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RESUMEN

Los ritmos colectivos son una propiedad fundamental de los siste-
mas bioldgicos, observandose en multiples escalas espaciales y tem-
porales. Desde ritmos circadianos y oscilaciones cardiacas hasta la
formacion de patrones durante el desarrollo embrionario y la coordi-
nacion de individuos a escalas poblacionales, la sincronizacién entre
unidades individuales es esencial para generar comportamientos au-
toorganizados y coordinados. Comprender estos mecanismos es clave
para entender la formacion de patrones y la organizacion de los siste-
mas biolégicos

Esta tesis estudia ritmos colectivos en dos contextos bioldgicos. En
la primera parte, nos enfocamos en el cerebro de la mosca de la fru-
ta, caracterizando oscilaciones espontaneas en una poblacion de neu-
ronas individuales. Mediante registros de la actividad eléctrica de
las neuronas, mostramos que estas oscilaciones dependen de sefiales
externas, provenientes de otras neuronas. Construimos un modelo
tedrico, consistente con la evidencia experimental, y que predice sin-
cronizacion con relacién de fase fija entre pares de neuronas, lo que
confirmamos con registros simultdneos. Estos resultados sugieren la
posible existencia de ondas cerebrales en esta region.

En la segunda parte, abordamos la segmentacion embrionaria y el
rol de la via de sefalizacion Notch en coordinar oscilaciones bioqui-
micas. Basados en datos de pez cebra, proponemos un modelo de
osciladores acoplados mediante diferentes variantes del ligando Del-
ta. Consideramos dos escenarios: uno en que Notch es activado por
dimeros, y otro por monomeros. Ambos escenarios son consistentes
con los fenotipos experimentales, pero asignan roles distintos a uno
de los ligandos. Discutimos experimentos que podrian diferenciar es-
tas posibilidades.

En conjunto, este trabajo contribuye a entender como interacciones
locales entre osciladores generan ritmos colectivos, y como la diversi-
dad molecular de una via puede modular la respuesta del sistema en
distintos contextos biologicos.

palabras clave: ritmos colectivos, sincronizacion, entrainment, os-
cilaciones neuronales, ondas cerebrales, reloj de segmentacién, desa-
rrollo embrionario



COLLECTIVE RHYTHMS IN BIOLOGICAL SYSTEMS:
STUDY CASES OF NEURONAL OSCILLATIONS AND
OF EMBRYONIC DEVELOPMENT

Collective rhythms are a fundamental property of biological sys-
tems, observed across multiple spatial and temporal scales. From cir-
cadian rhythms and cardiac oscillations, to pattern formation during
development and coordination of individuals in a population, syn-
chronization between individual units enables self-organized beha-
viors. Understanding these mechanisms is key to the understanding
of pattern formation and organization of biological systems.

This thesis explores collective rhythms in two biological contexts. In
the first part, we focus on the brain of the fruit fly, characterizing spon-
taneous oscillations in a population of individual neurons. Through
recordings of neural electrical activity, we show that these oscillations
depend on external signals from other neurons. We construct a theo-
retical model consistent with experimental evidence, which predicts
phase-locked synchronization between pairs of neurons—confirmed
through simultaneous recordings. These findings suggest the possible
existence of brain waves in this region.

In the second part, we address embryonic segmentation and the
role of Notch signaling in coordinating biochemical oscillations. Ba-
sed on zebrafish data, we construct a model of coupled oscillators
mediated by different variants of the Delta ligand. We consider two
scenarios: one in which Notch is activated by dimers, and another
by monomers. Both scenarios are consistent with experimental phe-
notypes but assign different roles to one of the ligands. We discuss
experiments that could distinguish between these possibilities.

Together, this work contributes to understanding how local inter-
actions between oscillators give rise to collective rhythms, and how
molecular diversity within a signaling pathway can modulate system
responses in different biological contexts.

keywords: collective rhythms, synchronization, entrainment, neural
oscillation, cerebral waves, segmentation clock, embryo development
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PREFACIO

Las oscilaciones estan en todas partes. Desde el latido regular del
corazén hasta el ciclo dia-noche que organiza nuestra fisiologia, la
naturaleza esta llena de ritmos que surgen y se propagan en todos
los niveles de organizacion.

En fisica, las oscilaciones son comportamientos caracteristicos de
sistemas dindmicos, tanto lineales como no lineales. En su forma mas
simple, pueden describirse mediante ecuaciones diferenciales que mo-
delan el intercambio periédico de energia entre dos formas —como
la energia cinética y potencial en un péndulo, o la energia eléctrica
y magnética en un circuito LC. Sin embargo, en sistemas no lineales,
las oscilaciones adquieren una riqueza adicional: pueden estabilizar-
se en ciclos limite, mostrar bifurcaciones, o incluso comportamientos
caoticos. Esta variedad de dindmicas oscilatorias ha sido estudiada
extensamente en el marco de la teoria de sistemas dinamicos, que
proporciona un lenguaje natural para describir fendbmenos periddicos,
cuasiperiddicos y autoorganizados. En este contexto, las oscilaciones
no son simplemente movimientos repetitivos, sino manifestaciones
estructurales de las leyes que gobiernan la evolucion temporal del
sistema.

En biologia, su presencia fue inicialmente observada en fenéme-
nos macroscopicos —el suefio, la locomocidn, la floracion de ciertas
plantas-, pero hoy sabemos que también emergen en la regulacion
de genes, en el disparo ritmico de neuronas, en las contracciones de
los musculos, e incluso en el crecimiento embrionario.

El estudio moderno de las oscilaciones biolégicas tomd un nuevo
impulso con los trabajos pioneros de Arthur Winfree, quien en los
afios 60 y 70 plante6 preguntas fundamentales sobre la sincroniza-
cion de poblaciones de osciladores biologicos en sistemas micro- y
macroscépicos, como las células del marcapasos del corazén o las
luciérnagas que titilan al unisono. Poco después, Yoshiki Kuramoto
propuso un modelo matematico simplificado pero profundamente in-
fluyente, que permitio entender como un conjunto de osciladores con
frecuencias naturales distintas puede llegar a sincronizarse median-
te interacciones débiles. Estos marcos conceptuales demostraron ser
utiles no solo en fisica, sino también en neurociencia, cronobiologia
y biologia del desarrollo, donde la sincronizacion y la coordinacion
temporal son fundamentales para el funcionamiento del sistema.

Una distincion importante en el campo, y que mantendremos en es-
ta tesis, es entre sincronizacion y entrainment. Mientras que la sincro-
nizacion implica una coordinacion emergente entre multiples oscila-
dores, donde ninguno tiene un rol privilegiado de director, el entrain-

entrainment
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ment ocurre cuando un oscilador (o una poblacién) ajusta su fase o
frecuencia para seguir el paso de una sefial externa o dominante. Esta
diferencia —aunqgue sutil en algunos contextos— tiene implicancias im-
portantes: no es lo mismo que un grupo de neuronas genere un ritmo
por interaccién mutua, o que todas estén siguiendo una sefial comun
emitida por un marcapasos externo. En ambos casos puede observar-
se alineamiento de fases, pero el origen del ritmo y las propiedades
del sistema frente a perturbaciones son profundamente diferentes.

Cualquiera sea el origen de la coordinacion, el efecto emergente
observado es un ritmo colectivo de multiples individuos, oscilando
a la par. Los ritmos colectivos, en forma de oscilaciones sincroniza-
das u ondas que se propagan, impregnan las funciones biologicas.
La sefalizacién molecular en las decisiones sobre el destino celular,
la formacion de patrones embrionarios, ritmos cardiacos, ondas cere-
brales, control del movimiento animal, y fendmenos en poblaciones
de individuos.

