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Resumen

Este trabajo fue realizado como Tesis de Licenciatura de la carrera de Ciencias Fisicas y
estd enmarcado en el tema de modelado matematico y computacional de mecanismos de biologia
molecular y celular. El estudio consistié en el desarrollo de un protocolo disefiado para distinguir
entre dos tipos de estos mecanismos presentes en diversos sistemas de sefializacién celular, los
cuales son llamados cooperatividad negativa e independencia entre sitios de ligadura. Este
problema se plantea detalladamente (ver 2.0Objetivo) luego de una introduccién donde se
explican estrategias y métodos generales utilizados para modelar estos mecanismos, con el fin de
presentar al lector el problema a tratar de manera mas completa. Introducido el objetivo, se
describen luego los métodos particulares de este trabajo para estudiar los dos mecanismos

nombrados y, a partir de ello, el disefio de diversos protocolos de distincién.

Finalmente, se probaron los protocolos disefiados simulando datos experimentales
computacionalmente y se muestran los resultados obtenidos y las conclusiones, en las cuales
puede verse que si bien los protocolos no son infalibles, lograron determinar correctamente la

mayor parte de los datos simulados.
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1.Introduccibén

En este trabajo se estudiaron sistemas de sefializacién celular, es decir, los mecanismos
que permiten a las células sensar propiedades fisicas o quimicas del medioambiente y responder
de alguna manera favorable. Estos procesos consisten en reacciones quimicas entre factores
externos a las células (temperatura, presién osmoética, concentracién de sustancias) e internos
(proteinas receptores, enzimas catalizadoras, grupos fosfato, ADN, ARN, etc.)l. Los mismos se
modelan en la literatura como redes de sefializacién, donde cada nodo representa un tipo de
particula y cada link una interaccién. De la dindmica de estas redes resultan las respuestas

posibles de la célula ante algn estimulo externo (Figura 1).

Este trabajo consiste en el analisis de las propiedades del primer paso de estas redes, el
pegado de una particula externa de ligando a un receptor celular. Los receptores son proteinas
que cuentan con una o varias zonas afines a una particula de ligando (el factor externo), estas
zonas se denominan sitios de unién o ligadura. Dicha unién produce un cambio conformacional
que activa el receptor (por ejemplo, como catalizador de otra reaccién) e inicia algiin mecanismo
particular de la red de sefializacién que concluye en una respuesta celular especificaz. Si bien esta
no es la tnica manera de activar una red de sefializacién (existen mecanismos mas complejos
donde el receptor debe, ademaés, pegarse a moléculas internas de las células), es la més simple y

la que se tratara en esta tesis.
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Figura 1: Esquema de los mecanismos de sefializacion celular. Una particula de ligando se adhiere a un receptor
de membrana para activarlo e iniciar una cascada de sefializacion, es decir, una sucesiéon de reacciones quimicas
que promueven e inhiben sucesivas reacciones. Un ejemplo puede ser la adicién de un grupo fosfato de una
molécula de ATP a una enzima que la activa como promotora de otra reaccién. Esta cascada, de acuerdo al
mecanismo especifico, puede concluir en un cambio en la sintesis de proteinas, en la secrecién de sustancias al

medio, en cambios en la forma de la célula, etc. Figura adaptada 3,

1.1 Ley de accién de masas

La ley de accién de masas es la ley fundamental que permite asociar redes de sefializacién

con sistemas de ecuaciones diferenciales, y se enuncia de la siguiente manera™:

Sean dos sustancias quimicas, A y B, que reaccionan al colistonar formando el producto C,
entonces la tasa de acumulacion de C serd el producto entre el numero de colisiones entre los
reactivos por unidad de tiempo y la probabilidad de que una colision supere la energia libre de

activacion de la reaccion.



La ecuacién 1 traduce el enunciado en términos mateméaticos, donde [X] representa la
concentraciéon de la sustancia X y el nimero de colisiones por unidad de tiempo se toma
proporcional a las concentraciones de los reactivos, con un factor de proporcionalidad k que

dependera de la geometria de las particulas y la temperatura.

A+B - C
= = k[4][B] (1)

Ademés, si se trata de una reaccién reversible, es posible que C se transforme en A y B,
con lo cual debe agregarse un término negativo y proporcional a la concentracién de C, como
expresa la ecuacién 2, donde los factores de proporcionalidad k, y k_ se denominarén tasas de
pegado y despegado respectivamente cuando se trate re reacciones de unién, y tendran unidades

de Concentracién™t.tiempo~! y de tiempo™1.

A+B o C
d[C]
— = ki[A][B] = k_[C] (2)
Una observacién importante es que en el estado estacionario, donde las concentraciones
no varian en el tiempo (% = 0), se obtiene la ecuacién 3, de donde puede definirse [4,] := [A] +

[C] como la concentracién total (constante en caso de que no haya otras reacciones). En el caso

. . . . ) k_ D,
particular de las reacciones de unién, se define ademas K == la constante de disociacién o
+

constante de equilibrio, para llegar a la ecuacién 4. Se concluye también que Kj tiene unidades
de concentraciéon y que tiene informacién acerca de la afinidad entre A y B, al ser mayor el
sistema tenderé a estar disociado en A y B, y, al ser menor, estaran formando C. Nétese que el
equilibrio del sistema no depende de las tasas de pegado y despegado por separado sino de la

constante de disociacién, lo cual puede generalizarse para sistemas maéas complicados4.

[C]EQ = :_i [A]EQ [B]EQ (3)

[Cleg _  [Bleg
[A0]  Kp+[Blgg (4)
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1.2 Curvas temporales y dosis-respuesta

Las curvas temporales se obtienen de resolver las ecuaciones diferenciales para un conjunto
de condiciones iniciales y representan la dindmica del sistema. Para el caso del modelo
monovalente (Figura 2 A), que consiste en un receptor con un unico sitio de ligadura, la
resolucién puede hacerse analiticamente, y se obtiene la expresién de la ecuacién 5, donde se
resolvié la ecuacién 2 reemplazando A, B y C por el receptor R, el ligando L (el input o la dosis)
y el complejo (el output o la respuesta), definiendo Ry, :=R + /" a la concentracién total e
invariante de receptor (a partir de aqui se omitiran los corchetes para denotar concentraciones).
Esta expresion estd graficada en la Figura 2 B para diferentes valores de L, donde se eligié como
condicién inicial 7" (t = 0) = 0. Puede observarse que no es mas que una curva que Crece
monétona y exponencialmente en el tiempo hacia un valor de equilibrio que depende de la
concentracion de ligando. La invariancia de la concentracién total de receptor es una hipoétesis
de este trabajo (no siempre vélida) y la misma proviene de suponer que tanto la sintesis como
la degradaciéon de las moléculas de receptor ocurren en escalas temporales méas lentas que la

interaccién con el ligando.

R _ _L _ o —(kyL+k_)t
Ry Kg+L (1 € ¥ ) (5)

Las curvas dosis-respuesta son el resultado de graficar el output ( / Ro) del mecanismo

estudiado en funcién del input (L), una vez que el sistema estd en equilibrio. Puede verse esta
curva graficada a modo de ejemplo para el mismo modelo (Figura 2 C). La curva proviene de la
ecuaciéon 6 donde se utilizd la ecuacién 4 reemplazando los valores de A, B y C como antes. Cabe
mencionar que cada curva temporal representa un tnico punto en la curva dosis-respuesta (el
equilibrio), y que experimentalmente es necesario medir tantas curvas temporales como puntos

de las curvas dosis-respuesta se deseen obtener.

EQ _ _L
Ry  Kp+L (6)
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Figura 2
A Modelo monovalente donde el receptor consta de un tnico sitio de ligadura. Ry, R®, /" representan las

concentraciones de receptor total, libre y ocupado respectivamente mientras que L,k,,k_ la concentracion de

ligando y las tasas de pegado y despegado.

B Curva temporal para el modelo monovalente. El tiempo t en el eje horizontal en escala lineal y, en el eje
vertical, la concentracién normalizada de receptor ocupado . Puede observarse que son curvas

mondtonamente crecientes al valor de equilibrio, el cual representa un punto en las curvas dosis-respuesta.

C Curva dosis-respuesta para el modelo monovalente. El input, en el eje horizontal, es la concentracién total
de ligando L en escala logaritmica y el output, en el eje vertical, la concentracién normalizada de receptor
ocupado 1'". A partir de estas curvas es que pueden definirse ECqq, ECgo, EC1o como los valores donde el output
alcanza el 90%, 50% y 10% de su maximo valor, respectivamente, ademds del rango dinamico, que se define
como el intervalo de concentraciones de ligando que va desde el ECyo al ECyq y es donde un sistema es sensible
ante cambios en el input, es decir, donde el output cambia considerablemente. Es importante notar que en
este ejemplo Kp = ECsy, lo que implica que la constante de disociacién indica doénde estéa centrada la curva y
es el parametro de comparacion, tanto las muy bajas concentraciones de ligando como las muy altas respecto
de la misma quedan fuera del rango dindmico. Esto se debe a que, para bajas concentraciones, las variaciones
en el input son despreciables para el sistema y, en el caso de altas concentraciones, a que la gran mayoria de
los receptores se encuentran ocupados e imposibilitan el pegado de mas particulas de ligando, incluso si se

aumenta mas la concentracion.
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Una aclaraciéon importante es que existe un grado de libertad en la eleccién de las
unidades de las concentraciones y del tiempo. Es decir, dado un intervalo de concentraciones
de ligando, por ejemplo [107%,102], puede pensarse que la unidad es 0.1uM de modo que el
intervalo seria [1nM, 10uM], donde la escala temporal queda determinada por los valores de las

constantes de pegado y despegado.

Es importante notar que esta manera de graficar las curvas dosis-respuesta da informacién
inicamente del equilibrio de la reaccién entre el ligando y el receptor, perdiendo la dindmica de
la misma. Se sabe también que existen casos donde el tiempo caracteristico asociado al pegado
de ligando al receptor es mas lento incluso que los tiempos de la o las reacciones asociadas al
segundo paso en la cascada de sefializacién®, y esto indica que es incorrecto estudiar las
propiedades de las curvas dosis-respuesta tinicamente en el equilibrio, ya que la informacién se

propaga por la cascada antes de que la reaccién entre el receptor y el ligando llegue al equilibrio.

Una herramienta muy til para esto es la de graficar las curvas dosis-respuesta a tiempos
anteriores al de equilibrio®. Esto se hace de manera analoga al equilibrio, se toman curvas
temporales con diferentes dosis de ligando y cada una de estas curvas representard un punto en
la curva dosis-respuesta, pero en vez de tomar el valor que alcanza el output en el equilibrio, se
toma el valor al tiempo deseado, como ejemplifica la Figura 3 A y B. De esta manera, al igual
que fueron definidos ECy, ECsg, ECy( v €l rango dindmico en el equilibrio (Figura 2), podemos
definirlos ahora como funciones dependientes del tiempo donde, por ejemplo, ECsq(t)
representard la concentracién de ligando para la cual la respuesta es la mitad de la méaxima

alcanzada al tiempo t.

Puede apreciarse la importancia de los estudios del pre-equilibrio en el grafico de la Figura
3 A, donde de la dindmica de las curvas dosis-respuesta se deduce que dos dosis muy altas de
ligando, diferentes pero parecidas, pueden resultar en outputs indistinguibles en el equilibrio por
encontrarse fuera del rango dindmico de la curva verde, pero dar respuestas bien separadas en el
pre-equilibrio, donde corresponde una curva azul. EHste hecho, sumado a que los pasos
subsiguientes en la cascada de sefializacién pueden ser més rapidos que la reaccién entre ligando
y receptor, origina el mecanismo conocido como PRESS® (pre-equilibrium sensing and signaling),
que permite mover el rango dindmico en el espacio de concentraciones de ligando y asi aumentarlo

significativamente.

13



Otra forma de ilustrar las curvas dosis-respuesta a distintos tiempos es mediante un mapa
de colores (Figura 3 C) donde se grafica proporcién de sitios ocupados como una funcién de dos

variables, el tiempo y la concentraciéon de ligando.

A\
—

NN

=
AN NN Y
\
\
\
[

0

Figura 3

A Curvas temporales para diferentes concentraciones de ligando, las lineas azules verticales indican los tiempos
pre-equilibrio tomados para graficar las curvas dosis-respuesta mientras que los puntos verdes el valor de

equilibrio.
B Curvas dosis-respuesta a varios tiempos pre-equilibrio y en equilibrio.

C Mapa de colores que muestra la proporcién de sitios ocupados en escala de colores respecto del tiempo y de

la concentracién de ligando = (t, L) como una superficie, ambos en escala logaritmica.
0

1.3 Cooperatividad

Se dice que dos individuos (en principio independientes) cooperan cuando trabajan en
conjunto para lograr un fin determinado. En biologia, este concepto puede aplicarse a diferentes
escalas, ya sea para peces en un cardumen como para moléculas de receptores en una célula. Mas
especificamente, en bioquimica el concepto de cooperatividad se refiere a reacciones de pegado

y despegado, donde una reaccién puede afectar o cooperar con otra.

