outout dx concentraciones en el tiempo

; function dx= Global (t,x)

dx = zeros(41,1);

%% Valores iniciales para cinética de Michaelis—Menten
% alores de concentraciones totales

B_tot=6E—7;

P_p_tot=6E—-7;

BE_p_tot=6E—T7;

U_tot=6E—T7;

A4 _tot=6E—T;

A9_tot=6E—T;

Y%Pardmetros

%% Constantes de velocidad
k_p_PP=7E—3;

k_as_BMP=1E4;
k_di_BMP=1E—5;

k_as_BP=1E4;
k_di_BP=1E-5;

; k_fos_P=1E4;

k_des_P=1.5E-5;
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62

64

66

k_as_eP_p=1E3;
k_di_eP_p=5.5E-5;
k_fos_e_p=1E4;

k_di_UBE=5.5E-5;
k_as_UBE=1E3;
k_fos_BE_p=1E2;
k_di_BEBcl=1.5E-5;
k_as_BEBcl=1;
k_di_PtdBE_p=5.5E-5;
k_as_PtdBE_p=1E3;
k_fos_Ptd_3p=1E4;
k_di_BHBcl=1.5E—5;
k_as_BHBcl=1;
k_as_A12A7=1E4;
k_su_A12A10=1E4;
k_su_A12A5=1E4;

k_as_ A12A5A16=2E4;
k_di_A12A5A16=5.2E-3;

k_es_pL=9E—-3;
k_di_pLA4=1E-5;
k_as_pLA4=2E4;
k_as_LIA7=8E3;
k_su_LTA3=8E3;
k_su_LTAT=8E3;
k_su_LIPE=8E3;

5 k_su_LIIPE=8E3;

k_di_LIA3A12A5A16=1E-5;
k_as_LIA3A12A5A16=1E4;

k_di_LA9=5.5E—5;
k_as_LA9=1E4;
k_tp_L=1E5;
k_fc_Atf=1E11;
k_fc_Al=5E4;
k_d_Al=4.5E—3;

k_as_LC3=8E3;

k_td_A12=5E—8;
k_td_C=5E—8;

k_td_pL=1E—6;
k_td_BH=1E—6;

k_td_MP=1E-3;
k_d_al2=6.6E—15;
k_d_bh=6.6E—15;
k_d_c=6.6E—15;
k_d_pl=6.6E—15;

b_al2=2.2E—7;
b_bh=2.2E—7;

, b_c=2.2E—T;
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84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95

96

111

113
114
115

116

129
130
131
132

133

b_pl=2.2E-7;

b_AF4=2.2E—6;

k_d_AF4=2.2E—4;

%% km [mM] con Michaelis—Menten
=(k_di_BMP+k_p_PP) /(k_as_.BMP) ;

K_P_p=(k_di_eP_p+k_fos_e_p)/(k_as_eP_p);

K U=(k_di_-UBE+k_fos_BE_p) /(k_as_UBE) ;

K BE_p=(k_di_PtdBE_p+k_fos_Ptd_3p) /(k_as_PtdBE_p) ;

K_A4=(k_es_pL+k_di_pLA4) /(k_as_pLA4);

K_A9=(k_tp_L+k_di_LA9)/(k_as_LA9);

%% Concentraciones calculadas por MM
BMP=(B_tot*x(2)) /(KB+x(2));
eP_p=(P_p_tot*x (7)) /(K_P_p+x(7));
UBE=(U_tot*x(11)) /(K.U+x(11));
PtdBE_p=(BE_p_tot+x (15)) /(K_BE_ptx (15)) :
pLA4=(A4_tot*x(26)) /(K_A4+x(26) ) ;
LA9=(A9_tot*x(35)) /(K_AHx(35));

%% Sistema de ecuaciones

5 P x(1)
; dx(1)= (k_p_PP)*BMP;

WP x(2)

dx(2)= —(k_as_BMP)#x(3)#x(2)+(k_di_BMP ) BMP—(k_as_LC3 ) #x (33) #x (2) +(k_td_MP ) #x
(7);

B x(3)

dx (3)= (k_di_BMP )«BMP—(k_as_BMP )*x(3)*x(2)+(k_p_PP)+«BMP+(k_di_BP )*x(5)—(
k_as_ BP)*x(3)xx(4);

P x(4)

dx (4)= (k_di_BP )xx(5)—(k_as_BP )xx(3)*x(4)+(k_des_P)x*x(6)"2—(k_fos_P)*x(4) " 2;

BP x(5)

dx(5)= —(k_-di_BP )*x(5)+(k_as_-BP)*x(3)*x(4);