El descubrimiento del primer oscilador génico, el reloj circadiano,
marc6 un hito en la historia de la biologia moderna. Se trataba de una
red de regulacion génica capaz de generar ciclos de aproximadamen-
te 24 horas sin estimulos externos, y su identificacion en organismos
tan diversos como hongos, bacterias, insectos y mamiferos revelé la
ubicuidad de estos sistemas en la evolucion. Desde entonces, se han
descubierto otros relojes celulares, como el reloj de segmentacién en
vertebrados, que regula la formacién de los somitos durante el desa-
rrollo embrionario. En todos estos casos, la légica oscilatoria parece
ser una solucidon natural —y evolutivamente conservada— para organi-
zar procesos temporales de manera precisa, flexible y robusta.

En esta tesis, que dividimos en dos partes, estudiaremos en la pri-
mera parte la coordinacion de neuronas en el cerebro de la mosca de
la fruta, Drosophila melanogaster, y su entrainment con un forzante des-
conocido. Estos ritmos colectivos nos sugieren la posible existencia
de ondas cerebrales en la mosca. En la segunda parte, estudiaremos
una poblacién de células en el embrion de pez cebra en desarrollo,
gue oscilan de forma autbnoma, y se comunican para coordinarse y
dar origen a vértebras, costillas y otros tejidos. Esta sincronizacion
esta mediada por comunicacién local a través de vias de sefializacién
celular. Estudiaremos estos fenOmenos a partir de teorias que desa-
rrollaremos basada estrechamente en evidencia experimental. Utili-
zaremos teoria de sistemas dindmicos, mecanica estadistica, y la ley
de accion de masas para construir sistemas de ecuaciones diferencia-
les ordinarias y con retardos. Con estas herramientas, evaluaremos
distintas hipétesis para cada sistema, y realizaremos predicciones ex-
perimentales.

Este abordaje a la biologia, desde un enfoque tedrico, no busca re-
emplazar la observacion ni la experimentacion, sino complementarse
con ellas y ofrecer nuevas formas de pensar los fenbmenos que obser-
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vamos. En particular, la emergencia de ritmos colectivos nos invita a
mirar los sistemas vivos no solo como conjuntos de partes actuando
coordinadamente, sino como procesos complejos en los que surge un
orden temporal a partir de reglas simples.






Parte |

OSCILACIONES COLECTIVAS NEURONALES
EN MOSCA

En la primera parte de esta tesis estudiaremos la coordi-
nacion de oscilaciones de potencial de membrana. Estudia-
remos el entrainment de pares de neuronas en el cerebro
de mosca con sefiales ultradianas, construiremos una des-
cripcion tedrica de los osciladores y haremos predicciones
respecto de la relacion de fases de los osciladores, que
serén experimentalmente corroboradas. Todos los experi-
mentos de mesada fueron realizados por la mano de la
Dra. Florencia Fernandez Chiappe, durante su doctorado
en el grupo de la Dra. Nara I. Muraro en nuestro instituto,
pero fueron disefiados, discutidos e iterados con este au-
tor.






INTRODUCCION

1.1 el estudio de sefales eléctricas

Durante siglos, el cerebro fue considerado un 6rgano enigmatico,
asociado al alma, la mente y los aspectos mas profundos de la ex-
periencia humana. Su funcionamiento real permanecia fuera del al-
cance del conocimiento empirico, dando lugar a mitos, especulacio-
nes filosoficas y teorias de todo tipo. En la Edad Antigua, Galeno ya
proponia que parte del cerebro era el 6rgano encargado de procesar
sensaciones y gobernar el cuerpo, aunque desarrollé sus ideas dentro
de la teoria de humores.

A fines del siglo XVIII, el descubrimiento de la electricidad y los
avances técnicos para manipularla transformaron profundamente to-
dos los campos del conocimiento. En la fisiologia surgio la teoria del
galvanismo, segun la cual el cerebro genera electricidad que se trans-
mite por los nervios para controlar el cuerpo. Estas ideas marcaron
uno de los primeros intentos sistematicos de vincular fenémenos eléc-
tricos con funciones bioldgicas. Al igual que hoy en dia, las teorias
cientificas en boga permearon en la cultura popular, dando lugar por
ejemplo a Frankenstein, obra en la que se reanima un cuerpo formado
de trozos de cadaveres con una descarga eléctrica, y que en el camino
sentd las bases para el género de ciencia ficcion moderno.

Recién hacia fines del siglo XIX las neurociencias comenzaron a es-
tablecerse como una disciplina con bases experimentales mas sélidas.
El desarrollo de técnicas de tincién y microscopia permitié observar
por primera vez la morfologia de las células nerviosas. Asi, Ramén y
Cajal propuso la neurona como unidad minima del sistema nervioso
(Fig. 1.1A, B). Durante el siglo XX, las neurociencias se consolidaron
como un campo interdisciplinario, combinando elementos de biolo-
gia, fisica, quimica y matematica para comprender el funcionamiento
del sistema nervioso. La idea de que la informacion se codifica en
patrones de actividad eléctrica se volvio central, y con ella surgieron
nuevas preguntas sobre cémo las neuronas interactdan entre si, como
se procesan los estimulos sensoriales, y cdmo emergen propiedades
colectivas a partir del comportamiento de células individuales. En es-
te contexto, el estudio de oscilaciones eléctricas en el cerebro cobro
particular importancia.

Ya desde mediados de siglo se sabia que el cerebro humano exhibe
ritmos eléctricos organizados, observables mediante electroencefalo-
grafia [1]. En mamiferos, estos ritmos se asociaron a funciones cogni-
tivas y estados conductuales, y se los clasifica por sus componentes
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de frecuencia —ondas Gamma de alta frecuencia, Alfa de frecuencia
intermedia, y asi [2]. Se observd que estas oscilaciones podrian tener
roles en la coordinacion temporal entre regiones cerebrales, la modu-
lacion de la excitabilidad neuronal o la sincronizacién de poblaciones
de neuronas [2-4]. Esto impuls6 no solo estudios experimentales sino
también un floreciente campo tedrico, que buscé entender cdmo sur-
gen, se propagan y se coordinan los ritmos neuronales dentro de re-
des acopladas [5-9]. Una idea central que emergi6 de este enfoque fue
la posibilidad de que ciertas funciones cognitivas no tengan su origen
en la actividad de neuronas individuales, sino en patrones colectivos
de oscilacion. En particular, se planted que la sincronizacion de gru-
pos neuronales podria ser clave para procesos como la integracion
de informacion o la seleccion de foco de atencién [2, 10, 11]. Estas
hipétesis dieron lugar a una intensa actividad experimental y teérica
enfocada en identificar mecanismos de acoplamiento y de sincroniza-
cion, y relaciones entre dinamica colectiva y funcion cognitiva [12-14].

En la primera parte de esta tesis nhos enfocaremos en estudiar osci-
laciones en neuronas individuales en cerebro de la mosca Drosophila
melanogaster, y luego revelaremos evidencia que sugiere la existencia
de oscilaciones colectivas y ondas cerebrales en estos organismos.