Puede verse un ejemplo de esto en los receptores, los cuales pueden contar con mas de un

sitio de ligadura. En este caso, los diferentes pares de sitios pueden ser dependientes, ya que el

14



pegado de ligando sobre uno de estos sitios podria cambiar la estructura del otro, alterando su
afinidad. En la literatura®, esto es lo que se denomina cooperatividad y se clasifica como positiva
en caso de que la ocupacién del primer sitio aumente la afinidad del segundo, o negativa en caso
contrario. Se dice ademas que un par de sitios son independientes si la ocupacién de cualquiera

de ellos no afecta la afinidad del otro.

Muchos ejemplos sobre la importancia de la cooperatividad en la naturaleza han sido
descriptos. Un mecanismo bien conocido es el encargado de transportar oxigeno por la sangre7.
Este mecanismo funciona a partir de la hemoglobina, una proteina que se encuentra en los
glébulos rojos y cuenta con cuatro sitios de ligadura afines a las moléculas de oxigeno. Estos
sitios presentan cooperatividad positiva, de manera que el pegado de un oxigeno aumenta las
probabilidades de pegados sucesivos favoreciendo la ocupaciéon total de la hemoglobina solo en
ambientes como los pulmones donde la concentracién de oxigeno es alta. De esta manera la
sangre es capaz de absorber mayor cantidad de oxigeno en los pulmones y, sobre todo, de liberar
casi toda esa cantidad en el resto del cuerpo. Esto puede observarse en la Figura 4 8 que compara
las curvas dosis-respuesta de la hemoglobina real con una curva ficticia donde no hay

cooperatividad.
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Figura 4 8. Porcentaje de ocupacion de la hemoglobina (HbO2) en funcién de la concentracién de oxigeno
donde se marcan las concentraciones en los pulmones y en la periferia y el transporte neto de oxigeno que
resultaria en cada caso, A sin cooperatividad y B con cooperatividad positiva. Se concluye no solo que se une

més oxigeno en los pulmones sino que se libera méas oxigeno en la periferia.

La cooperatividad se estudia en la literatura con modelos muy diferentes®%''%#!3 En este
trabajo la modelaremos como un factor multiplicativo w en la tasa de pegado de ligando sobre
receptor (k,). De esta manera, w > 1 implicard cooperatividad positiva mientras que w < 1,
negativa. En la Figura 5, se ilustra un ejemplo de distintos estados de ocupacién de un receptor

con dos sitios de ligadura y sus tasas de pegado y despegado de acuerdo a la cooperatividad.

16
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Figura 5: Cooperatividad positiva y negativa y sitios independientes para el caso de un receptor con dos sitios

de ligadura.
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Los primeros trabajos en cooperatividad rescataban las propiedades de la cooperatividad
positiva, dandole particular importancia al aumento que puede generar en la sensibilidad de un
sistema entendiendo a esta como la capacidad de un sistema de distinguir entre dos inputs
parecidos (lo que suele denominarse ultrasensibilidad en el contexto de la biologia molecular).
En el caso de los receptores, estd dada por la diferencia que generan dos concentraciones parecidas
de ligando en las concentraciones de receptor activo, la cual puede medirse con la pendiente de
las curvas dosis-respuesta (a mayor pendiente, mayor sera la capacidad del sistema de distinguir
entre dos concentraciones diferentes de ligando). En el ejemplo de la hemoglobina, la
cooperatividad positiva aumenta las probabilidades de que se peguen méas moléculas de oxigeno
una vez que ya se pegd una, aumentando también la sensibilidad y dando la ventaja en el
transporte de oxigeno? Sin embargo, aumentar la sensibilidad de un sistema implica también
disminuir el rango dindmico del mismo, debido a que, en el caso de los receptores, estos saturaran
a menores concentraciones de ligando mientras mayor sea la cooperatividad. Es en este punto
donde entré la ventaja de la cooperatividad negativa y comenzaron los estudios sobre la
misma'®?*° 1a cual es capaz de aumentar el rango dindmico de un sistema, a expensas de
disminuir su sensibilidad. Esto puede entenderse facilmente si se piensa que cooperatividad
negativa implica que el pegado de una molécula de ligando a un sitio de ligadura de un receptor
baja las probabilidades de un préximo pegado, haciendo que sea necesario aumentar maéas la
concentracion de ligando para que este préximo pegado ocurra, aumentando asi el rango

dindmico.

En un trabajo reciente sobre cooperatividad negativa12 se descubrié incluso que una
cooperatividad negativa suficientemente fuerte puede generar ultrasensibilidad en un receptor
con dos sitios de ligadura donde ambos son muy afines al ligando (Figura 6 12). BEsto ocurre
debido a que si se aumenta la concentracién de ligando, se ocuparan todos los receptores con una
Gnica molécula de ligando antes de que existan estados de ocupacién total, debido a la fuerte
cooperatividad negativa. Esto deja una situacién en la cual cada nueva molécula de ligando que
se agregue se pegard a un receptor semi-ocupado, ocupandolo completamente y activandolo (se
considerd que el receptor se activa cuando se encuentra completamente ocupado). Es decir, que
existird un intervalo de concentraciones de ligando para las cuales el sistema tendra una relacién
uno a uno entre las moléculas de ligando y los receptores activados, lo que implica la

ultrasensibilidad.
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Figura 6: Ultrasensibilidad en un sistema con receptores de dos sitios de ligadura con fuerte cooperatividad
negativa y afines al ligando, donde el receptor se activa sélo cuando esté plenamente ocupado (receptor gris).
Puede observarse que a bajas concentraciones de ligando se encuentran todos los receptores desocupados. A
concentraciones medias se encuentran todos en un estado intermedio y ninguno plenamente ocupado debido a
la fuerte cooperatividad negativa y que cada nueva molécula de ligando agregada se pegard a un receptor

ocupandolo plenamente. Este fenémeno le da al sistema la ultrasensibilidad. Figura adaptada12.

1.4 ECs0 y Coeficiente de Hill

Dos indices importantes en la caracterizacién de las curvas dosis-respuesta son el ECs,
definido como la concentracién de ligando para la cual el sistema alcanza la mitad de la méxima
respuesta en el equilibrio y el coeficiente de Hill (ny), definido por la ecuacién 7. El primero
indica aproximadamente dénde se encuentra centrado el rango dindmico del sistema, en el espacio
de las concentraciones de ligando, mientras que el segundo indica su amplitud, asociandolos con
el valor medio (ECs) v la dispersién de las posibles respuestas (nH)11'16’17. Puede verse que si
ECyy e ECy, se acercan, ny aumentard, mientras que si se alejan disminuird. El log(81) del
numerador es simplemente una constante de normalizacién que proviene del caso de receptor
monovalente, de manera que ny < 1 indicard que el sistema estudiado tiene un rango dindmico

mas amplio que el monovalente y lo contrario si ny > 1.

log(81)

EC
log( QO/EC:U))

(7)

nH=
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Existen diferentes maneras de definir el coeficiente de Hill ademés de la que da la ecuacién
7 '8, Se tomo esta definicion debido a que se trabajoé con receptores de 2 sitios Gnicamente, de
manera que esta definicion del coeficiente de Hill estd univocamente relacionada con la
sensibilidad global del sistema y ésta a su vez con la cooperatividad. La sensibilidad es la
capacidad de un sistema de discriminar entre dos dosis, es decir, la pendiente de la curva dosis-
respuesta (a mayor pendiente, mayor es la diferencia en la respuesta del sistema frente a dosis
parecidas). El coeficiente de Hill tomado da una idea de la sensibilidad de un sistema en todo el
rango dindmico. Cooperatividades positivas dan curvas dosis-respuesta méas sensibles,
disminuyendo el rango dindmico y aumentando el coeficiente de Hill. Lo contrario pasa a la
inversa, para cooperatividades negativas el rango dindmico aumenta a costa de disminuir la
sensibilidad y el coeficiente de Hill. Esto puede observarse de manera esquemaética en el grafico

de curvas dosis-respuesta de la Figura 7.

Existen discusiones en la literatura'l'®!’

sobre la cooperatividad en sistemas con
receptores mas complejos, con mayor ntimero de sitios donde la cooperatividad y el coeficiente
de Hill serdn mas dificiles de definir. En estos casos, se recurre, por ejemplo, al logaritmo de la
pendiente de las curvas dosis respuesta que depende, en general, de la concentracién de ligando,

dando una idea de la sensibilidad local del sistema®"°.

1 I ‘ I
ool |=—— <] Ny<]

0.8F w=] ny=1

LR p— 1 A Y |

0.6

0.4r

0.3

0.2

0.1

Figura 7: Curvas dosis-respuesta. Proporcién de sitios ocupados (8) en funcién de la concentracion de
ligando (L) para cooperatividad positiva, negativa y sitios independientes. Se observa que la cooperatividad
negativa es menos sensible y aumenta el rango dindmico, a diferencia de la positiva donde el rango dindmico

disminuye pero aumenta la sensibilidad. Figura adaptada 9,
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Otro atributo del coeficiente de Hill es que da una idea de la cantidad de sitios que tiene
un receptor. En un principio, Hill propuso un modelo para explicar la cooperatividad donde
supuso que todos los sitios de un receptor se ocupan simultaneamente’. A partir de esta
suposicién llegd a la ecuacién de Hill (ecuacién 8) que darfa las curvas dosis-respuesta para
receptores con n cantidad de sitios (donde llamé coeficiente de Hill a n). Sin embargo, la
suposicién de que los sitios se ocupan simultdneamente es muy fuerte ya que no tiene en cuenta
los estados de ocupacién intermedia, los cuales disminuyen la sensibilidad del sistema y el
coeficiente de Hill, haciendo que éste resulte siempre menor a la cantidad de sitios del receptor.
Es por esto que se trabajé con la ecuacién 7 en lugar de la 8.

Ln
0= Kp+L™ (8)

Una observacién importante es que al igual que se definieron ECqo(t), ECso(t), ECyp(t)
para tiempos en el pre-equilibrio, puede definirse ny(t) mediante la misma ecuacién 7, tomando
simplemente los valores de ECy((t) e ECyo(t) para obtener la curva temporal del coeficiente de

Hill, que dara informacién acerca de la evolucién de la sensibilidad del sistema (Figura 8).

Figura 8

A Curvas dosis-respuesta en equilibrio y pre-equilibrio. Cada curva tiene su propia sensibilidad y rango

dinamico y representa un punto en la evolucién temporal del coeficiente de Hill.

B Coeficiente de Hill en funcién del tiempo. Puede observarse en este ejemplo que el sistema es mas sensible

en el pre-equilibrio que en el equilibrio.
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2. Objetivo

2.1 Problema a resolver

Existe un problema planteado en la literatura'®®*

que consiste en que una red de
sefializacién que presente sitios equivalentes en afinidad con cooperatividad negativa es
indistinguible en equilibrio de una que tenga sitios diferentes en afinidad pero independientes

entre si.

El objetivo de este trabajo es disefiar un protocolo que permita, dada una red de
sefializacién desconocida, discernir si presenta cooperatividad negativa o si los sitios de ligadura

son diferentes.

2.2 Antecedentes

Este trabajo se basa en uno anterior’ donde se aborda el mismo problema armando dos
modelos, uno con cooperatividad negativa y sitios idénticos (NC por negative cooperativity) y
otro con sitios independientes y diferentes (IB por independent binding). El trabajo mencionado’
estudia la dindmica de ambos modelos y observa que existe una diferencia en las curvas
temporales (Figura 9 9). Finalmente propone un protocolo de distincién basado en ajustar estas
curvas con cada modelo para ver cudl ajusta mejor. Esta tesis toma los mismos modelos para
desarrollar el protocolo propuesto, entre otros, y probar su funcionamiento, aprovechando los
antecedentes de los directores de esta tesis en el estudio de los sistemas de sefializaciéon en pre-

equilibrio®.
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Figura 9: Diferencia en la dindmica de ambos modelos para varias concentraciones iniciales de ligando [L]y. A

la izquierda se observan las curvas para ambos modelos, mientras que a la izquierda la diferencia entre las

curvas para cada concentracion de ligando (A8 = Oyc — 0yz). Figura adaptadag.
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3. M odelado

A fin de estudiar el problema de la indistinguibilidad planteado en el objetivo, tomamos
los mismos modelos que el trabajo antecesorg, elegidos por ser los mas simples que pueden
presentar cooperatividad al tener dos sitios de ligadura. Ambos modelos se esquematizan en la

Figura 10.

Figura 10: Modelos tomados del trabajo antecesor’ para estudiar la indistinguibilidad entre cooperatividad
negativa (NC) y sitios independientes (IB ). R°® representa el receptor vacio, REL con ambos sitios ocupados y
R0 v RO Jos dos estados intermedios con un solo sitio ocupado. k representa la tasa de pegado y I la de
despegado. En NC estas tasas son iguales para ambos sitios, pero las tasas de pegado difieren por un factor w
entre el primer pegado y el segundo de manera de modelar la cooperatividad. En |B estas tasas son diferentes
para ambos sitios, pero no varian entre el primer y el segundo pegado, de manera que los sitios sean

independientes uno del otro.