®_p x(6)

dx (6)= —(k_des_P)xx(6) "2+ (k_fos_P)*x(4) "2—(k_as_eP_p)*x(6)*x(7)+(k_di_eP_p)x

e )p +(k_fos_e_p)xeP_p;

% x(7

dx (7)= —(k_as_eP_p)*x(6)*x(7)+(k_di_eP_p)*eP_p;

%_p x(8)

dx (8)= (k_fos_e_p)xeP_p;

A x(9)

dx( )= (k_di_UBE ) «*UBE—(k_as_UBE ) xx (9) *x(10)+(k_fos_BE_p ) *UBE;

BE x(10)

dx(10)= (k_di_UBE)*UBE—(k_as_UBE)*x(9)*x(10)+(k_fos_BE_p ) «UBE+(k_di_BEBcl) *x

(13)—(k_as_BEBecl)*x(11)*x(12);
9BE_p x(11)

; dx(11)= (k_fos_BE_p )*UBE+(k_di_PtdBE_p ) *PtdBE_p—(k_as_PtdBE_p ) *x(11)*x(15)+(

k_fos_Ptd_3p)«PtdBE_p;

27 7Bcl x(12)

dx(12)= (k_di_BEBecl)*x(13)—(k_as_.BEBecl)*x(11)*x(12)+(k_di_BHBcl)*x(14)—(
k_as_BHBcl)*x (47)*x(12) ;
“/BEBcl x(13)

dx (13)=—(k_di_BEBcl)*x(13)+(k_as_BEBecl ) *x(11)*x(12);
VBHB(I x(14)

dx (14)=—(k_di_-BHBcl)*x(14)+(k_as_BHBcl)*x(47)*x(12) ;
Ptd x(15)

103



141
142
143
144
145
146

147

149

15(

152

153

154

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

dx(15)= (k_di_PtdBE_p)*PtdBE_p—(k_as_PtdBE_p)*x(11)x*x(15);
®td_3p x(16)

dx (16)=(k_fos_Ptd_3p)*PtdBE_p—(k_fc_Atf)*(x(37))*(x(16))*(x(38));
TN12 x(17)

dx (17)=—(k_as_A12A7)xx(17)*x(18)+(k_td_A12)%x(43) ;

TNT x(18)

dx (18)=—(k_as_A12A7)xx(17)*x(18)+(k_su_A12A10)*x(19)*x(20) —(k_as_LIA7)x*x

(18)+(k_su_LTA7)*x(29)*x(30);

%12A7 x(19)

dx (19)=(k_as_A12A7)*x(17)*x(18)—(k_su_A12A10)*x(19)*x(20) ;
JA10 x(20)

dx (20)=—(k_su_A12A10)*x(19)*x(20)+(k_su_A12A5)*x(21)*x(22) ;
PA12A10 x(21)

dx(21)=(k-su-A12A10)%x(19)*x(20) —(k-su-A12A5)*x(21)*x(22);
A5 x(22)

s dx (22)=—(k_su_A12A5)*x(21)*x(22);

YA12A5 x(23)

dx (23) =(k_su_A12A5) #x (21) *x (22) —(k_as_A12A5A16 ) xx (23) *x (24) +(k_di_A12A5A16 ) xx

(25);
TN16 x(24)
dx (24)=—(k_as_A12A5A16)xx(23) xx(24)+(k_di_A12A5A16 ) xx(25) ;
%12A5A16 x(25)

dx (25)=(k_as_A12A5A16)*x (23) *x (24) —(k_di_A12A5A16 ) *x (25) —(k_as_LIA3A12A5A16 ) xx

(31)*x(25)+(k-di—-LIA3A12A5A16 ) *x(32)+(k_su_LIPE ) *x(32)*x(34) ;

55 L x(26)
dx (26)=(k-di_pLA4)*pLA4—(k_as_pLA4)*x(26)*x(27)+(k_td_pL)=*x(48);
T4 x(27)
dx(27)= (k_di_pLA4)xpLA4—(k_as_pLA4)%x(26)*x(27)+(k_es_pL )*pLA4;
AT x(28)
dx (28)=(k_es_pL )*pLA4—(k_as_LIA7)*x(28)*x(18);
AIAT x(29)
dx (29)=(k-as_LIA7)%x(28)*x(18)—(k_su_LTA3)*x(29)*x(30);
%3 x(30)
dx (30)=—(k_su_LIA3)*x(29)*x(30)+(k_su_LIIPE )*x(32)x*x(34) ;

AIA3 x(31)

dx (31)=(k_su_LTA3)*x(29)*x(30)—(k_as_LTIA3A12A5A16)*x(31)xx(25)+(
k_di_LIA3A12A5A16)x(32) ;