1.2 moscas como modelo de oscilaciones neuronales

La mosca de la fruta Drosophila melanogaster es ampliamente utili-
zada como modelo de estudio animal en multiples areas de la biolo-
gia [16, 17] (Fig. 1.1C). Su uso fue central en multiples trabajos funda-
cionales, incluyendo premios Nobel por desarrollos en genética, y por
descifrar mecanismos béasicos del desarrollo embrionario y de la regu-
lacion del ritmo circadiano [18-20]. En neurociencia juega también un
rol central, por su simplicidad anatémica, la facilidad de su manipu-
lacion genética y en general su relevancia para estudiar mecanismos
conservados entre distintas especies animales [21, 22]. A pesar de su
pequefio tamafio, su cerebro cuenta con varios miles de neuronas or-
ganizadas en redes bien definidas [23], que regulan desde comporta-
mientos motores simples hasta funciones cognitivas complejas como
el aprendizaje, la memoria o los ritmos circadianos.

De particular interés para nosotros es un conjunto de neuronas lo-
calizadas en el I6bulo anterior del cerebro, en una regiéon llamada
medula accesoria —accessory Medulla (ame) (Fig. 1.1D, E). Esta consti-
tuye una region de procesamiento donde convergen sefiales visuales,
circadianas y sensoriales, y es un nodo relevante en la red de con-
trol temporal en el cerebro de la mosca. Nos ocuparemos en parti-
cular de las denominadas neuronas latero-ventrales —Lateral ventral
Nueurons (LNvs) (Fig. 1.1D, E), conocidas por su rol en el control del
ritmo circadiano. Son un grupo de 16-18 células del reloj circadiano
caracterizadas por la expresion del neuropéptido factor de dispersion
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Figura 1.1: (A, B) llustraciones a mano alzada de neuronas, por Santiago
Ramén y Cajal en 1888. (C) Drosophila melanogaster, fenotipos de
ojos rojos (derecha) y ojos balncos (izquierda). (A-C) Son iméage-
nes de dominio publico. (D) llustraciéon esquematica de la cabe-
za de una mosca y la ubicacion del cerebro dentro de ella. (E)
llustracién esquematica del cerebro de mosca, mostrando la aMe
y las ILNvs y sLNvs, incluyendo sus proyecciones axonales. (F)
Esquema del armado experimental para whole-cell patch clamp,
adaptado de Ref. [15]. (F) Una ILNv y una sLNv en patch clamp.

pigmentaria —Pigment Dispersion Factor (PDF) [24, 25]. Estas neuronas
se dividen en dos subgrupos, las neuronas latero-ventrales grandes
—large Lateral ventral Nueurons (ILNvs) y las neuronas latero-ventrales
pequefias —small Lateral ventral Nueurons (sLNvs), que se pueden dife-
renciar por su tamafio y ubicacién anatémica. Las primeras son un
conjunto de 4 o 5 neuronas por hemisferio (Fig. 1.1E). Originalmente
se pensaba que jugaban un papel en el procesamiento de informa-
cion visual, dado que, si bien sus somas se encuentran en la aMe,
tienen proyecciones axonales tupidas en el 16bulo optico [26, 27]. Pos-
teriormente se encontrd también que juegan un papel central en la
sefalizacion del estado de vigila [28-31]. Las sLNvs, 4 por hemisferio
(Fig. 1.1E), se cree gue constituyen el marcapasos central del ritmo
circadiano [32-35]. Trabajos recientes muestran que las ILNvs, y algu-
nas otras neuronas circadianas, presentan oscilaciones de potencial de
membrana robustas [36-38]. Sin embargo, aln se desconoce si estas
oscilaciones neuronales forman parte de un ritmo colectivo.

9
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1.3 la técnica experimental: patch clamp

La técnica de whole-cell patch clamp ha sido una herramienta funda-
mental en la neurociencia moderna para el estudio de las propiedades
eléctricas de células excitables. Desarrollada en la década de 1980 por
Erwin Neher y Bert Sakmann [39], quienes recibieron el Premio No-
bel por esta contribucion en 1991, esta técnica permitid, por primera
vez, registrar corrientes idnicas con una resolucion sin precedentes
en células individuales. El método consiste en formar un sello de alta
impedancia eléctrica entre una micropipeta de vidrio y la membra-
na plasmatica de una célula, para luego romper la membrana bajo
la punta y obtener acceso al interior celular [40] (Fig. 1.1F, G). Es-
to posibilita el registro de potenciales de membrana y las corrientes
involucradas en la sefializacion neuronal.

Desde su introduccidn, el patch clamp ha sido empleado en una
amplia variedad de modelos experimentales para investigar mecanis-
mos de excitabilidad, sinapsis, integracién neuronal y plasticidad [41].
Aungue su uso ha sido tradicionalmente mas comudn en preparacio-
nes de mamiferos —corteza o hipocampo de rata, o cultivos celulares—,
en las Gltimas décadas se ha extendido con éxito al sistema nervio-
so de Drosophila melanogaster, impulsado en parte por el desarrollo
de herramientas genéticas sofisticadas en este modelo [36-38]. La po-
sibilidad de combinar registros eléctricos con manipulacién genética
especifica de tipos celulares ha abierto nuevas oportunidades para
desentrafar circuitos neuronales en un cerebro relativamente simple
pero funcionalmente rico.

Sin embargo, aplicar esta técnica en el cerebro de Drosophila repre-
senta una serie de desafios técnicos importantes, comparado con ma-
miferos. El tamafio pequefio de las neuronas, la fragilidad del tejido y
la necesidad de mantener la viabilidad de la preparacion en condicio-
nes ex vivo complican significativamente el proceso. A diferencia de
las neuronas corticales de mamifero, que pueden tener diametros de
soma de mas de 20 m, muchas neuronas en la mosca tienen somas
desolo3a5 m. Esto exige un nivel de precisién y destreza elevado
durante la aproximacion de la pipeta y la formacién del sello. Ade-
mas, el cerebro de la mosca carece de una arquitectura laminar clara,
lo que dificulta la orientacion espacial y la identificacion de tipos neu-
ronales sin ayuda de marcadores fluorescentes. En consecuencia, los
registros en Drosophila suelen requerir el uso de lineas transgénicas
con expresion especifica de fluoroforos, microscopia de alta resolu-
cion y, en muchos casos, adaptaciones del equipamiento clésico de
patch clamp. Por esta razdn, en esta tesis trabajamos con la linea lla-
mada Pdf-RFP [42], que marca las LNvs co-expresando un fluoréforo
con PDF.
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En esta tesis realizamos registros electrofisioldégicos de célula ente-
ra mediante patch clamp en Drosophila melanogaster, y desarrollamos
un analisis cuantitativo para caracterizar las oscilaciones del poten-
cial de membrana. Encontramos que las oscilaciones de las LNvs se
enlentecen con el tiempo y dependen de neurotransmisores colinér-
gicos. Mediante pulsos breves de corriente construimos una curva de
respuesta de fase, y observamos que las perturbaciones se relajan réa-
pidamente en comparacion con la escala temporal de las oscilaciones.
A su vez, inyecciones de corriente mas prolongadas no modifican la
frecuencia de las oscilaciones. Estos resultados sugieren que las osci-
laciones de las LNvs no son auténomas a nivel celular. Basado en esta
evidencia, proponemos un modelo genérico de oscilador forzado que
reproduce las observaciones experimentales, y predice que las osci-
laciones sincronizadas deben presentar defasaje nulo entre neuronas
del mismo tipo, y defasajes distintos de cero entre tipos neuronales
diferentes. Validamos esta prediccion mediante registros simultaneos
de patch clamp, y mostramos que las ILNvs se adelantan consistente-
mente a las sLNvs. Por ultimo, observamos que otras neuronas de la
aMe también presentan oscilaciones de potencial de membrana, cohe-
rentes con las de las LNvs. En conjunto, estos hallazgos abriran la
posibilidad de la existencia ritmos colecticos en esta region aln poco
explorada del cerebro de la mosca.
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OSCILACIONES EN NEURONAS CIRCADIANAS

En este capitulo caracterizaremos las oscilaciones de ILNvs y sLNvs,
los efectos de las condiciones experimentales en las oscilaciones, y es-
tudiaremos la respuesta a perturbaciones eléctricas y farmacologicas
para evaluar la autonomia de los osciladores.