A partir de la ley de accién de masas y usando que la cantidad total de receptor R, es
invariante (no se sintetizan ni degradan los receptores dentro de las escalas temporales
consideradas) podemos expresar los modelos como dos sistemas de ecuaciones diferenciales

(ecuaciones 9 para |IB y 10 para NC).

4 [ pio —(lio + kqoL + ko1 L) —kyol lor — ka0l R10 fiol

dat (Rfi) = —ko1L —(lyo + kqoL + ko1 L) lio — ko1l <R311> + Ry <k01L> (9)
K ko1L k1oL —(lyo +lo1)/ R 0

o { nto —(l + kL + wkL) —kL [l —kL 1o .

P <R01> = —kL —(l+ kL + wkL) |—kL <R01> + R, (kL) (10)
R wkL wkL —20) J \r™ 0
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Puede verse que ambos modelos son sistemas lineales de 3 variables cada uno (las
concentraciones correspondientes a los dos estados semi-ocupados del receptor y la del estado
ocupado), y que mientras que NC cuenta con 3 pardmetros (w,k,[), IB cuenta con 4
(k1o, Lo, ko1, lp1). Es importante aclarar que se trabajé sin deplecién de ligando, es decir, bajo la
hipotesis de que la concentracién de ligando se mantiene constante. Esta hipétesis se cumple
siempre y cuando el ntimero de particulas de ligando sea mucho mayor que el nimero de
particulas de receptor (L > R;), de modo que por més que se ocupen todos los receptores la
diferencia entre el ntimero de particulas de ligando libre antes y después sea despreciable.
También puede cumplirse si existe un buffer quimico que la mantiene constante (algin
mecanismo quimico que libere tantas particulas de ligando al medio como las que se vayan
uniendo a los receptores). Es por este motivo que no hay una cuarta ecuacién para la tasa de

variacion de ligando, como si existe en el trabajo antecesor®.
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4.Indistinguibilidad en equilibrio

A fin de lograr una comprensién més amplia del problema de la indistinguibilidad, se
buscé antes que nada resolver analiticamente las ecuaciones 9 y 10 en el equilibrio, es decir,
donde las derivadas temporales son nulas, con el objetivo de obtener las expresiones de las curvas
dosis-respuesta para ambos modelos y asi estudiar bajo qué condiciones se da la indistinguibilidad
en el equilibrio. Es importante observar que tanto en IB como NC, el estado estacionario y el

equilibrio termodindmico son equivalentes ya que se trata de sistemas cerrados.
4.1 Subespacio de indistinguibilidad

Anulando el término de la derivada temporal en las ecuaciones 9 y 10, se obtuvieron

analiticamente las ecuaciones 11 y 12 para IB y NC respectivamente, definiendo las constantes

lig o log K:

de disociaciéon K, := R Ky := . ' K=V la proporcién de sitios ocupados 6Ogg

. (RM+RO142R™)
2R, ’
L(Kog1+Kq0+2L) L L
2(LK+wL?)
Opp = ——— 12
EQ ™ k242k1+w12 (12)

Puede observarse que las expresiones son las mismas que las obtenidas a partir de
argumentos termodindmicos en el trabajo precedenteg. Ademaés, para el modelo de IB se obtuvo
que el total es la suma de la contribucién de cada sitio, cada uno con su constante de disociacioén,
lo que es coherente con que se trata de sitios independientes. Para el modelo de NC se obtuvieron
términos cuadraticos en la concentracién de ligando, lo que se esperaba también para un sistema

de dos sitios con cooperatividad.

Solo basta con igualar las expresiones 11 y 12 para obtener las condiciones de
indistinguibilidad de los modelos. Las mismas se expresan en las ecuaciones 13 y 14 e indican
qué relacién entre los pardmetros de cada modelo debe cumplirse para que ambos resulten en la
misma curva dosis-respuesta. Estas son las condiciones de indistinguibilidad ya que si se mide
experimentalmente la curva dosis-respuesta no habrd manera de concluir si se trata de NC y no

de IB o viceversa. Las mismas, originan un subespacio dentro del espacio de parametros donde
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el problema de indistinguibilidad existe, éste fue graficado despejando las ecuaciones y puede

observarse en la Figura 11.
KZ
P K10Ko1 (13)

P (14)

Figura 11: Subespacio de indistinguibilidad (en equilibrio) de los modelos |B y NC. Puede observarse que es
simétrico respecto al intercambio de los ejes horizontales K, y Ky, lo que proviene de la simetria del receptor
frente al intercambio de los diferentes sitios. w aparece en la escala de colores y observamos también que el
subespacio abarca solo los w entre 0 y 1, con lo cual se recupera el problema expuesto en la literatura, que
abarca solo cooperatividades negativas. Es importante ademas notar que cada punto del grafico representa a
su vez un subespacio de pardmetros, que incluye a w,k, Lk, 10, ko1, o1 mientras que el grafico se confeccioné
en el espacio de w, K,K,y, Ky, que son los parametros que definen tinicamente el equilibrio de cada sistema. Se
marcé ademdés con una linea negra la funcioén identidad K = K, = Ky, la cual pertenece al subespacio con
w = 1. El punto p marcado es parte de la misma y puede observarse, moviéndose hacia el punto (, que
mientras mas difieran las constantes de disociacién de |B, méas cercano a 0 debera ser w, siendo 1 si las

constantes son iguales y tendiendo a 0 si la diferencia diverge.
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Es importante notar que un modelo NC con w = 1 (sin cooperatividad) es indistinguible
en el equilibrio de un modelo IB, con todas las constantes de disociacién de ambos modelos
iguales. Esta solucién debia pertenecer al subespacio de indistinguibilidad ya que implica que
todos los parametros que controlan el equilibrio del sistema (las constantes de disociacién) son
iguales y por ende indistinguibles. El subespacio restringido a w = 1 es de hecho un punto de
quiebre del sistema, para w > 1 no existen soluciones de las ecuaciones 12 y 13 y por ende
tampoco indistinguibilidad. Esto es coherente con el problema planteado en la literatura, que
abarca solo cooperatividades negativas. Con w = 1 existe una recta de soluciones, en el espacio
de (K,K;q, Ky1), donde todas las constantes de disociaciéon son iguales entre si. Para un w <1
fijo, aparecen dos rectas de soluciones, simétricas ante el intercambio de sitios en IB. Es decir,
dado un wy <1y un K,, existen dos pares (Ko, Ky1) v (K{y, Kj;) que son solucién de las
condiciones de indistinguibilidad, donde K, = K, ¥ Ky; = K{,. Esta simetria proviene del hecho
de que tanto IB como NC llevan una simetria intrinseca frente al intercambio de los sitios del
receptor, esta simetria aparece también en las condiciones de indistinguibilidad. Finalmente,
para w — 0 las rectas se acercan a los ejes (K, Ky1), lo que implica que K;, > K,; o bien K, <
Ko;.

4.2 Interpretacién

A fin de interpretar el significado de las condiciones de indistinguibilidad, se graficé
numéricamente la ecuacién 12 correspondiente a las curvas dosis-respuesta de NC, haciendo un
barrido espaciado logaritmicamente en el pardmetro w, centrado en w = 1. Puede verse el
resultado en la Figura 12 A, donde se observa que las curvas son mas sensibles para
cooperatividades positivas que para negativas como se esperaba, ademas de que presentan rangos
dindmicos méas amplios en el caso de cooperatividades negativas. Esto es coherente con la curva
obtenida para el coeficiente de Hill respecto de w (Figura 12 B), que es monétonamente creciente,
pasando por el punto ny(w = 1) = 1 lo que implica que sin cooperatividad el modelo tiene la
misma sensibilidad que el caso monovalente. Puede observarse ademés que ny(w —» ©) =2y
esto es coherente con el origen del coeficiente de Hill, que fue definido para medir la cantidad de

sitios del receptor suponiendo que todos se ocupan simultdneamente (ver 1.4 ECs0 vy
Coeficiente de H1ll). Esta suposiciéon es equivalente a que la cooperatividad diverja y en este

caso el coeficiente de Hill indica correctamente que el receptor cuenta con 2 sitios.
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Figura 12

A Curvas dosis-respuesta de NC. Cada curva corresponde a un valor de w en la escala de colores. El barrido
estd centrado en w =1 y abarca cooperatividades negativas y positivas. Puede observarse que para las
negativas aparece una regién intermedia donde se atentia la pendiente de la curva, y que la atenuacién es

mayor y de rango méas amplio a medida que w se hace mas cercano a 0.

B Coeficiente de Hill en funcién de w. Cada punto representa una de las curvas en A, las cuales no son
propiamente curvas de Hill (ecuacién 8) pero donde el coeficiente se calcul6é a partir de la ecuacién 7 que da
una idea de la sensibilidad global del sistema'?. Puede observarse que la curva es monétonamente creciente
con la cooperatividad, esto se condice con que a mayor cooperatividad, menor serd el rango dinamico del
sistema y mayor la sensibilidad. Ademas, ny(w = 1) = 1 lo cual es coherente ya que el coeficiente de Hill esta

normalizado al modelo monovalente que no presenta cooperatividad.

A partir del gréfico de la Figura 12 A, se tom6 una de las curvas con w < 1 de NC, y
conociendo K se despejaron K, y K, de las condiciones de indistinguibilidad (ecuaciones 13 y
14), es decir, las constantes de disociacién de un modelo IB indistinguible por presentar la misma
curva dosis-respuesta en equilibrio. Estos valores se graficaron junto a la curva dosis-respuesta
en la Figura 13, donde se explica la forma de la misma a partir de cualquiera de los modelos y
la raiz del problema de indistinguibilidad. Comparando las Figura 12 y Figura 13, puede
concluirse también que como la regién de transicién con baja sensibilidad desaparece para w = 1
resultando en que ny = 1, se hace imposible reproducir una curva a partir de IB indistinguible
de una de NC con cooperatividad positiva, debido a que, al tratarse de sitios independientes, el

maximo coeficiente de Hill es 1, como el del modelo monovalente simple (ver Introduccién).
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Otra propiedad de las condiciones de indistinguibilidad es que asi como permiten
relacionar un modelo de NC con pardmetros de equilibrio K y @w a un modelo de IB con
parametros K, y K;;, posibilitan en particular asignar una cooperatividad efectiva a cualquier
modelo de |IB, que corresponderd a el valor de w del sistema indistinguible, siempre menor a 1.
De esta manera, en lo que contintia de este trabajo se hard mencién a la cooperatividad de
cualquiera de ambos modelos, donde para el caso de |IB debe entenderse la cooperatividad

efectiva.
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Figura 13: Curva dosis-respuesta en equilibrio, tanto del modelo IB como del NC. Se marcan ademaés los valores
de las constantes de disociacién de ambos modelos (K =1, w = 10™* y K, y K, despejados a partir de las
condiciones de indistinguibilidad) y el ECsy. Es importante notar que mientras K, y Ky, dan la afinidad de
dos sitios diferentes e independientes (donde el sitio 10 es més afin al ligando que el 01), K y% corresponden
a la afinidad del primer y segundo pegado de ligando, independientemente del sitio de ligadura (recordar que
ambos sitios son iguales en NC). Pueden observarse dos regiones de sensibilidad I y II bien distinguidas en la
curva, separadas por el ECsy que esta centrado donde la sensibilidad es minima. Notese también que K;o y K
percetenecen a I mientras que K, yg a II, y estos valores se ubican donde la curva es sensible. Esto es la raiz
del problema, ya que puede explicarse la sensibilidad de ambas regiones a partir de cualquiera de los modelos.
En el caso de B, Ia region I corresponde al pegado de ligando sobre el sitio mas afin (el de K, ), mientras que
la region II, donde el sitio 10 ya esta saturado, con el pegado sobre el sitio menos afin, que responde sélo a
mayores concentraciones (el de Ky,). En el caso de NC, la region I corresponde al pegado del primer ligando
sobre cualquiera de los sitios iguales en afinidad, donde una vez que un receptor se encuentra semi-ocupado,
no se pega el segundo ligando debido a la cooperatividad negativa, esto sélo ocurre en la regiéon II, con
concentraciones mas altas de ligando, necesarias para oponerse a la cooperatividad negativa. Para ambos
modelos es coherente también que el ECg, se encuentre centrado entre ambas regiones. En el caso de |B, marca
la concentraciéon donde el sitio mas afin se encuentra saturado pero el menos afin estéa libre, lo que debe
corresponderse a la mitad de la méaxima ocupacion. En el caso de NC, marca la concentracién donde todos los
receptores se encuentran semi-ocupados y no hay ocupaciones completas debido a la cooperatividad, lo que

también se corresponde con la mitad de la maxima ocupacion.
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5.Analisis en pre-equilibrio