JLIA3AI2A5A16 x(32)

dx (32)=—(k_su_LIA3)x (29)#x(30)+(k_as_LIA3A12A5A16 ) *x (31) *x (25) —(
k_di_LIA3A12A5A16)x(32) ;

%IIPE x(33)

dx (33)=(k_su_LIIPE)*x(32)*x(34)—(k_as_LC3)#*x(33)*x(2);

WE x(34)
2 dx (34)=—(k_su_LIIPE )%x(32)*x(34) ;
. x(35)
dx (35)=(k-di-LA9)*x(35)*x(36)—(k_as_LA9)*LA9;
5 A9 x(36)
76 dx (36)=(k-di_-LA9)*x(35)*x(36)—(k_as_LA9)*LA9+(k_tp_L)*LA9;
7 %C3% x(37)
L/L( )(?8)(k fe Atf)*(x(37))*(x(16))*(x(38))+(k_as_LC3)*x(33)*x(2);
dx (38)=(k_tp_L)*LA9—(k_fc_Atf)*(x(37))*(x(16))*(x(38));
TAtE x(39)
2 dx(39)=(k_fc_Atf)*(x(37))*(x(16))*(x(38))—(k_fc_Al)xx(39)*x(40);
Tis x(40)

dx (40)=—(k_fc_Al)*x(39)x(40) ;
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185
186

187

189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

201

N

Al x(41)
dx (41)=(k_fc_Al)*x(39)*x(40)—(k_d_Al)*x(41);
TAF4 x(42)

< dx(42)= (b_AF4)*(x(8))/(k-d_AF4+(x(8))):

%12 x(43)
dx(43)= (b_al2)#(x(42))/(k-d_al2+(x(42)));

% x(44)

dx (44)=(b_c)*(x(42))/(k_d_c+x(42));

% x(45)

dx (45)=(k_td_C)xx(44) ;

%h x(46)

dx(46)= (b_bh)=*(x(45))/(k_d_bh+(x(45)));
BH x (47)

dx(47)= (k_td_-BH)xx(46) ;

%1 x(48)

dx(48)= (b_pl)*(x(42)) /(k-d_pl+(x(42)));
return

Listing D.1: Cédigo de ecuaciones del modelo global de degradacion de proteinas.

D.2. Cédigo Main

% Resolucién del sistema
clc
clear all

% Condiciones de sistema

% Definir el intervalo de tiempo
ti=0; %iempo inicial

t£=2000; %iempo final

x0=[0 1E-6 1E-7 1E-7 0 O 1E-7 0 1E-7 1E-7 0 1E-7 0 0 1E-7 0
1E-7 1E-7 0 1E-7 0 1E-7 0 1E-7 0 0 1E-7 0 O
1E-7 0 1E-7 0 1E-7 1E-7 1E-7 1E-7 1E-7 0O 1E-7 0 0
0 O 0 0 0 0]; %vector concentraciones iniciales de []

% [PP,MP, B, P, BP,P.p,e, ep,U, BE, BEp,Bcl, BEBcl,BHBcl,Ptd,
Ptd_3p,A12, A7, AI12A7,A10, A12A10,A5, AI12A5,A16, A12A5A16,pL, A4, LI,
LIA7,A3, LIA3,LIA3A12A5A16,LIIPE,PE, L, A9, LC3#,Lx, Atf, Lis, Al,
AF4, al2,c, C, bh,BH,pl]

%% RESOLUCION CON ODE45

[T,X]=o0de45(’Global’ ,[ti tf],x0);

%% GRAFICO 1

figure (1)

grid on

hold on;

plot (T,X(:,16),—’, T,X(:,25), T,X(:,26), —«’ ,T,X(:,33), —’,T,X(:,39),’k”,T,
X(:,41),’%’); %raficos de las distintas concentraciones

legend (" [Ptd_{3p}]’, [A12A5A16]’,’ [pL]’,’ [LIIPE]’,  [Atf]’, [Al]);

title (’Concentraciones en el tiempo’); xlabel(’Tiempo [s]’); ylabel(’
Concentracién [M] ) ;

%% GRAFICO 2

figure (2)

grid on

hold on;
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concentraciones

26 plot (T,X(:,1), T,X(:,2), T,X(:,3)); %raficos de las distintas

27 legend (7 [PP] 7,7 [MP] ’,’[B]’);
2s title (7 Concentraciones en el tiempo’); xlabel(’Tiempo [s]’); ylabel(’

Concentracién [M] ) ;
Listing D.2: Cédigo principal para ejecucién de ecuaciones del modelo de degradacion de

proteinas.
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