2.1 oscilaciones de potencial de membrana en llnvs

Las LNvs disparan potenciales de accién organizados en rafagas,
una modalidad de actividad neuronal que previamente ha sido aso-
ciado con la liberacion de neuropéptidos [43-46]. En este tipo de ac-
tividad, los potenciales de accién se montan sobre oscilaciones de
despolarizacion de la membrana. Para caracterizar estas oscilaciones,
realizamos regsistros de patch clamp de célula entera en LNvs, a par-
tir de explantes cerebrales, siguiendo métodos previamente estableci-
dos [47-49] (Apéndice A).

Como estas neuronas tienen roles conocidos en la regulacién del
ciclo circadiano y el suefio, tomamos los registros siempre dentro de
la fase de luz del ciclo de 12 horas de luz, 12 de oscuridad en las
gue se mantiene a las moscas. Usamos moscas hembra de la linea
Pdf-RFP [42], en las que el promotor del gen del factor de PDF regula
también la expresién de una proteina fluorescente roja. De esta for-
ma, las LNvs se pueden identificar en el microscopio por el marcador
fluorescente, su posicidon anatdmica y su tamafio. Inicialmente acce-
demos a la célula seleccionada en configuracion de whole-cell patch
clamp en modalidad voltage clamp. De esta forma medimos la resisten-
cia de acceso, corrientes de fuga y en general la integridad del sello.
Luego pasamos a current clamp con | = 0 para registrar el voltaje de
membrana. Asi obtuvimos registros que muestran ciclos claros de os-
cilacion del potencial de membrana (Fig. 2.1A), consistentes con las
observadas en trabajos previos [36].

2.2 tratamiento de los datos

Para cuantificar las oscilaciones, construimos un proceso de ana-
lisis que estandariza las sefiales y nos permite comparar multiples
registros. En particular, observamos que el valor basal del potencial
de membrana de las oscilaciones suele presentar fluctuaciones lentas
(Fig. 2.1A izquierda).
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Figura 2.1: Procesamiento de registros electrofisioldgicos. (A-E) lzquierda:
registro completo tipico. Derecha: detalle. (A) Datos crudos. (B)
Datos sin tendencia de escala temporal lenta, corregido median-
te un filtro pasaaltos con frecuencia de corte de 0.1 Hz. (C) Datos
suavizados mediante un filtro pasabajos con frecuencia de cor-
te de 10 Hz. Elimina ruido y potenciales de accion. (D) Datos
suavizados mediante un segundo filtro pasabajos con frecuencia
de corte de 2 Hz. (E) Trazas de B (gris), C (negro) y D (azul),
junto con las ubicaciones de picos (puntos) obtenidas a partir
de D. Todos los filtros son filtros Butterworth de segundo orden
aplicados en pasadas hacia adelante y hacia atras para evitar co-
rrimientos de fase.

2.2.1 Filtrado de datos

Para eliminar entonces estas fluctuaciones en el valor basal y en
general el ruido de la sefial, aplicamos filtros de Butterworth no cau-
sales de segundo orden, tal como se implementan en scipy.signal.
filtfilt

Para eliminar estas dinamicas lentas en el potencial de membrana
—que llamaremos de ahora en mas tendencias— utilizamos un filtro pa-
saaltos con frecuencia de corte en 0.1 Hz (Fig. 2.1B), que llamaremos
fita . Luego, reducimos el ruido de alta frecuencia con un filtro pasa-

filtd, filt2 y filt3 bajos con frecuencia de corte en 10 Hz, que llamaremos fit2 . En este
andlisis nos preocupamos por estudiar las oscilaciones de potencial



2.3 decaimiento de la frecuencia de oscilaciéon

de membrana, no los potenciales de accion montados en las oscilacio-
nes, por lo que es importante notar que procedimiento también elimi-
na los potenciales de accion de la sefial (Fig. 2.1C). Algunos analisis
posteriores requieren un suavizado adicional, que realizamos con un
segundo filtro pasabajos con frecuencia de corte en 2 Hz (Fig. 2.1D),
denominado filt3

2.2.2  Cruces del umbral y duracion del ciclo

Para cuantificar la rapidez de las oscilaciones encontramos que el
método mas robusto y directo resulta encontrar los instantes en que
la sefial cruza un umbral. Este método es sumamente directo, y re-
sulta mas resistente a fluctuaciones que otros métodos también tradi-
cionales. De esta forma conseguimos lo que llamamos duracién del
ciclo —cycle duration (CD), que es escencialmente una medida instanta-
nea del periodo de la oscilacion. Para obtener esta cantidad hallamos
los picos, los maximos locales, en la sefial tratada con filt1 |, filt2
y filt3 , utilizando scipy.signal.find _peaks . Luego nos quedamos
solo con aquellos que tienen una prominencia mayor a 3mV y que es-
tan separados entre si una distancia minima de 0,4 veces el intervalo
promedio entre maximos (Fig. 2.1E, puntos celestes). De esta forma
evitamos detectar picos espurios o multiples picos por ciclo.

Debido a que la forma de la oscilacion varia de ciclo a ciclo, el ins-
tante en el que la sefal alcanza su maximo local también varia. Esto
implica que la distancia enrte picos no es una buena estimacion de
la cD. Por esta razon, detectamos los cruces por umbral en el flanco
ascendente de la sefial. Sobre la sefal filtrada con filtl  y fit2 | re-
trocedemos desde la ubicacion de cada pico hasta encontrar el cruce
con un umbral. Para evitar arbitrariedad, definimos 21 valores de um-
bral equiespaciados entre 0 y 10 mV (Fig. 2.2A), cubriendo la mayor
parte del rango de sefal.

Calculamos entonces la cD como la diferencia de tiempo entre cru-
ces consecutivos para cada umbral, y luego obtuvimos el promedio y
desvio estandar sobre ese conjunto. De esta forma obtenemos infor-
macién sobre la rapidez de la oscilacion y como varia en el tiempo.

2.3 decaimiento de la frecuencia de oscilacion

Informes anteriores mostraron que la frecuencia de oscilacion de
la membrana en ILNvs decae con el tiempo en preparaciones ex Vvivo
—-la cb aumenta- [36, 37]. Por lo tanto, registramos el tiempo trans-
currido desde la diseccion —es decir, desde la extraccion del cerebro
y la preparacion del explante [47]- hasta el inicio de la adquisicion
de los datos de voltaje para cada registro [48]. En concordancia con
estos estudios, observamos que en registros individuales la cD tie-
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Figura 2.2: Las ILNvs tienen oscilaciones de potencial de membrana robus-
tas. (A) Arriba: Fragmento de registro representativo luego de
eliminar la tendencia global (fit1 , linea gris) y traza suaviza-
da (filt2 , linea negra). Se indican tres valores de umbral a mo-
do esquematico (lineas punteadas) y los cruces correspondientes
(puntos negros). Abajo: mediciones de CD validas (puntos azu-
les) y no validas (punto rojo) correspondientes. (B) Duracion de
n = 112registros individuales representada por barras horizon-
tales. (C) Registro completo, tratado como en el panel A. La re-
gion sombreada indica el rango de umbral. Abajo: mediciones
de CD correspondientes (puntos de color) y ajuste lineal (linea).
El recuadro marca el zoom en Ay el corchete indica el intervalo
utilizado para el célculo de la CD inicial en la Fig. 2.3. (D) Valo-
res validos (puntos azules) y no validos (puntos rojos) de CD de
todos los registros de ILNvs. El tiempo de registro fue normali-
zado a la duracion total de cada registro. (E) Fraccion de puntos
validos en ventanas del 5% de la duracion total del registro. La
fraccion total de CDs validas es siempre superior al 93 %, en pro-
medio de 96.7 % de los 25811 ciclos son validos.

ne una deriva, aumentando sistematicamente con el tiempo desde la
diseccion (Fig. 2.2C).