Con el objetivo de desarrollar protocolos que tomen datos de un sistema con dos sitios de
ligadura y permitan hacer la distincién entre el modelo microscépico subyacente, IB 6 NC, se
estudiaron numéricamente los modelos en el pre-equilibrio en busca de diferencias cualitativas o
cuantitativas, a fin de encontrar indicadores medibles de distincién. Para esto se programé un
codigo en Matlab® que resuelve ambos sistemas lineales (ver 11.1 Cddigo de resolucion
de IB y NC) diagonalizando la matriz y hallando sus autovectores y autovalores. Reescribiendo
estos sistemas (ecuaciones 9 y 10) y dividiendo a ambos lados de las dos expresiones por R,
obtenemos las ecuaciones 15 y 16, donde se re-definieron las variables del problema R, R10, R1!
como las proporciones de concentracién de cada estado respecto de la concentracién total
considerada invariante. Esto adimensionaliza las variables que ahora seran escalares entre 0 y 1

(ningin estado de ocupacién puede superar la concentracién total de receptor) sin pérdida de

generalidad.
4 [ Rio —(lio + kyoL + ko1 L) —kqoL lo1 — kqoL 1o o
E <R01> = _k01L _(llo + klOL + k01L) llo - k01L <R01> + <k;(1)L> (15)
R ko, L kioL —(lio +1o1) ) \RY 0
o —(l + kL + wkL) —kL [ — kL i,
- (2) = —kL ~( + kL + wkL) 1—KL <§> + (’,;2) (16)
R wkL wkL —20) R 0

De las ecuaciones 15 y 16, puede verse que para correr el programa se necesitan elegir los
pardmetros w,k,[,ko, 10, k01,lo; ¥ las condiciones iniciales R°!(t = 0),R°(t = 0), R (t = 0),
las cuales se tomaron todas nulas. De esta manera, se estudié el llenado de los receptores que a
t = 0 se encuentran libres de ligando y a medida que transcurre el tiempo éste se va uniendo a
los receptores hasta alcanzar un equilibrio. Las curvas de evolucién temporal y el equilibrio
alcanzado dependeran de la concentracién de ligando L, de modo que se hizo un barrido espaciado
logaritmicamente a fin de obtener una curva temporal para cada concentracién de ligando y asi

las curvas dosis-respuesta en escala logaritmica.
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5.1 Algoritmo de resolucién del sistema

Se programé un codigo en Matlab para resolver los sistemas de ecuaciones 15 y 16 (ver
11.1 Cdédigo de resolucion de |IB y NC). El mismo toma un set de pardmetros prefijado
y, al tratarse de dos sistemas lineales, los resuelve diagonalizando cada matriz a fin de hallar los
autovalores y autovectores que darén la evolucién temporal del sistema (es decir, las curvas
R%L(t), R*°(¢t), R*(t)). Como se desea obtener las curvas dosis-respuesta, el programa repite el
procedimiento para varias concentraciones diferentes de ligando, haciendo un barrido espaciado
logaritmicamente de manera de abarcar el rango dindmico de los sistemas, esto se verifica a
posteriori una vez resuelto cada sistema. Luego de obtenidas las curvas dosis-respuesta (en
equilibrio y a distintos tiempos pre-equilibrio), el programa utiliza el método de biseccién® para
hallar los valores de ECyy(t), ECso(t), ECoo(t) y calcular a partir de éstos y de la ecuacién 7 la
curva ng(t). En la Figura 14 se exponen algunos de los ejemplos de gréaficos que pueden obtenerse
a partir de este programa, a partir de los cuales se fueron estudiando las propiedades de ambos
modelos en busca de indices de distincién en pre-equilibrio. Es importante notar que en la figura
se muestran ejemplos de las posibilidades del programa, pero que todos los graficos se obtienen
de la resolucién de ambos sistemas con una sola eleccién particular de los parametros, de manera
que las diferencias observadas entre ambos modelos pueden no ser generales y observarse solo en
la configuracién elegida en este caso. Para encontrar diferencias generales, es necesario hacer un
estudio estadistico que abarque un amplio espectro del subespacio de indistinguibilidad (ver 4.1
Subespacio de indistinguibilidad). El set elegido en este caso fue w =0,0017 , k =
kyg =kys =1l =1 ytanto [ como [,; fueron despejados de las condiciones de indistinguibilidad
(ecuaciones 13 y 14) para hacer el estudio dentro del subespacio de pardmetros donde existe el
problema. Los intervalos tomados para el tiempo y la concentracién de ligando fueron elegidos

con un espaciado logaritmico entre [107°,10*] y [1073, 107] respectivamente.
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Figura 14: Ejemplos de graficos obtenidos mediante el algoritmo de resolucién de los sistemas |IB como NC.

A Concentracién de receptor doblemente ocupado en funcién del tiempo, cada curva representa la evolucién
temporal del sistema con una concentraciéon diferente de ligando, con ambos ejes en escala logaritmica. Se

verifica la indistinguibilidad en el equilibrio.

B Curvas dosis-respuesta en equilibrio (lineas continuas) y en el pre-equilibrio (lineas punteadas), donde se
tomé como respuesta sélo a la concentracién de receptor doblemente ocupado. A partir de estas curvas se
obtuvieron numéricamente ECqy(t), ECso(t), EC1o(t) utilizando el método de biseccién. Puede observarse que
debido a que las curvas de NC mas hacia la derecha del gréfico no alcanzaron el maximo con las concentraciones
de ligando utilizadas, no puede definirse el ECs, correspondiente a esos tiempos. Es por esto que en C la curva
de NC no se muestra para los tiempos més cortos y lo mismo ocurre con el ECyy e ECqq que hace que la curva

de NC no alcance los tiempos més cortos en D. Se verifica la indistinguibilidad en el equilibrio.

C Evolucién temporal de ECg,y. Puede verse que las curvas dosis-respuesta se desplazan en el tiempo hacia
valores de menor concentracién de ligando hasta llegar al valor de equilibrio. Se verifica que para el set
particular de parametros utilizado, el centro de la curva de NC comienza en valores superiores de concentracién

de ligando con respecto a |B, y tarda mas tiempo en llegar al valor de equilibrio.

D Evolucién temporal del coeficiente de Hill. Puede observarse que ambas curvas son decrecientes lo que
implica que el rango dindmico de ambos sistemas aumenta con el tiempo, disminuyendo la sensibilidad.
Ademas, que la caida es mas amplia en el caso de |B para este set particular de parametros. Se verifica la

indistinguibilidad en el equilibrio.
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5.2 Barridos de pardmetros

Cada set de parametros distinto representa un sistema diferente, y como se busca
encontrar indicadores de distincién generales que funcionen para cualquier set que pueda
presentar un problema (que haya indistinguibilidad en el equilibrio), se trabajé con barridos en
un espacio amplio de todos los pardmetros, resolviendo el sistema para cada set diferente. Todos
los barridos de los cuales se obtuvieron los sets fueron hechos también con un cédigo programado
en Matlab (ver 11.2 Cddigo para obtener los sets de pardmetros) que es la aplicacién
del método de Latin Hypercube Sampling (LHS)2O, el cual consiste en dividir al espacio de
pardmetros en una grilla equiespaciada y luego tomar puntos de cada celda de la grilla de manera
aleatoria pero sin repetir filas ni columnas del grillado. Esto permite que dos sets elegidos no
contengan siquiera un par de ntumeros del mismo pardmetro demasiado parecidos entre si, ademas

de reducir el costo computacional de elegir todos los puntos del grillado.

Cabe mencionar que si bien son 7 los pardmetros (w,k,l,k0,l10,k01,l01), €l problema
estudiado se presenta s6lo en un subespacio incluido en el espacio de los 7 pardmetros (el
subespacio dado por las condiciones de indistinguibilidad de las ecuaciones 13 y 14). De manera
que el set debe elegirse dentro de este subespacio ya que ahi es donde existe el problema de
indistinguibilidad. Teniendo esto en cuenta, no es posible elegir los 7 pardmetros libremente sino
que dados 5 cualesquiera deben despejarse los otros 2 wutilizando las condiciones de
indistinguibilidad. Existen muchas maneras arbitrarias de hacerlo, de las cuales se optd por elegir
siempre los valores de w, k, [, 1o,y ¥ despejar kg, ky,. Esta elecciéon cuenta con la ventaja de
tener un control sobre el rango de w en el que se desea trabajar, ya que si éste fuera uno de los
parametros despejados, el intervalo de valores no podria elegirse directamente sino que
dependeria del intervalo del resto de los pardmetros y de las condiciones de indistinguibilidad.
Esta eleccion se hizo porque ya se habia identificado a w como uno de los pardmetros mas
importantes del problema, que controla cuin parecidos o diferentes seran ambos modelos (ver
4.Indistinguibilidad en equilibrio). Ademas, el grillado utilizado para el método de LHS
no fue equiespaciado sino logaritmico, con el fin de abarcar un rango de varios 6rdenes de

magnitud diferentes en el subespacio de indistinguibilidad.
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5.3 Barrido inicial

Se realiz6é un primer barrido de 100 sets de pardmetros a partir del método LHS como se
describi6 en 5.2 Barridos de pardmetros. Los histogramas para cada uno de los pardmetros
pueden verse en la Figura 15 mientras que los sets se graficaron en escala logaritmica junto al

subespacio de indistinguibilidad en la Figura 16.
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Figura 15: Histogramas para cada uno de los 7 parametros del problema. Puede observarse que mientras que
w, k, 11y, Loy fueron elegidos de manera aleatoria y logaritmicamente uniforme, k,, y ky; fueron despejados a

partir de las condiciones de indistinguibilidad, de manera que no estan distribuidos uniformemente.
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Figura 16: 100 sets de parametros elegidos en el barrido inicial, todos se encuentran incluidos en el subespacio

de indistinguibilidad graficado en escala logaritmica.
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Una vez resueltos los sistemas para todos los sets diferentes, se obtuvo, entre muchos
otros, el grafico que muestra la Figura 17, donde se observé la primera diferencia general entre
ambos modelos. Esta se encuentra en el coeficiente de Hill a tiempos muy cortos respecto del
tiempo de equilibrio. Se descubri6 que para NC existe una funcién continua respecto de w que
no depende del resto de los pardmetros (a t; las curvas se ordenan por color) mientras que para
IB el coeficiente de Hill a tiempos cortos no forma ninguna curva. Es a partir de esta diferencia
que se disefi6 el Protocolo Hull, detallado méas adelante (ver 6.2 Protocolo H:ull), cuya
finalidad es la distincién entre los modelos mediante un procedimiento que compare la curva
medida con las dos distribuciones de curvas diferentes. Es por esto que primero se hizo un nuevo

barrido més exhaustivo para caracterizar con més detalle ambas distribuciones.

0.1

10° 0.01

Figura 17: Coeficiente de Hill en funcién del tiempo para ambos modelos. Cada curva corresponde a un set de
parametros diferente con el pardmetro w en la escala de colores. Las curvas comienzan a tiempos diferentes
debido a que es necesario que las curvas dosis-respuesta alcancen primero el méaximo para calcular el coeficiente
de Hill a partir del ECqy e ECyy (ecuacion 7). En el caso de las curvas |B, w representa la “cooperatividad
efectiva” y es el valor que tiene la cooperatividad del sistema NC indistinguible en equilibrio. Puede observarse
la indistinguibilidad en tg, mientras que en el pre-equilibrio existe una clara diferencia entre ambos modelos.
Para NC las curvas se encuentran ordenadas respecto de w en t; y para |IB esto no ocurre. Esta propiedad es
el primer indicio encontrado que puede utilizarse para disefiar un protocolo que permita distinguir ambos

modelos.
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5.4 Base de datos de evoluciones temporales del coeficiente de Hill

Con el objetivo de caracterizar mejor las distribuciones obtenidas en la Figura 17 y
guardar una base de datos de las mismas para utilizarla en el Protocolo Hill, se repitié el barrido
de parametros hecho en 5.3 Barrido inicial pero mas detalladamente, tomando 10000 sets
de pardmetros en lugar de 100 y ampliando el rango estudiado dentro del subespacio de
indistinguibilidad. Los detalles pueden verse en los histogramas de la Figura 18 A y la regién del
subespacio escaneada en la Figura 18 B, mientras que ambas distribuciones estan graficadas en
la Figura 19 A y B donde puede apreciarse mejor la diferencia de ambos modelos en el pre-

equilibrio.
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Figura 18

A Histogramas del barrido de pardmetros exhaustivo (10000 sets) para cada uno de los 7 parametros del
problema. Puede observarse que mientras que w,k,l,lyy, ly; fueron elegidos de manera aleatoria y
logaritmicamente uniforme, ky, y ky; fueron despejados a partir de las condiciones de indistinguibilidad, de

manera que no estan distribuidos uniformemente.

B 10000 sets de parametros elegidos en el barrido exhaustivo, todos se encuentran incluidos en el subespacio

de indistinguibilidad graficado en escala de colores logaritmica.
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Figura 19

A Base de datos de las distribuciones detalladas de las curvas de coeficiente de Hill en funcién del tiempo para
ambos modelos. Cada curva corresponde a uno de los 10000 sets de parametros tomados, con w en la escala
de colores. En el caso de las curvas |B, w representa la “cooperatividad efectiva” y es el valor que tiene la
cooperatividad del sistema NC indistinguible en equilibrio. Pueden observarse diferencias en el ordenamiento
de las curvas respecto de w en el pre-equilibrio a partir de las cuales se disefié el Protocolo Hill. Con el fin de
observarlas mejor, se graficaron cortes de las mismas curvas para los 4 tiempos diferentes (tq, t,, t3, t,) marcados

en B.

B Cortes de las curvas de la base de datos de las distribuciones en funcién de w para los modelos NC e IB,
para los 4 tiempos diferentes (t,t,, t3,t,) marcados en A. Puede observarse la indistinguibilidad en el equilibrio

(t4) y las diferencias en las distribuciones en el pre-equilibrio.
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6.Protocolos de distincién

Con el fin de cumplir el objetivo de esta tesis, se disefiaron dos protocolos diferentes que
buscan distinguir entre los modelos |IB y NC. El primero, Protocolo Fit, fue propuesto por el
trabajo antecesor’ a éste, en esta tesis simplemente se implementd teniendo en cuenta el
subespacio de indistinguibilidad. El segundo, Protocolo Hill, se basa en la diferencia en el

coeficiente de Hill en pre-equilibrio hallada en este trabajo (ver 5.8 Barrido inicial).

6.1 Protocolo Fit

Este protocolo fue propuesto por el trabajo antecesor® a esta tesis. El mismo se basa en
realizar un ajuste de los pardmetros de ambos modelos, aprovechando las diferencias en la
evolucién temporal de los mismos modelos (Figura 9). El algoritmo que propone el trabajo se

detalla a continuacién:

1) Realizar experimentos que permitan obtener las curvas temporales y de alli las
curvas dosis-respuesta en el equilibrio.

2) Ajustar los datos del equilibrio a las curvas dosis-respuesta en equilibrio de
ambos modelos (ecuaciones 11 y 12) de manera de obtener las constantes de
disociacién (K,%,Km,l(w).

3) Ajustar la totalidad de los datos (incluyendo los perfiles temporales) a ambos
sistemas de ecuaciones diferenciales (ecuaciones 9 y 10), con la restriccién para

los paradmetros libres obtenida del ajuste previo (recuérdese que K = é’Km =

loq lig
—, Ko=)
ko1 k1o

4) Mediante algiin anélisis estadistico, resolver qué modelo ajusta mejor.

A partir de este algoritmo se programé un cédigo en Matlab (ver 11.4 Cddigo del
Protocolo Fit) que toma datos simulados y realiza ambos ajustes con algunas salvedades. En
el punto 3), se decidi6 resolver los sistemas de ecuaciones diferenciales para obtener la proporcién
de sitios ocupados en funcién del tiempo y la concentracién de ligando 6(t, L), al igual que el

que muestra el mapa de colores de la Figura 3. Esta funcién dependerd de los pardmetros de
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cada modelo, que se tomaron como variables a ajustar para aplicar el método de cuadrados
minimos. Finalmente, se tomaron los valores minimos obtenidos de cada ajuste para la norma 2
de la diferencia entre los datos de entrada y los calculados con cada modelo. Con estos dos
nameros miny. y min;gz, se definié6 un indice Ip; como muestra la ecuaciéon 17, que esta
comprendido entre % y 1 (miny, y min;; son valores positivos) y es minimo cuando ambos
modelos ajustan igualmente bien y méaximo si uno solo de ellos ajusta a la perfeccién. De esta
manera y tomando algtn valor fijo Pp; entre %2 y 1, el programa define que si Ip; > Pryt
entonces se trata del modelo que mejor ajusta, pero si Ir;; < Pgit, €l programa no define un

modelo.

__ maéax(minyc,ming)

Ipi := (17)

minyc+mingpg

Es importante notar que mientras mas cercano a 1 sea el valor de Pp;;, mas estricto se
vuelve el protocolo, resultando en menor probabilidad de elegir alguno de los modelos pero mayor
probabilidad de elegir correctamente. Este valor fue fijado posteriormente de acuerdo a los

resultados de la puesta a prueba de los protocolos (ver 7.2 Resultados).

Un ultimo detalle que se tuvo en cuenta fue que el vector de tiempos tomado para obtener
los puntos de 6(t, L) llegara hasta el equilibrio del sistema sin pasarse. Si no hubiera sido asi, es
posible que dado uno de los sets de datos, su curva temporal alcanzara el equilibrio dentro de
los primeros valores del vector completo del tiempo, resultando en que el ajuste que debe ser del

pre-equilibrio contenga mucho mas peso de los puntos de equilibrio.

6.2 Protocolo Hill

Este protocolo estd basado en las distintas distribuciones de las curvas de evolucién
temporal de los coeficientes de Hill de ambos modelos, que se muestran en forma esquemaética en
el grafico de la Figura 17 y més detalladamente en la Figura 19. El protocolo consiste en medir
una curva ny(t) en base a datos y realizar un andlisis estadistico para ver a cual de las dos
distribuciones (una por cada modelo) pertenece o tiene mayores probabilidades de pertenecer.
Para esto se necesité primero caracterizar en detalle ambas distribuciones y guardarlas en una

base de datos, es por esto que se repiti6 el barrido de paradmetros inicial (ver 5.4 Base de
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datos de evoluciones temporales del coeficiente de Hill) pero esta vez con 10000 sets

de parametros.

El algoritmo propuesto se detalla a continuacién:

1)

5)

Obtener (experimentalmente o, como es el caso de esta tesis, numéricamente)
las curvas dosis-respuesta tanto en el equilibrio como en el pre-equilibrio, es
decir, en valores temporales desde cuatro érdenes de magnitud menores que el
tiempo de equilibrio.

Ajustar los datos del equilibrio a las curvas dosis-respuesta en equilibrio de
ambos modelos (ecuaciones 11 y 12) de manera de obtener las constantes de
disociacién (K ,f—), Ky1, K1) con sus respectivos intervalos de confianza.

A partir del valor de w y su intervalo de confianza Aw obtenidos del ajuste en
equilibrio, tomar el conjunto de curvas ny(t) cuyos valores de w se encuentren
dentro de este intervalo de la base de datos con las distribuciones de curvas de
ambos modelos (Figura 20). Se denominan w al pardmetro correspondiente a
los datos simulados o medidos experimentalmente y « a los de la base de datos.
Tomar la curva ny(t) de las mediciones hechas en 1) y comparar con las curvas
tomadas en 3) para hallar la més cercana de cada modelo, de acuerdo a alguna
distancia elegida.

Mediante algiin andlisis estadistico, resolver qué modelo es méas cercano.
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Figura 20: Esquema del funcionamiento del Protocolo Hill en base a las bases de datos de las curvas temporales
del coeficiente de Hill. Se obtiene primero el w y su intervalo de confianza Aw del ajuste en el equilibrio para
filtrar de la base de datos (todas las curvas de colores) solo las curvas cuyo w pertenezca a dicho intervalo (las
curvas de colores nitidos). Luego se elige, entre las curvas filtradas de ambos modelos, la que tenga la distancia
minima a la curva medida (en negro) que contiene la informacion del pre-equilibrio. En este caso, puede
observarse que en el pre-equilibrio, no habra ninguna de las curvas filtradas del modelo NC cuya distancia a
la curva negra sea considerable, debido a que a tiempos cortos, la curva negra se aleja de la zona nitida. Esto

indica que se trata de una curva perteneciente a la distribucién de |IB y por lo tanto proveniente de ese modelo.

A partir de este algoritmo se programé un cédigo en Matlab (ver 11.5 Cddigo del
Protocolo Hill) que toma datos experimentales o simulados y realiza el ajuste en el equilibrio
para obtener w. Luego toma las curvas de la base de datos y las filtra de acuerdo al w con que
fueron obtenidas (o al w del sistema indistinguible en caso de una curva IB). El filtro consiste
en tomar sélo las curvas cuyo « se encuentre dentro de un rango definido por (w + Aw), donde
Aw estard dado por el error en el ajuste de w en el equilibrio. Con ambos conjuntos de curvas
filtrados de la base de datos de cada modelo, el programa luego calcula la distancia entre todas
estas con la obtenida experimentalmente, buscando la curva de cada modelo que la minimiza. Se
tomé la norma 2 como distancia. Finalmente, llamando min, . y min;; a las distancias minimas
para cada modelo, el programa calcula Iy;;;, un indice definido como muestra la ecuacién 18, que

estard entre 0 y 1 siendo O si ambas distancias son iguales y tendiendo a 1 si alguna de ellas es

43



muy superior a la otra. De esta manera y tomando algiin valor fijo Py;; entre O y 1, el programa
define que si Iy;; > Pyiy entonces se trata del modelo que mejor ajusta, pero si Iy < Py, €l
programa no define un modelo.

|manC— ml'nIBI (18)
max(minyc,mingg)

Iy =

Es importante notar que mientras mas cercano a 1 sea el valor de Py;;;, més estricto se
vuelve el protocolo, resultando en menor probabilidad de elegir alguno de los modelos pero mayor
probabilidad de elegir correctamente. Este valor fue fijado posteriormente de acuerdo a los

resultados de la prueba de los protocolos (ver 7.2 Resultados).
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7.Prueba de protocolos

Una vez desarrollados los protocolos, se procedié a ponerlos a prueba con el fin de evaluar
su funcionamiento y calibrar los indicadores Py iy (Ver 6. Protocolos de distincion). Para
esto se simularon datos experimentales de ambos modelos, tomando 100 sets de pardmetros para
cada uno. De esta manera se conocia la procedencia de cada dato y con ello se podria verificar si

los protocolos definian correctamente en cada caso.
7.1 Simulacién de datos experimentales

Con el fin de obtener datos similares a los que se obtendrian de un experimento, se
simularon los sistemas de ecuaciones diferenciales (ecuaciones 15 y 16) para 100 sets de
pardmetros diferentes. Para esto se programé otro coédigo en Matlab (ver 11.6 Cddigo para
la stmulacién de datos) que, una vez resueltos los sistemas, calcula 6(t, L), es decir, la
evolucién temporal de la proporcién de sitios ocupados para varias concentraciones diferentes de
ligando. Un detalle que se tuvo en cuenta es que hasta el momento se habia trabajado con mucha
resolucién en la concentracién de ligando (200 valores diferentes) debido a que el objetivo era
caracterizar ambos modelos, sin embargo, la finalidad ahora es reproducir datos experimentales
de modo que se disminuyé la resolucién en la concentracion de ligando a 20 valores, que es una
cantidad razonable para un experimento, con puntos logaritmicamente espaciados entre
[1072,103], lo que podria significar [1nM;0.1mM] tomando unidades de 0.1uM 9 En cuanto a
los valores temporales, se eligieron 200 puntos en un intervalo de 5 6rdenes de magnitud, lo que
podria ser, por ejemplo [1ms; 100s] tomando unidades de segundos. Cabe mencionar aqui que si
el equilibrio de una reaccién se da a los pocos minutos u horas, las distribuciones de los
coeficientes de Hill en el tiempo (Figura 19 A) indican que es necesario comenzar a los pocos
milisegundos o segundos respectivamente para obtener informacién que permita hacer la
distincién entre los protocolos, esto indica que el protocolo disenado funcionaria utilizando
técnicas actuales de mediciénS, aunque seria mas efectivo mientras mas atras en el tiempo se

logren obtener datos con respecto al tiempo de equilibrio.

Con la misma finalidad de simular datos de experimentos, el programa suma un ruido
gaussiano a las curvas de evolucién temporal, con un desvio estandar de 0.02, recordando que 6

es una proporcién y va entre 0 y 1, se corresponde con un error relativo del %2 del maximo valor
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de 6. Esto se hizo para simular el error de medicién de las curvas temporales. En la Figura 21

se muestra un ejemplo de los datos simulados.
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Figura 21: Ejemplo de datos simulados. Se tomaron datos de NC con k = 10.14, | = 0.067 y « = 0.0044.