2.3.1 Validez de los ciclos

Aunque las oscilaciones de ILNvs son en general regulares, ocasio-
nalmente no alcanzan el umbral, lo que ocasiona que el algoritmo
saltee un ciclo, y que por ende el valor calculado de cD para ese ciclo
aproximadamente duplique el valor tipico (puntos rojos en Fig. 2.2A,
C). Para identificar y descartar estos puntos, graficamos el valor de
la cD en funcién del tiempo para cada registro. Al inspeccionar los
casos donde un ciclo es salteado y la cD tiene un valor inusualmente
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alto, observamos que suelen corresponder a ciclos de baja amplitud
gue no fueron detectados por el algoritmo, o directamente ciclos omi-
tidos por la neurona (Figs. 2.2A). Llamaremos a estos valores de CD
ciclos no validos, y a los valores que caen en la tendencia general, por
contraste, ciclos validos.

Aungue estas interrupciones podrian reflejar eventos interesantes,
no representan la tendencia general y decidimos no incluirlos al mo-
mento de estudiar el comportamiento de la cD. Para descartarlos,
aplicamos un método en dos pasos. Primero, calculamos la moda
poblacional de la cD y descartamos los valores que superan 1,8 veces
dicha moda. Sin embargo, este criterio puede eliminar ciclos validos
en registros largos, debido a la deriva en la cD. Aplicar este mismo
umbral de forma local, en ventanas mas pequefias, tampoco es una
buena opcidn, ya que la estimacién de la moda depende de que la ma-
yoria de los ciclos sean validos, y los no validos tienden a acumularse
hacia el final (Fig. 2.2D, E). Para evitar descartar ciclos validos, en un
segundo paso, ajustamos una recta a los ciclos que sobrevivieron al
filtrado del primer paso. Restamos esta linea de tendencia de todos
los datos (incluyendo los previamente descartados) y le sumamos el
valor de la tendencia en t = 0. De esta forma obtenemos un conjunto
de valores de CD que no presentan la tendencia general al aumento y
cuyo valor tipico se ubica cerca del valor verdadero. A partir de este
conjunto corregido, recalculamos la moda y volvemos a descartar los
valores que exceden 1.8 veces la nueva moda.

Analizamos la estabilidad de la CD en registros de entre 2 y 46 mi-
nutos (Fig. 2.2B), que contienen entre 18 y 748 ciclos cada una, en un
total de 152 registros. Con este método, se conservaron en promedio
el 96.7% de los ciclos al inicio de los registros, cayendo a un 93 %
hacia el final (Fig. 2.2E).

2.3.2 Cuantificacion de la variacion de CD

Con estas herramientas para analizar el comportamiento de la CD
a lo largo del tiempo en todos los registros de forma robusta, estudia-
mos si en efecto la deriva que presenta resulta un comportamiento
consistente a nivel poblacional. Efectivamente, la CD inicial, definida
como el promedio de los primeros 40 ciclos validos (Fig. 2.2C), au-
menta con el tiempo transcurrido desde la diseccion en la mayoria de
los registros (Fig. 2.3A).

Cuantificamos también la pendiente de las rectas ajustadas a la
CD en registros individuales (ver por ejemplo el panel inferior de la
Fig. 2.2C, linea negra). A nivel poblacional, las pendientes son en
su mayoria positivas e independientes del tiempo desde la diseccién
(Fig. 2.3B). Esta relacion también se visualiza claramente en un ma-
pa de calor que representa los valores de cD para todas las células
registradas (Fig. 2.3C).
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Figura 2.3: Las oscilaciones de ILNvs se degradan con el tiempo desde la di-
seccion. (A) La CD inicial en funcion del tiempo desde la disec-
cion (puntos) se correlaciona positivamente (Pearson r = 0,67).
Las barras de error indican la desviacion estandar (DE). (B) Iz-
quierda: la pendiente de CD (puntos) no muestra correlaciéon
con el tiempo desde la diseccién (Pearson r = 0,22). Las barras
de error indican el error del ajuste de la pendiente. Derecha: his-
tograma de las pendientes de CD, con media de 0,09 seg/min.
La pendiente es significativamente diferente de cero (p < 10”8,
prueba de rango con signos de Wilcoxon). (C) Histograma 2D de
valores de CD agrupados de todas las ILNvs registradas (24949 ci-
clos totales), alineados en funcién del tiempo desde la diseccion.
(D) La CD inicial se correlaciona con el momento del ciclo luz-
oscuridad en el que se registré la neurona (Pearson r < 10~ 1).
Las barras de error indican la DE.

Para entender este efecto en mayor profundidad, investigamos si
otras caracteristicas de la oscilacion dependen del tiempo desde la
diseccion. Por un lado, calculamos el valor basal del potencial de
membrana, primero eliminamos el ruido de la sefial utilizando filt2
Luego identificamos los minimos locales empleando la funcidn scipy.
signal.find  _peaks , y descartamos aquellos cuyo valor superaba la
moda de la sefial. Con este criterio, los minimos restantes correspon-
den principalmente a fluctuaciones alrededor del valor basal, y no a
los que suceden en las crestas de las oscilaciones. Aplicamos este pro-
cedimiento en ventanas de 20 segundos no solapadas para obtener
un valor local del valor basal del potencial de membrana (Fig. 2.4A).
Ademas, calculamos un valor de amplitud para cada ciclo individual.
Definimos la amplitud como la distancia entre el pico del ciclo y el
valor basal local (Fig. 2.5A). Dado que la forma del ciclo no afecta
significativamente el valor de la amplitud, usamos la sefial suavizada
(fit3 ) para identificar los picos. En contraste con la CD, encontramos
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Figura 2.4: El valor basal del potencial de membrana no muestra una ten-
dencia en funcién del tiempo desde la diseccion a nivel poblacio-
nal. (A) Ejemplo representativo del calculo de del valor basal del
potencial de membrana (puntos negros conectados por lineas) a
partir de los datos crudos (linea gris). El recuadro muestra un
intervalo de 20 segundos con el valor de la linea base calculado
(punto negro) y una linea horizontal punteada como referencia.
(B) Izquierda: Trazas de la linea base en funcion del tiempo des-
de la diseccién para todos los registros de ILNv (azul) y sLNv
(rosa). Derecha: Distribuciéon marginal de los valores de linea ba-
se del panel izquierdo.

gue ni el valor basal del potencial de membrana ni la amplitud mues-
tran una tendencia clara en funcion del tiempo desde la diseccién
(Figs. 2.4y 2.5).

Finalmente, como hemos mencionado, las ILNvs son neuronas reloj,
con relevancia en la regulacion del ritmo circadiano, y se ha repor-
tado que su actividad varia entre el dia y la noche [37, 50, 51]. Por
este motivo, y para reducir la variabilidad, restringimos nuestros ex-
perimentos a la fase de luz del ciclo diario. Durante esta fase, la cD
inicial no presenté una tendencia clara en funcién de la hora del dia
(Fig. 2.3D), por lo que descartamos esta variable en los analisis poste-
riores.