7.2 Resultados

Se aplicaron ambos protocolos (Protocolo Fit y Protocolo Hill) a los datos simulados y se

obtuvieron los resultados que muestra la Figura 22 de donde se fijaron los indicadores Pp;; =§

y Py = 0.05. En el primer caso se privilegié que el protocolo no arroje una respuesta incorrecta
mientras que en el segundo que hubiera mayor cantidad de definiciones (donde puede decidir
entre uno u otro modelo). Esto se hizo asi debido a que luego se disefid6 un tercer protocolo
combinando ambos, que toma los casos donde el Protocolo Fit no define y aplica el Protocolo
Hill (ver 8 Protocolo combinado). Los resultados de la prueba de protocolos para los valores
tomados de Pg; v Pyi; se encuentran en la Tabla 1. Un resultado interesante es que ambos
protocolos funcionan mejor cuando se trata de datos provenientes de IB, y esto se debe a que

este modelo cuenta con un pardmetro mas que NC, de manera que dada una curva cualquiera

47



de datos proveniente de NC, el modelo |IB tiene 4 grados de libertad para realizar el ajuste
(cuando se utiliza el Protocolo Fit) contra los 3 que tendria NC, haciendo que sea mas probable
un ajuste bueno e incorrecto. La misma idea se observa utilizando el Protocolo Hill, donde si se
observan las distribuciones de la Figura 19, se concluye que dada una curva cualquiera de la
distribucién de NC, es muy posible que en el desorden de la distribucién de IB se encuentre una
curva parecida, mientras que no vale la reciproca debido al ordenamiento de la distribucién de

NC con el pardmetro w.
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Figura 22: Resultados de aplicar ambos protocolos (Protocolo Fit a la izquierda y Protocolo Hill a la derecha)
a los 200 sets de datos simulados (100 por cada modelo), en funcién de los indicadores libres Pgig,pi que fueron

fijados en los valores marcados en cada grafico Ppi;, = 2/ 3 Priny, = 0.05. De esta manera, el Protocolo Fit es

més confiable debido a que casi no elije incorrectamente mientras que el Protocolo Hill puede equivocarse més

pero se define en la mayor parte de los casos.

Otro detalle a tener en cuenta en el disefio del Protocolo Hill fue la cantidad de curvas de
la base de datos de ambas distribuciones (Figura 19). Esta cantidad debia ser suficientemente
alta como para encontrar siempre curvas cercanas a las provenientes de los datos experimentales,
y para asegurarse de esto, se aplicé la prueba de los protocolos nuevamente, aumentando desde
1000 a 10000 la cantidad de curvas de la base de datos. Los resultados se observan en la Figura

23, donde se obtuvo, como se esperaba, un aumento en la cantidad de aciertos del Protocolo Hill
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a medida que aumentaba la cantidad de curvas de la base de datos, a expensas de una
disminucién en el ntimero de indefiniciones. Esta mejoria cesa para valores superiores a los 10000
sets de parametros de las curvas de la base de datos, lo que deja un remanente de indefiniciones
y equivocaciones que también se esperaba debido al problema intrinseco del nimero de grados

de libertad de cada modelo. Es por esto que se decidié tomar 10000 curvas para la base de datos

del Protocolo Hill.

140

Correctos
m—— ncorrectos 9
m——— |ndefiniciones ‘?f

Resultados 1B + NC

210000 2600 30‘00 40‘00 5600 GC;OD 7600 80‘00 9600 10000
Cantidad de sets de pardmetros

Figura 23: Resultados del Protocolo Hill en funcién de la cantidad de sets de la base de datos de las curvas
mostradas en la Figura 19. Puede verse que alcanzando los 10000 sets los resultados correctos alcanzan un
valor médximo y constante mientras que los incorrectos y las indefiniciones un valor minimo. Es por esto que

se decidié no tomar mas de 10000 sets.

Fit Hill
? v <] ?

9

Datos
NC 26 74 | 68 2 30
B 73 25 | 78 9 13

0
2
Total ()| 49,5 [N 49,5 | 73 [WSSH| 215 |

Tabla 1: Resultados de la prueba de los protocolos con los 100 sets de datos simulados para cada modelo.

Puede observarse que mientras que el Protocolo Hill es mas certero y determinante, el Protocolo Fit es mas

confiable, pero solo determina la mitad de los casos.
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8.Protocolo combinado

A partir de los protocolos anteriores y de la prueba de los mismos se decidi6é disefiar un

tercer protocolo que combine las ventajas de ambos. El mismo se detalla a continuacién:

1) Obtener las curvas dosis-respuesta tanto en el equilibrio como en el pre-
equilibrio.

2) Con los datos obtenidos aplicar el Protocolo Fit.

3) En caso de que el Protocolo Fit se defina por un modelo, tomar este resultado,
en caso de que no haya definicién, aplicar el Protocolo Hill y tomar el nuevo

resultado.

Esta sencilla combinacién de ambos protocolos tiene como ventaja que en casi la mitad
de los casos bastard con sélo aplicar el Protocolo Fit para obtener un resultado con certeza,
ademas de que la otra mitad no queda indefinida sino que es sometida al Protocolo Hill, el cual

es méas determinante.

El nuevo protocolo combinado se probé utilizando los mismos datos simulados para la
prueba de los protocolos anteriores, programando un nuevo cédigo en Matlab que sigue las
indicaciones detalladas anteriormente. Los resultados de esta prueba se encuentran en la Tabla
2, mientras que en la Tabla 3 se resumen los resultados de los tres protocolos. Cabe destacar que
las indeterminaciones se deben més que nada a los casos indefinidos de NC, y que es esperable
que las mismas sean intrinsecas al problema mas que a los protocolos, debido al ntmero de

grados de libertad con que cuenta el modelo IB.
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Protocolos

Combinado
Datos ( ?

NC 77 2 21

Total (%) | 80,5 13

Tabla 2: Resultados de la prueba del Protocolo Combinado. Puede verse que aumenté tanto el poder de
determinacién como las definiciones correctas con respecto a los protocolos anteriores, pero a expensas de un

leve aumento también en las definiciones equivocadas.

Resultados

Protocolos

Fit
Hill

Combinado

Tabla 3: Resultados de las pruebas de todos los protocolos. Puede observarse que si bien el Protocolo
Combinado es el que mas veces se equivoca, también es el que tiene mayor poder de determinaciéon y mayor

efectividad en la misma.

Es importante notar también que tanto del Protocolo Fit como del Protocolo Hill se
obtienen dos distancias minimas entre las curvas de cada modelo con la curva de los datos, y
que estos valores podrian combinarse de diferentes maneras para disefiar diferentes protocolos
combinados. La combinacién con la que se trabajé fue elegida solo por simpleza y es posible que

pueda mejorarse teniendo esto en cuenta.
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9. Eficiencia de los protocolos con el error de los datos

Si bien los datos simulados en los estudios anteriores contenian un error, éste fue siempre
un error gaussiano con un desvio estandar fijo del 2%, que puede asociarse a un error
experimental como el que se muestra en la Figura 24*° cuyo grafico contiene datos experimentales
reales. Sin embargo, datos experimentales reales pueden contener errores instrumentales de
diferente indole (con méas desvio estdndar, por ejemplo) e incluso ruido asociado a las
fluctuaciones térmicas de las particulas involucradas en las reacciones. Para estudiar cémo
influyen estas variables en los protocolos se procedid, primero, a rehacer la prueba de los mismos
para distintos valores de desvio estandar del error gaussiano, y segundo, se simularon los modelos
en el programa Copasi®® con el fin de agregar términos estocasticos en las ecuaciones diferenciales,

simulando el ruido térmico.

9.1 Dependencia con el desvio estdndar del error gaussiano

Se estudioé la dependencia de la efectividad de los protocolos con un error gaussiano que
podria representar el error instrumental asociado a los datos experimentales. Para esto, se repitio
la prueba de los protocolos (ver Prueba de protocolos) variando el desvio estandar del error
gaussiano sumado a los datos experimentales simulados numéricamente. Se tomaron valores de
0,0.02,0.05y 0.1 para el desvio estandar lo que se corresponde con errores relativos de
0%, 2%, 5% y 10% con respecto al méximo valor de la proporcién de sitios ocupados (recuérdese
que 6 estd entre 0 y 1). Los resultados se observan en la Figura 25, donde puede verse que la
eficiencia de los tres protocolos disminuye con el desvio estandar del error, como era esperable.
También que el Protocolo Combinado siempre es mas confiable que los Protocolos Fit y Hill,
pero que con un error en los datos de mas del 10% la cantidad de definiciones correctas baja a
la mitad, con un cuarto de definiciones incorrectas, de manera que para datos experimentales
que contengan un error superior a este valor no es recomendable la utilizacién de ninguno de los

protocolos de distincién.
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Figura 241 Ejemplo de mediciones experimentales de reaccién de pegado de 1-anilino-naftaleno-8-sulfonato

(ligando) sobre albimina de suero bovino (proteina receptora) medido por fluorecencia.

Una ultima observacién consiste en que en el caso de datos experimentales ideales (sin
error), mientras que el Protocolo Fit funciona casi a la perfeccién debido a que consiste en un
ajuste, el Protocolo Hill define correctamente solo unas tres cuartas partes de los casos. Esto
proviene de que ain con error nulo, puede verse en la biblioteca de datos (Figura 19 A) que
existirdn curvas de evolucién temporal de coeficiente de Hill pertenecientes al modelo IB que se
solaparan con las del modelo NC, resultando en distancias a la curva de datos muy similares
para ambos casos. Esto puede visualizarse de igual manera observando la Figura 19 B, donde
siempre se encuentran puntos verdes entre los azules. Sin embargo, la dependencia del Protocolo
Hill con el error de los datos es menor que la del Protocolo Fit, lo que resulta en que la eficiencia
del Protocolo Combinado no disminuye tanto con el error de los datos experimentales como lo

hace la del Protocolo F'it.
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Figura 25: Dependencia de los resultados de los Protocolos Fit, Hill y Combinado con el desvio estandar del
error gaussiano sumado a los datos experimentales simulados numéricamente (o). Puede observarse que en los
tres casos el niimero de definiciones incorrectas e indefiniciones aumenta con o, mientras que el niimero de
definiciones correctas disminuye, como era esperable. Cabe destacar que si los datos tienen un error del %10
entonces el Protocolo Combinado define de manera correcta aproximadamente la mitad de los casos e
incorrectamente poco mas de un cuarto de las veces, lo que indica que para datos con errores mayores el

Protocolo Combinado no es confiable, y menos aiin son el Protocolo Hill y Fit.

9.2 Ruido térmico

Con el fin de estudiar como podria afectar el ruido térmico a los protocolos disefiados, se
utilizé el programa Copasi para resolver las ecuaciones diferenciales de los modelos. Este
programa permite agregar términos estocésticos que modelan las fluctuaciones debidas a la
probabilidad de que las particulas de los reactivos (receptor y ligando) se encuentren para dar
lugar a la reaccién, dado que existe un nimero finito de las mismas. Se corri6 el programa para
obtener las soluciones para varias concentraciones de ligando. Los resultados se muestran en el
grafico de la Figura 25, donde puede observarse que las fluctuaciones ocurren mayormente en el
equilibrio, siendo casi despreciables en el pre-equilibrio. Esto podria deberse a que durante el
pre-equilibrio el niimero de particulas de receptor es grande, aumentando las probabilidades de
encuentro con una particula de ligando, pero, ya en el equilibrio, las tinicas particulas de receptor

disponibles serdn las pocas donde se den la reaccién de despegado, de manera que las
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probabilidades de encuentro disminuirdn considerablemente. De este hecho se deduce que
probablemente el ruido térmico no afecte a los protocolos, que toman la informacién del pre-
equilibrio, dado que alli es cuando las fluctuaciones no son considerables. Ademads, para el ajuste
inicial en equilibrio de ambos protocolos, puede medirse la concentracién durante un periodo tan
largo como se desee, hasta tener suficientes datos como para contrarrestar las fluctuaciones del

equilibrio.
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Figura 26: Simulacién de datos con ruido térmico. Puede observarse que las fluctuaciones son mucho mayores

10° 10

en los valores de equilibrio que en el pre-equilibrio. Esto podria deberse a que a tiempos cortos, la mayor parte
de las particulas de receptor se encuentran libres, aumentando la probabilidad de que existan encuentros con
las particulas de ligando y que ocurra el pegado. Luego, cuando se alcanza el equilibrio, la mayor parte de los
receptores se encuentran ocupados, haciendo que el niimero total de particulas de receptor libre sea mas bajo
(solo estaran desocupados aquellos donde ocurra la reaccion de despegado), disminuyendo asi las probabilidades
de que exista un encuentro con las particulas de ligando. Los valores elegidos fueron de 103 particulas de
receptor y entre 107 y 10° de ligando (espaciadas logaritmicamente), en un volumen de 107*2ml. Todas las

tasas de pegado fueron fijadas en 1 ml/ y las de despegado en 0.1 1/ s

mmol.s
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10. Conclusiones

Motivados por los resultados del trabajo antecesor® en cuanto a la posibilidad de distinguir
los diferentes microestados de IB y NC utilizando informacién en el pre-equilibrio, y teniendo en
cuenta ademas la importancia de esta informacién para el funcionamiento de los mecanismos de
sefializacion®, se intent6 entender el origen bioquimico del problema de la indistinguibilidad,
haciendo foco primero en el estudio analitico del subespacio de parametros donde el problema
existe y después en el disefio de los protocolos de distincién. Para esto ultimo, fue necesario
contar con un abanico de métodos que nos permitieran resolver las ecuaciones diferenciales de
los modelos numéricamente y analizar los datos para encontrar indices de distincién genéricos,

vélidos para cualquier set de parametros.

En sintesis, se detallan a continuaciéon las contribuciones de este trabajo al problema de

la indistinguibilidad:

e El estudio a partir de la ley de accién de masas en lugar de un enfoque
termodin&dmico.

e Tl hallazgo del subespacio de pardmetros donde existe la indistinguibilidad y la
interpretacién del origen bioquimico del problema.

e La implementaciéon algoritmica del protocolo propuesto por el trabajo antecesor’ y
su estudio en el subespacio de pardmetros frente a datos simulados numéricamente.

e El hallazgo de la diferencia en las distribuciones de las curvas de evolucién temporal
del coeficiente de Hill y la confeccién de la biblioteca de datos de las mismas.

e FEl diseno e implementacién algoritmica del Protocolo Hill basado en la diferencia
anterior y su estudio en el subespacio de pardmetros frente a datos simulados
numéricamente.

e [El disefio e implementacién algoritmica de un primer protocolo combinado sencillo
pero que demostrd ser efectivo.

e El estudio de la efectividad de los protocolos implementados con las fluctuaciones

de los datos, provenientes tanto del error experimental como del ruido térmico.

Debido a la dimensionalidad del sistema (con 5 parametros libres) fue necesario resolver

las ecuaciones numéricamente, utilizando tanto Matlab como Copasi, de donde se obtuvieron
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una gran cantidad de datos. Para extraer informacién relevante de los mismos, se utilizaron
criterios estadisticos, de modo que fue necesario disefar los algoritmos computacionales que

realizaran las tareas detalladas a continuacién:

e Graficar el subespacio de parametros.

e Realizar un barrido de pardmetros y guardar sets que cubrieran el subespacio
homogéneamente.

e Tomar estos sets y resolver los sistemas de ecuaciones de los dos modelos para cada
set, guardando las curvas dosis respuesta a cada tiempo.

e Calcular diversos indices a las curvas mencionadas (el coeficiente de Hill, el ECsy,
el tiempo de equilibrio, etc.) y hallar relaciones entre éstos y los parametros.

e Obtener la base de datos de las distribuciones de las curvas temporales del
coeficiente de Hill de ambos modelos, barriendo el subespacio de pardmetros lo méas
exhaustivamente posible de acuerdo a las capacidades computacionales.

e Reproducir y guardar datos experimentales mediante simulaciones numeéricas.

e Implementar los 3 protocolos utilizando los datos simulados.

e Reproducir las fluctuaciones térmicas con modelos estocésticos.

Cabe mencionar que ninguno de los cédigos programados conlleva grandes costos
computacionales, tardando siempre menos de 5 minutos las corridas de unos 100 sets de
pardmetros en una PC normal (AMD Phenom/(tm) 8450 Triple-Core Processor 2.10 GHz — 3.25
GB RAM). Esto ultimo es a excepcién de la confeccién de la base de datos de las curvas de
evolucién temporal de coeficiente de Hill, las cuales debian realizarse en un barrido exhaustivo
del subespacio de pardmetros. Sin embargo, una vez obtenidas y guardadas las 10000 curvas de
cada modelo (en alrededor de una semana), ya no se necesita repetir el procedimiento

nuevamente.

Son muchas las preguntas que aiin quedan abiertas. Si bien el resultado final muestra que
el Protocolo Combinado logra distinguir los modelos en el 80,5% de los casos, con errores solo
en un 6,5% e indeterminaciones en el restante %13, cabe destacar que estos resultados dependen
del tipo de ruido de los datos simulados. En esta tesis se sumé simplemente un ruido gaussiano
a las curvas temporales, donde el desvio estandar relativo fue del 2%, pero las pruebas variando
este valor indican que el Protocolo Combinado contintia siendo aplicable en datos con hasta un

10% de este tipo de error gracias al aporte del Protocolo Hill disefiado en este trabajo.
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Resultaria interesante, ademés, considerar en las simulaciones de datos tanto el error
experimental como las fluctuaciones debidas al ruido térmico y la deplecién del ligando en
conjunto, ya que si el nimero de particulas de ligando es poco en comparacién con el de particulas
de receptor, la cantidad de ligando libre ird disminuyendo a medida que aumente la cantidad de
receptor ocupado, disminuyendo también la probabilidad de encuentro y aumentando el ruido
térmico®’. Es esperable, como se vio en este trabajo, que esto no afecte considerablemente los
protocolos debido a que el fenémeno es méas notorio en el equilibrio, pero faltaria demostrar esto

altimo volviendo a realizar la prueba con datos que modelen todos estos fenémenos en conjunto.

Otro aporte necesario consiste en hacer una nueva prueba de los protocolos, pero
utilizando datos de experimentos reales en lugar de simulaciones, y constatando de ser posible si

los protocolos definen correcta o incorrectamente mediante otros métodos.

Posibles continuaciones de este trabajo van en dos direcciones diferentes. Por un lado, se
propone considerar, ademas de la depleciéon del ligando en conjunto con el ruido térmico y el
error experimental, otras combinaciones méas complejas de los protocolos con el fin de mejorar la
efectividad de la distincién entre los modelos. Si bien es esperable que la misma no pueda ser
ideal debido a los grados de libertad del modelo IB, tanto el Protocolo Fit como el Hill calculan
indices que pueden relacionarse a la probabilidad de que sea uno u otro modelo, de modo que es

posible disefiar una mejor combinacién de estas probabilidades para hacer la distincién.

Por otro lado, y en vistas de aplicar los protocolos a datos experimentales reales, también
seria provechoso extender el estudio a un modelo de receptores con 3 sitios de ligadura en lugar
de 2. Si bien esto complicaria el andlisis, el trabajo serviria para una mayor cantidad de
mecanismos de sefializacién y sobre todo para aprovechar datos ya publicados'®. Incluso no solo
en cuanto a receptores, ya que este trabajo puede generalizarse a otras reacciones de pegado,

como por ejemplo a la unién entre diferentes oligonuclestidos de ARN'%.

En conclusién, el aporte fundamental de esta tesis es el descubrimiento de indicadores de
distincién, utilizando informacién en el pre-equilibrio, entre IB y NC, dentro del subespacio de
parametros donde la indistinguibilidad en equilibrio existe. Ademas, el desarrollo y prueba de

los protocolos que aprovechan estos indicadores para distinguir los microestados.
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11.

Anexos

A continuacién se transcriben los cédigos programados en Matlab que fueron utilizados a

lo largo de todo el trabajo.

11.1 Codigo de resolucién de IB y NC

Este cédigo fue programado para resolver los sistemas de las ecuaciones 15 y 16 de cada

modelo. Se muestra sélo el caso de |B ya que el de NC es andlogo. Para hacerlo diagonaliza la

matriz de cada sistema haciendo uso del cédigo auxiliar diagonal.

El programa calcula también los valores de ECj, ECsg, ECyy mediante el cddigo auxiliar

ECX que se transcribe méas abajo junto con diagonal y utiliza el método de bisecciéon. También

calcula el coeficiente de Hill a partir de la ecuacién 7.

[r R I A T I
|

I T o T S I = T =
e e S
| [ | [

21
22 —
23
24 —
23 —
26 —

clear all;claose all

%% Inicializacion
param=load('param.mat'); %Toma un set de paréametros

R 0=[1 0 0 0]:; *Condiciones iniciales del receptor (receptor libre)
RT=sum (R_0): %Cantidad total de receptor

resl=500; %*n® de barridos en la concentracidén de ligando

rest=200; %resclucidn temporal

LL=logspace (-3, 7,resl); %vector con valores de concentracidn de ligando

time=logspace (8,4, rest); %vector con valores de tiempo
B==zeros (length({time), length (LL) ,3}; %3 Matrices para las 3 wariables

%% Resolucion del Sistema IB

kl0=param(l) ;110=param(2) ;k01=param(3) ;101=param(4); %Defino los paramecros

for j=l:length(LL) %EREesuslve el =zi=stema para cada concentracidén de ligando

L=LL(j}:

tMatriz de IB

B =[-({1104({k10+k01)*L) (-kK10*L) ({(101-kK10=L); (-kO1*L) - ({1014 (kK104k01)=*L)...
v f110-k01%L) 7 (KO1*L) (K10*%L) - (110+4101)];

b=[k10*L*RT; k01*L*¥RT; 0]; %Términc Independiente

EPrograma gque diagonaliza matriz (A) vy halla autovalores y autovectores

[H]=diagonal (&, b,L,time, R 0(2:4}));

$(Define 3 wariables por los 3 estados de receptor
R{:,3,1)=real (H(:,1)}; %5itio 10 Ocupado
R{:;d,2)=real (N(:,2))s %5itioc 01 Ccupado
R{:yJ,3)=real (H(:,3))s %5itios 10 y¥ 01 Ccupados
end

60



28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

W00 =] g WA s L R

e e e
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3(Define la proporcidon de sitios ocupados
for i=l:length(time)
tita(i,:)=(2*R{i,:,3)+R(1i,:,2)+R(1i,:,1))/2;
end

%Calcula EC50, EC10 e EC30 numéricamente usando el método de biseccion
for i=l:length({time)

¥=50; [EC50 (i) ]=ECX (tita(i,:}/2,LL,X); 2ECS0

¥=90; [EC90 (i) 1=ECX (tita(i, :)/2,LL,X); %ECI0

X=10; [EC10 (i) ]=ECX (tita(i, :)/2,LL,X); %EC10

E:i}=10g181}flug:ECBD:i}fEClO:i}}: ECalcula el coeficiente de Hill
end

fGuarda todo en una estructura
IB=struct ('EC50',ECS50, 'EC10' ,EC10, 'EC20' ,ECS0, "H' ,H, "tita',tita):

El siguiente es el cédigo auxiliar diagonal donde se resuelve el sistema de ecuaciones.

% Toma la matriz del sistema 4, =1 término independiente b, la concentracidm
% de ligando L, el wector de tiempo time v las condiciones iniciales de receptor RO
[l function [RE]=diagonal (A, b,L,time, RO)

[C,lambda]=eig{fA); % Toma A y devuelve matriz de cambioc de base C y autovalores lambda
vO=inv (C)*RO'; % Cambia de base las condiciones iniciales (v0)
Cb=inv (C) *b; % Cambia de base el término independiente (Cbh)

[=] for i=1:3 % Define loz vectores de evolucidén temporal
veqg(i)=Cb({i)/lambda(i,i); % Solucién en Equilibrio
Vii,:)=(v0(1) + weg(i))~exp(lambda(i,1).%time} - veg(i):

u end

= for i=l:length({time) % Devuelve las soluciones en la base original

Bii,:)=Crv{:,1);

- end

-end
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El siguiente es el codigo auxiliar ECX donde se aplica el método de biseccion®.

% Toma la curva tita(LL) donde LL es el vector de concentracicones de
% ligando y X el valor deseado de ECX (10, 50 o 390)
Efunctinn [EC]=ECX (tita,LL,X)
- % Define una condicidn para calcular ECH, gue la curva alcance el
- % maximo v el minimo (gue se encuentre en el rango dindmicao)
if (tita(length(LL})-tita(length(LL)-1)}/tita(length(LL))<(10™-3) &&...
L. dtita(2)-tita(l))/tita(length (LL) )< (10"-3)
% Corre la curva verticalmente de manera gue la raiz de la curva sea
% el ECX (f(ECX)=0)
f=tita-(tita(l)+(tita({length (LL)})-tita (1)) *X/100);
Xa=LL{l}); % Toma el primer valor de LL (negativa)
xb=LL {length (LL) ) ; %Toma el dltimo wvalor de LL (positivo)
r=1; % Define un indice para comenzar el loop
foc=1; % Define un indice para comenzar =1 loop
=l while abs(fc)>10~(-10) && r<40
EC=0.5% (xb+xa); % Calcula el promedioc del primer y altimo wvalor
fe=interpl (LL,£,EC); % Evalida f en el promedio

xa=EC:

glse % 5i f da positivo define el promedioc como el dltimo wvalor
xb=EC;

end

r=r+l;

- end
el=se

end

-end

4

if fc<l; % 51 £ da negativo define el promedio como el primer wvalor

% Vuelve al loop hasta repetir 40 weces o llegar a la raiz (foc<l0"-10)

EC=NaN; % 5i la curva no contenia méximo o minimo, &3 imposible definir ECX
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11.2 Codigo para obtener los sets de pardmetros

El cédigo transcripto a continuacién fue programado para elegir los sets de pardmetros de
ambos modelos, utiliza el método de Latin Hypercube Sampling (con la funcién 1hsdesign)
y hace la eleccion de manera de obtener dos modelos indistinguibles, haciendo uso de las

condiciones de indistinguibilidad (ecuaciones 13 y 14).