2.4 oscilaciones de potencial de membrana en slnvs

Al igual que las ILNvs, las sLNvs presentan oscilaciones en su po-
tencial de membrana (Fig. 2.6A). Si bien se han reportado registros
electrofisiolégicos de sLNvs [36, 50, 52], en esta tesis estudiamos por
primera vez las caracteristicas de estas neuronas como osciladores.
Examinamos la estabilidad de la CD en registros de sLNv con duracio-
nes entre 2 'y 17 min (Fig. 2.6B), y encontramos un aumento sistema-
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Figura 2.5: La amplitud no muestra una tendencia en funcién del tiempo
desde la diseccion a nivel poblacional. (A) lustracién del calcu-
lo de amplitud para cada ciclo de las oscilaciones del potencial
de membrana (linea gris), obtenida como la distancia (flechas ne-
gras) desde la linea base local (linea punteada) hasta el pico de
la traza suavizada (linea azul). (B) Ejemplos representativos de
la amplitud de oscilacion en funcién del tiempo desde la disec-
cion para (arriba) ILNvs (lineas azules) y (abajo) sLNvs (lineas
rosas). (C) Valor medio de la amplitud para todos los registros
individuales de ILNvs (puntos azules) y sLNvs (puntos rosas).
Las cajas indican el rango intercuartilico, la barra es la mediana
y los bigotes se extienden hasta 1.5 veces el rango intercuartilico.

tico de la cD en funcion del tiempo transcurrido desde la diseccidn
también en este grupo neuronal. De forma similar a las ILNvs, este
fendmeno puede apreciarse en registros individuales (Fig. 2.6C) y a
nivel poblacional (Fig. 2.6D, E, F). En las sLNvs la CD inicial no pre-
senta de un comportamiento bien definido en funcién de la hora del
dia (Fig. 2.6G), y no encontramos tendencia en funcién del tiempo
desde diseccion en el valor basal del potencial de membrana o la am-
plitud de las oscilaciones (Figs. 2.4 y 2.5). Ademas, nuestro algoritmo
de validacion de ciclos identifica 96.4 % de los ciclos como validos.

En resumen, nuestra caracterizacion cuantitativa del potencial de
membrana de LNvs muestra que tanto ILNvs como sLNvs muestran
oscilaciones consistentes con una duracion de ciclo que aumenta gra-
dualmente con el tiempo ex vivo.

25 autonomia de las oscilaciones

En principio, las oscilaciones del potencial de membrana podrian
ser autbnomas —originadas por procesos que ocurren exclusivamente
dentro de la célula osciladora, impulsados por la accion de canales
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Figura 2.6: Las sLNvs exhiben oscilaciones del potencial de membrana. (A)

Izquierda: esquema del explante cerebral mostrando las SLNvs y
el electrodo de registro. Derecha: registro representativo de una
sLNv, comenzando 35 min después de la diseccién. Recuadro:
ampliacién del recorte. (B) Duraciéon de n = 44 registros indi-
viduales representados mediante barras horizontales. (C) Arri-
ba: registro del panel A. Pasos de procesamiento, puntos, ban-
da sombreada y corchete como en Fig. 2.2A. (D) La CD inicial
vs. el tiempo desde la diseccion estan correlacionados positiva-
mente (Pearson r = 0,62). (E) Izquierda: la pendiente de CD vs.
el tiempo desde la diseccién no muestra correlacién (Pearson

= - 5 10 3). Derecha: histograma de las pendientes de CD,
con media 0,021seg/min. La pendiente es significativamente dis-
tinta de cero (p < 0,5 10 !, prueba de rangos con signos de
Wilcoxon). (F) Histograma 2D de los valores agrupados de cD
de todas las sLNvs registradas (5001 ciclos en total), alineados
en el tiempo desde la diseccion. (G) La cD inicial vs. el ZT no
muestran correlacion (Pearson r < 10- 1). (D, E, G) Barras y pun-
tos como en la Fig. 2.3.
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Figura 2.7: Una PRC es una forma de cuantificar la respuesta de un siste-
ma ante perturbaciones puntuales. Izquierda: sistema oscilando
libremente (lineas sélidas) y sistema luego de una perturbacion
I(t) (lineas punteadas). En este ejemlpo, la fase del oscilador se
adelanta con la perturbacion, indicado por PRC= g,ew- q. De-
recha: curva completa mostrando la repsuesta de la fase ante
pertuyrbaciones, en este ejemplo el corrimiento de fase debido a
perturbaciones es siempre positivo. Tomado de Ref. [54].

idnicos especificos— o podrian estar generadas por estimulos sinapti-
cos. Un ejemplo de mecanismo celular auténomo es el que involucra
la corriente activada por hiperpolarizacion Iy, y los canales de calcio
de bajo umbral tipo T [53], que en conjunto pueden generar oscila-
ciones autosostenidas del potencial de membrana. En lo que sigue,
evaluaremos la autonomia de las oscilaciones de LNuvs.

2.5.1 Curva de respuesta de fase

Si la actividad oscilatoria de las ILNvs es autbnoma, cabria esperar
gue su fase se modifique al inyectar corriente directamente en la cé-
lula, ya que dicha inyeccion probablemente afecta el funcionamiento
de los canales dependientes de voltaje [54]. Usualmente, este efecto
se cuantifica en una curva de respuesta de fase —Phase Response Cur-
ve (PRC), donde se perturba al sistema con pequefios impulsos —en el
caso de una neurona, inyeccion de corriente—, y se observa el efecto
sobre la fase de la oscilacion, en funcion de la fase a la que sucedio el
estimulo (Fig. 2.7).

Para poner a prueba la hipétesis de autonomia de las oscilacio-
nes de LNvs, medimos entonces la PRC del sistema [55]. Evaluamos
como se ven afectadas las oscilaciones en ILNvs por la inyeccién de
pulsos cortos de 100 ms de corriente negativa, aplicados aleatoria-
mente en distintos momentos del ciclo de oscilacion (Fig. 2.8A). Para
obtener una PRC a partir de estos registros, primero los procesamos
siguiendo el protocolo que utilizamos para detectar los cruces de um-
bral. Definimos un ciclo como el intervalo de tiempo entre dos cruces
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Figura 2.8: La PRC es consistentes con oscilaciones no autonomas. (A) lz-
quierda: esquema del explante cerebral mostrando las ILNvs, el
electrodo y la inyeccién de corriente. Derecha: fragmento de un
registro de un experimento de inyeccién de corriente (linea gris),
traza suavizada (linea negra) y corriente inyectada (linea verde).
Se muestra un umbral representativo (linea de puntos horizon-
tal) utilizado para definir el ciclo perturbado y los dos anteriores,
junto con el mapeo de T, en el intervalo [0,2 ]. (B) Corrimien-
to de fase P; en funcién de la fase del estimulo, Ec (2.1). Cada
punto azul corresponde a un Unico ciclo perturbado, agrupados
de n = 10 neuronas diferentes, con un total de 274 ciclos. Los
puntos negros son el promedio de 11 puntos azules consecuti-
vos, y las barras de error indican la desviacién estandar. El area
sombreada representa la desviacion estandar de los ciclos de re-
ferencia T. ;.

consecutivos de umbral, y seleccionamos los ciclos que presentan un
pulso de inyeccién de corriente. Calculamos las fracciones