1= W=10000; % Define cantidad de =zets de parametros

2 % Elije 5 wvectores de dimensidn N, con nameros entre 0 y 1 elegidos

3 % azarcsamente v mediante £l método de Latin Hypercube Sampling

| = ¥X=lhzsdezsign(H,5):

5

a6 — for i=1:H % Define los Hx7 parametros

7 % Calcula primero los parametros de HC, espaciados logaritmicamente
g - liiy=10"(4*X(1,1)-2):

o= kE{i)j=10~{4*X(1i,2)-2):

10 - Wii)=10"(5*X(1,3)-5):

11 % Calecula las constantes de disociacidn para utilizar las condiciones
12 % de indistinguibilidad en la eleccidn de los parametros de IB

13— E(i)=1(i)/k(i):

14 - EOL(i)=KE({i)/wii)* (l+sgrc(l-w(i))):

15 = Hlo(i)=E{i)/wii)*(l-=grc(l-w(i))):

16 % Calcula los parametros de IE

17 - 101 (1i)=10"(4*X(1i,4)-2):

1z - 110 (1i)=10"(4*X(i,5)-2):

145 % Despeja las tasas de pegado a partir de las condiciones de

20 % indistinguikbilidad

21 — K01 (i)=101(i)/KO01(1i):

22 — K10 (i)=110(i)/K10(1i):

23 — end

24 — param=[k10',110',k01',101"',k",1",w']; % Guarda todos los sstcs de parametros
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11.3 Codigo para el ajuste en equilibrio

A continuacién se transcribe el cédigo programado para llevar adelante los ajustes en
equilibrio, el cual es el primer paso de todos los protocolos disefiados y consiste en el ajuste de
las curvas dosis-respuesta en equilibrio con las correspondientes a las curvas de cada modelo
dadas por las ecuaciones 11 y 12. El objetivo de este cdédigo es obtener las constantes de
disociacién que mejor ajustan (los valores de ¥, K / w» Ko1, Ki0). Luego de realizar ambos ajustes
(uno por cada modelo), el programa chequea que los valores obtenidos cumplan con las

condiciones de indistinguibilidad (ecuaciones 13 y 14), ademas de graficar el ajuste realizado.

1 - data=load('data.mat'}; % Carga los datos =zimulados (las curvas dosis-respuesta)
2

3 % Define lo= valores iniciales de lo= parametros del ajuste

4 - pOHC=[1 0.01]; % [E omsga]

== pOIB=[1 1]; ¥ [K10 EO1]

&

7 - TOLF=le-&; % Define walor maximo tolerado entre distancia de la curva de datos y
g % la tedrica para aceptar el ajuste

9 % Ljusta lo= datosz simulados con la funciodon dosis-respuestallC gue

10 % corresponde a las curvas tedricas para £l modelo HC en eguilibrio.

11 % Utiliza el método de cuadrados minimos con la norma 2 como distancia.

12 % Devuelve el vector con los parametros K v omega obtenidos del ajuste (pHC)

13 - [PHC]=fminsearch { "dosis-respuestallC' , pO0HC, optimset ("TolFun', TOLF, "TolX',le-8) ,data,data.LL) ;
14

15 % Eepite para IB con la funcidn dosis-respuestalB gue corresponde a las

14 % curvas tedricas para £l modelo IB en equilibrio.

17 % Devuaelwve el vector con los parametros K10 vy E01l obtenidos del ajuste (pIB)

18 - [PIE]=fminsearch {"'dosis-respuestall’,p0IE, optimset ("TolFun', TOLF, "TolX',1e-8) ,data,data.LL) ;
19

20 % Define variables para cheguear gue los parametros obtenidos de ambos

21 % modelos cumplen con las condiciones de indistinguibilidad

22 - subespacio(1l)=pHC (1) /pHC(2)- (pIB(1)+pIB(2))/2;

23 - subespacio (2)=pNC (1) *2/pNC(2)- (pIB (1) *pIE(2)):

24

25 % Grafica el ajuste realizado sobre los datos =imulados

26 — figure ()

27 — for i=l:n
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11.4 Codigo del Protocolo Fit

El cédigo transcripto a continuacién toma los valores obtenidos (X, K/w,Km, Kiy) del

ajuste en equilibrio para continuar con el Protocolo Fit realizando el ajuste en el pre-equilibrio

y determinar a cudl de los dos modelos pertenecen los datos simulados.

LV e T T B e I L S )

L o T T I T Y R S S
L e I O

20
21
22
23
24
25
26
27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

data=load {'data.mat'); % Carga los datos simulados de HC & de IE

% Carga las constantes de disociacidn obtenidas en el ajuste en eguilibrio
PNC=load ('pMC'}:; % Carga H vy omega

PIB=l1load('pIB'): % Carga K10 v KO1

E=PHC(1); w=PNC(2),; K10=PIE(1); EK01=PIEB(2); % Redefine los nombres

% Define parametros iniciales para el ajuste en pre-eguilibrio, 1 parametro
% para NC (ya tiene E=1/k v omega) v 2 para IE (tiene K10=110/k10 v H01=101/k01)
pOHC=1;p0IE=[1 1]-

TOLF=1le-6;% Define valor maximo tolerado entre distancia de la curva de datos y
% la tedrica para aceptar el ajuste

RBealiza el aju=ste de los datos simulados con SistemaNC gue contienes el

sistema de ecuaciones diferenciales del modelo HC para completar los 3

paréametros de este modelo (yva tiene omega v E=1/k).

Devuelve los parametros obtenidos del ajuste v el valor correspondiente a

de e W e e

la distancia gque minimiza el ajuste. Se tomd como distancia la norma 2.
[EMC,distanciaMC]=fminsearch ('SisztemalNC"',p0NC, optim=et ("TolFun',TOLF, "TolX',le-8),...
...data.tita,data.LLl,data.time, K, w)

% data.tita ez la proporcidn de =sitios ocupados de los datos simulados

% data.LL es el wector de concentraciones de ligando de los datos simualados

% data.time ez el wvector de tiempos de los datos simulados

% Realiza el ajuste de los datos simnlados con SistemalB gue contiene el

% sistema de ecuaciones diferenciales del modelo IE para completar los 4

% pardmetros de este modelo (va tiene E10=110/k10 v E01=101/k01).
[pIB,distancialB]l=fminsearch('SisztemalIB’',plIB, optim=et ("'TolFun',TOLF, "TolX"',1le-8),...
...data,data.LL,data.time,K10,E01) ;

% Define el indicador Ifit para después definir a gué modelo percenecen los
% datos v =i el protocolo fue correcto o incorrecto. Se muestra sdlo un
% ejemplo para datos tomados de IE, para NC e=z analogo.
if distancialB<=distancialNC
Ifit=distanciaNC/ (distancialB+distancialC) ;
if Ific>»Pfit
Resultado="Incorrecta';
else
Resultado="Ho Define';
end
else
Ifit=di=stancialB/ (diztancialB+di=stancialNC) ;
if Ific>»Pfit
Resultado='Correctao';
el=e
Resultado="'Ho Define':;
end
end
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11.5 Coédigo del Protocolo Hill

El cédigo transcripto a continuacién toma los 100 sets de datos simulados de alguno de
los modelos (se muestra solo el caso de IB, NC es andlogo) y sus correspondientes valores de w
obtenidos del ajuste en equilibrio. Ademas, carga la base de datos con las distribuciones de las
curvas de evolucién temporal del coeficiente de Hill, con el fin de comparar cada curva de los
datos simulados con ambas distribuciones para continuar con el Protocolo Hill y determinar, al

final, a qué modelo pertenecen los datos simulados.

1= load curvasdatos.mat % Carga lo= datos simumlados

2 - pre_td=time; % Define el wector de tiempo de los datos

)= load param.mat % Carga los parametros de los datos

4 = load out.mat % Carga la base de datos de las distribuciones de curvas

L % de coeficiente de Hill en funcidn del tiempo para HC = IB

[

T = for g=1:100; % Loop sobre los 100 datos de cada modelo

8 - key="'IE" % IB si lee dato simulado de IB & HC si lee de HC

Cl= if key=='"IE'

10 — x=HIE(g,:); % Toma la curva dato del coeficiente de Hill (t)

11 — wdat=wIE (g):; % Toma el parametro omega de esa curva, obtenido previamente
12 % de un ajuste en eqguilibrio

1LE = else

14 — ®x=HHMC (g, :):; % Analogoc para NC

1l = wdat=whNC (g) -

16 — end

17 — Dw=0.2; % Define el ancho intervalo de omega (en escala log) donde filtrara
18 % las curvas de la base de datos

189 — x=smooth{x,0.1,"loe=ss"); % Filtra el ruido de los datos

20 — vw=param(:,7); ¥ Toma todos los parametros omega de las curvas de la base de datos
21

22 — r=0r % Filtra las curvas de la base de datos de NC acuerdo al intervalo de omegas
23 % elegido y las guarda en una matriz M, con sus omegas en el vector w_in
24 — for k=1:length (vw)

25 — if 1oglO (vwik) )<loglQ (wdat)+Dw & loglO(vw(k))>loglO (wdat)-Dw

26 — r=r+l1;

27 — Mir,:)=interpl (cime, NC (k) .H, td) ;

28 — W in(r)=vw(k):

29 — end

30 — end

31

32 % Calcula distancia de cada curva de M a la curva de los datos x (dNC)

33 % La distancia utilizada esta definida en la funcidn fdist

34 — for nw=1:length{M({:,1))

s = dNC (nw)=fdistc (M(nw, :) ,x",td):

36 — end

37 ] ————————— e
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37
38
39
40
41
4z
43
44
45
£17
47
48
439
50
51
52
53
54
55
10

% de IB.

r

[dreinMC,
rr=dminIB-dminNC; % Calcula la diferencia entre las minimas distancias rr

analogamente para calcular las distancias a las curvas de la base de datos

S5e omite el codigo.

iTBE]=min (dIB); % Toma la distancia minima del modelo de IB a la curva

iNC]=min (dNC)}; % Toma la distancia minima del modelo de NC a la curva

% 5i rr«<0 entonces IB es mas chica gue NC, =2i rr>0 NC es mas chica que IE

% Define a qgué modelo pertenece el dato simulado
if (abs(rr)/max (dminIB,dminNC) j<PHill

glse

end

—end

keyout="N5"'

if rr>0

keyvout="HC";

glseif rr<0

end

keyout="IEB";

% 5i el error relative ez menor gue PHill no define

%2 5i rr»0 define gue el dato pertenece al modelo NC

% 5i rr<0 define gue el dato pertenece al modelo IB
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11.6 Codigo para la simulacién de datos

El cédigo transcripto a continuacién fue programado para simular datos experimentales

que luego serian utilizados para llevar adelante la prueba de todos los protocolos de distincién.

Utiliza las funciones auxiliares diagonal y ECX que pueden encontrarse en 11.1 Codigo de

resolucion de |IB y NC.

=R R B e N T I

[ T I T e e e e R e e
L T e . R N = T 2 N I L B % R e e |

23
24
25
28
27
28
29
30
3l
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
435

paramMC=load {"parambC.mat"); % Carga parametros de NC para crear datos simulados
paramIB=load {'paramIB.mat'"); % Carga parametros de IE para crear datos simulados
n=100; % Define cantidad de sets de datos a crear

E_ 0=[1 0 0 0]; % Define condiciones iniciales del receptor (receptor libre)
RT=sum(R 0); % Define cantidad de Receptor total

reslL=20;rest=200; % Define resolucidn temporal y de concentracidn de ligando
sigma=0.05; % Define desvio estandar del error gaussiano gue sumarid a losg resultados
LI=logspace (-3, 7,resL); % Define wector de concentraciones de Ligando
time=logspace (-2, 3,rest); ¥ Define wector de tiempo

% Simulacidén de datos IB

% Define parametros
kl0=paramIB (1) :
110=paramIB(2) :
k0l=paramIB(3);
101=paramlB (4) ;

[Ffor j=1l:length(LL) % Resuslve =l sistema para cada concentracidn de ligando

L=LL({3}:

% Matriz de IBE

B =[-{110+ (k10+k01)*L) (-kK10*L) (101-kK10*L); (-kO1*L) -({101+ (k10+k01)*L)...
eeo(110-K01*L) ; (KO1*L) (kK10*L) -(110+101)1]1:

b=[k10*L*RT; kO01*L*RT; 0]:; % Término independiente

% Programa que diagonaliza la matriz (&) y halla los autovalores y autovectores
[W]=diagonal (A,b,L,time, B 0(2:4));

% Define 3 wariables para los 3 estados de receptor

M{:,j,1)=real(H(:,1)); % 5itic 10 ocupado

M(:,3,2)=real(N(:,2)); % 5itic 01 ocupado

M{:,J,3)=real (N(:,3)): % 5itics 10 y 01 ccupados

-end
nl=(2*M{:, :,3)+HM{:,:,2)+HM(:,:,1))/2; % Define la proporcidén de sitios ocupados (t,L)
nlruido=nl+4sigma*randn ( [length (time) length(LL)]); % Suma ruido gaussiano

% Calcula EC10(t), EC30(t) numéricamente usando el método de biseccidn
for i=l:length(time)
¥=90; [EC30 (1) ]=ECX (nLruido (i, :)/2,LL,X);
¥=10; [EC10 (i) ]=ECX (nLruido (i, :)/2,LL,X)
Hruido(i)=log(81)/1log(EC90(i)/EC10(i)}):; % Calcula el coeficiente de Hill
end

% Guarda las curvas dosis respuesta en eqguilibrio y pre-equilibrio para
% utilizar en el Protocolo Fit v la evolucidn temporal del coeficiente de
% Hill para el Protocolo Hill
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