_Ti-To PlzT-l-To

P
! To To

(2.1)
donde T; es la cD del ciclo en el que se aplicé el estimulo, Ty la del
ciclo anterior, y T. 1 la del anterior a ese (Fig. 2.8A). La fraccion Py
representa un corrimiento de fase inducido por el estimulo, que es
positivo si el ciclo perturbado es mas largo que el basal, y negativo
si es mas corto (puntos de color en Fig. 2.8B). EI denominador Ty
normaliza las diferencias entre ciclos consecutivos, para compensar
el aumento de la cb como funcidn del tiempo desde la diseccion.
Como sabemos que la cD presenta fluctuaciones apreciables (Figs.
2.2Cy 2.3C), controlamos este efecto comparando el valor de P; con
P. 1, que representa la variabilidad basal en ausencia de perturbacio-
nes, en relacién con el mismo ciclo de referencia Tp. Para determinar
la fase del ciclo en la que se aplico la perturbacién, mapeamos la dura-
cion del ciclo al intervalo [0,2 ], y asignamos el instante de inicio del
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estimulo linealmente dentro de ese intervalo [55]. El &rea sombrea-
da indica la desviacion estandar de todos los valores de P. 1, lo que
representa un limite de deteccién para estas mediciones (Fig. 2.8B).

Los cambios de fase resultantes parecen ruidosos y no siguen una
funcién clara de la fase del estimulo (Fig. 2.8B). Observamos que apro-
ximadamente el 80 % de las mediciones cae dentro del rango de va-
riabilidad intrinseco. Concluimos, por lo tanto, que la PRC es plana,
en contraste con lo observado en otros tipos neuronales, donde in-
yecciones de corriente si generan cambios de fase [38, 56-58]. Este
resultado sugiere que las oscilaciones de las LNvs no tienen un fuerte
componente autébnomo.

2.5.2 Escalones de corriente

Una manera de testear esta hipoétesis es estudiar si la inyeccion
de pulsos de corriente negativa mas largos altera la cD. Si las osci-
laciones del potencial de membrana son autbnomas, se espera que
una hiperpolarizacién sostenida —como la generada por una inyec-
cion prolongada de corriente negativa— modifique la frecuencia, al
alterar el estado de canales ionicos sensibles al voltaje implicados en
la dinamica oscilatoria. Recalcamos que este no es el mismo efecto
que buscamos al construir la PRC, dado que en ese caso la frecuen-
cia de la oscilacion deberia mantenerse constante, pero la fase podria
cambiar con la inyeccién de corriente.

Realizamos registros electrofisioldgicos de las oscilaciones basales
tanto en ILNvs como en sLNvs durante 30 seg, Luego inyectamos un
paso de corriente negativa durante 30 segundos, y continuamos regis-
trando durante otros 30 segundos después del final del pulso (Fig. 2.9A,
B). Esta inyeccion de corriente caus6 una clara hiperpolarizacion del
potencial de membrana, mientras que las oscilaciones se mantuvieron.
Cuantificamos la cD media antes, durante y después del pulso, y cal-
culamos el cambio proporcional de la cD durante y después del pulso
de corriente, en relacién con la cD basal antes del pulso (Fig. 2.9C).
No detectamos ningun cambio, lo que apoya aun mas la hipotesis de
gue las oscilaciones de membrana de las LNvs no son auténomas de
la célula.

Una variante de este experimento aparece de forma natural en
los registros que realizamos previamente: como el potencial basal de
membrana varia a lo largo de un registro de forma no correlacionada
con el tiempo desde la diseccién, pero la cD si lo hace, esperamos
gue no haya una relacion entre cD y potencial basal. En efecto, no
encontramos tendencias generalizadas (Fig. 2.9D, E).
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Figura 2.9: Inyectar escalones de corriente no tiene efectos apreciables sobre
la CD. (A, B) Registro representativo de un experimento de in-
yeccion de corriente en una (A) ILNv o (B) sLNv, con un escalén
de corriente de - 6 pA de 30 segundos de duracion (linea verde).
Aparecen delimitado los intervalos definidos como “antes”, “du-
rante” y ”después” del pulso. (C) El cambio en la CD durante
y después de la inyeccion de corriente, relativo a la CD previa
a la inyeccién no es significativamente distinto de uno (n = 9,

= 0,9, test de Wilcoxon). (D, E) Ejemplos representativos de
correlacion entre CD y el valor basal de potencial de membrana
de (D) ILNvs y (E) sLNvs, inclyendo un ejemplo con correlacion
positiva, uno con correlacion negativa y uno descorrelacionado.

2.5.3 Tratamiento farmacolégico

Una hipotesis alternativa a la de oscilaciones auténomas es que
las LNvs dependen de informacion exdgena para generar las osci-
laciones del potencial de membrana. Las proyecciones de las ILNvs
se localizan a lo largo de los l6bulos 6pticos, donde la acetilcolina
—acetylcholine (Ach) es el principal neurotransmisor [59]. Por esto, de-
cidimos evaluar la relevancia de Ach en las oscilaciones de membrana
de las LNvs. Observamos que las oscilaciones se perdieron tras el tra-
tamiento con un antagonista de receptores nicotincos de Ach llamado
mecamilamina (mec), disuelto en el medio salino externo (Apéndi-
ce A). El farmaco se suministra disuelto en el medio externo, lo que
implica que el efecto no es localizado sélo a la neurona que estamos
registrando, sino que afecta a todo el cerebro.

Pocos minutos después de iniciar la exposicion a mec, las oscila-
ciones de los ILNvs se pierden de manera consistente (Fig. 2.10A, B,
n = 12 ILNv, n = 14 sLNv). Aunque los potenciales de accion per-
sisten, dejan de organizarse en rafagas montadas a las oscilaciones y
adoptan un patrén de disparo ténico y mas disperso. Esto concuerda
con observaciones previas en ILNvs utilizando un bloqueador de re-
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ceptores niotinicos de Ach alternativo, tubocurarina [37, 60], pero el
resultado en sLNvs es novedoso.

Para evaluar la especificidad de este efecto, aplicamos un enfoque
similar pero bloqueando los receptores de otro neurotransmisor, GA-
BA, mediante el uso del farmaco picrotoxina (PTX). GABA es el prin-
cipal neurotransmisor inhibitorio tanto en vertebrados como en inver-
tebrados, y se ha reportado que los receptores de GABA tipo A en las
LNvs modulan el comportamiento del suefio [28]. Encontramos que el
tratamiento con PTX no inhibe las oscilaciones de LNvs (Fig. 2.10C),
lo que refuerza la conclusion de que estas oscilaciones dependen es-
pecificamente de la activacién de receptores nicotinicos de Ach. Las
condiciones basales, con perfusion de solucion salina antes de la ex-
posicién a mec actuaron como control negativo, mostrando que el
potencial de membrana de las LNvs oscila de forma continua.

Para cuantificar este efecto, calculamos la tasa de pulsado a lo lar-
go de estos registros. Para ello, detectamos ciclos usando el protocolo
de cruces de umbral. Luego contamos la cantidad de ciclos en ven-
tanas de 60 segundos con un solapamiento del 30% entre ventanas
consecutivas. Esto equivale a un promedio movil de la inversa de
la cD. Utilizamos esta cuantificacion en casos donde la cD diverge,
de modo que la frecuencia de oscilacion tiende a cero. Observamos
gque en efecto, la tasa de pulsado de muestras tratadas con mec dis-
minuye significativamente, mientras que las tratadas con PTX no se
diferencian de los controles en los cuales no se aplicé ningun farmaco
(Fig. 2.10D).

26 resumen

En este capitulo corroboramos observaciones previas de que las
ILNvs presentan oscilaciones de potencial de membrana con frecuen-
cias del orden de los 0,3Hz. Observamos ademas que la otra poblacion
de LNvs, las sLNvs, prensenta el mismo tipo de oscilaciones, una ob-
servacion novedosa en el area. Cuantificamos el comportamiento tem-
poral de estas oscilaciones y encontramos que la CD mondtonamente
aumenta en funcién del tiempo desde la diseccion. Esta tendencia es
global, en poblaciones tanto de ILNvs como de sLNvs.

Luego, evaluamos la autonomia de las oscilaciones. Experimentos
de inyeccion de pulsos de corrriente breves y extensos sugieren que
las oscilaciones no son auténomas. En particular, evidencia previa
indica que el neurotransmisor Ach juega un rol importante en la re-
cepcidn de sefiales de estas neuronas. Tratando muestras con bloquea-
dores de los receptores de Ach encontramos que las oscilaciones se
pierden de forma sumamente consistente.

En conjunto, estos resultados son consistentes con la hipotesis de
gue las oscilaciones de membrana de las LNvs no son auténomas, sino
gue dependen de circuitos colinérgicos que se ven sutilmente pertur-
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Figura 2.10: Las oscilaciones de membrana dependen de sefializacién por

ACh. (A, B) lzquierda: esquema del explante cerebral en un
bafio con perfusion de mec, mostrando (A) ILNvs y (B) sLNuvs,
junto con el electrodo de registro. Derecha y (C): registros repre-
sentativos de neuronas tratadas con (A, B) mec o (C) PTX, con
una flecha gris que indica el inicio de la aplicacion de la droga.
Los recuadros muestran ampliaciones con fragmentos de los
registros (linea gris) y las sefiales suavizadas de (A, C) ILNvs
(linea azul) y (B) sLNvs (linea rosa) en momentos representati-
vos del tratamiento. Los registros se realizaron (A) 56 min y (B)
37 min después de la diseccion. (D) Tasa de pulsos normalizada
de ILNvs en funcién del tiempo desde la aplicacion del farmaco
(flecha gris), promediada sobre n = 12 ILNvs (azul) on = 14
sLNvs (rosa) de cerebros tratados con mec, y n = 6 cerebros
tratados con PTX (verde) y n = 58 ILNvs no tratados (gris) a
modo de controles. La tasa de pulsos de neuronas tratadas se
normaliz6 a su valor al inicio de la aplicacién del farmaco. La
tasa de neuronas no tratadas se normaliz6 a su valor un minuto
después del inicio del registro, que se alined con el comienzo de
la aplicacion para comparar con las condiciones tratadas. Las re-
giones sombreadas indican la desviacién estandar de la tasa de
pulsos en cada momento.
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bados durante la preparacion del cerebro, lo que da lugar a la degra-
dacion gradual de las oscilaciones neuronales.



TEORIA GENERICA DE UN OSCILADOR FORZADO

Impulsados por los resultados del capitulo anterior, que indican un
caracter no autonomo de las oscilaciones de las LNvs, en este capitu-
lo buscamos una descripcion tedrica que capture aspectos clave de
este comportamiento. A partir de esta teoria, pretendemos compren-
der mejor cdmo se mantienen las oscilaciones, como se relacionan los
pardmetros del modelo que construyamos con distintas propiedades
bioldgicas, y posiblemente revelar diferencias entre tipos neuronales.

Introduciremos una teoria genérica de oscilador forzado que des-
cribe aspectos fundamentales de la dinamica oscilatoria sin requerir
un conocimiento detallado de los mecanismos moleculares o fisiolo-
gicos [61]. En este contexto, nos permitird modelar las oscilaciones
no autdonomas de las LNvs impulsadas por estimulos sindpticos que
activan receptores nicotinicos de ACh. Optamos por una teoria ge-
nérica en lugar de una descripcidn fisioldgica mas detallada porque,
aunque se han identificado algunos canales iGnicos y receptores en
las LNvs, aln no contamos con un panorama completo. Ademas, una
descripcion especifica de los canales y neurotransmisores implicaria
manejar un conjunto considerablemente grande de parametros fisio-
I6gicos cuantitativos. En cambio, en una teoria genérica, los detalles
de la fisiologia neuronal se reflejan en la forma en que las variables se
vinculan entre si, y sus parametros abarcan propiedades fisiolégicas
relevantes, como discutiremos a continuacion. Variando estos para-
metros, la misma teoria puede aplicarse para describir distintos tipos
neuronales.

En particular, elegimos una formulacion que describe como un es-
tado estacionario estable puede volverse inestable y dar lugar a os-
cilaciones sostenidas, mediante una bifurcacion de Hopf [62]. Favo-
recemos esta eleccién porque este mecanismo es comun a muchos
modelos neuronales, incluidas descripciones mas detalladas de la fi-
siologia celular [54].

3.1 oscilador forzado

Formalizamos a continuacion la teoria genérica que utilizamos pa-
ra describir estas oscilaciones forzadas. La pérdida de las oscilaciones
del potencial de membrana tras la aplicacion de mec, que bloguea los
receptores de acetilcolina, sugiere que estas oscilaciones son impulsa-
das por una fuente externa. En ausencia del estimulo, las oscilaciones
se detienen. Ademas, la PRC plana podria explicarse por un acopla-
miento fuerte con dicha fuente, de modo que, tras una perturbacion,
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la fase oscilatoria se reestablece rapidamente. Muchos modelos neu-
ronales que incluyen canales idnicos pueden generar oscilaciones me-
diante una bifurcacién de Hopf supercritica [54]. Por lo tanto, aqui
adoptamos un modelo genérico con bifurcacién de Hopf con forza-
miento externo,

z=( +i! )z-( a+ib)jz2z+ K1), (3.1)

donde z es una variable compleja, ! es una frecuencia caracteristica,
a controla la convergencia al ciclo limite, y b es una correccion a la
frecuencia dependiente de la amplitud, conocida como no isocroni-
cidad del oscilador. EI pardmetro es el pardmetro de bifurcacion,
ya que con >0 el sistema funciona como oscilador autbnomo, con

< 0 el sistema tiene un Unico estado estable, y en = 0 presenta
una bifurcacion de Hopf supercritica [62]. El forzante es
F(t) = ‘fei (t) , (32)

con intensidad f que contorla la intensidad de entre el oscilador y el
forzante, y tiene una fase dada por

(t)= t (3.3)

gue crece linealmente a una rapidez

Los pardmetros de la teoria se relacionan con propiedades fisio-
l6gicas de las neuronas. Por ejemplo, la frecuencia caracteristica !
esta influenciada por propiedades fisioldgicas que determinan las es-
calas de tiempo de respuesta de la neurona, como la constante de
tiempo de membrana. Analogamente, la intensidad del forzamiento
f podria depender de la magnitud de las sefiales neurotransmisoras
gue impulsan las oscilaciones, y de como estas sefiales son detectadas
y procesadas por la neurona. La frecuencia del forzante  describe la
sefial oscilatoria proveniente de fuentes externas, y estaria determina-
da por propiedades fisioldgicas de neuronas presinapticas que tam-
bién oscilan. Para formalizar la hipotesis de que las oscilaciones son
inducidas externamente, fijamos < 0 , de modo que el sistema no
sostiene oscilaciones autbnomas. Cuando se introduce un forzamien-
to f > 0, emergen las oscilaciones (Fig. 3.1A). Ademas, establecemos
a,!, >0

Para describir la amplitud y fase de las oscilaciones, para poder
investigar perturbaciones a estas cantidades, la forma polar de la
Ec. (3.1), que tomando z = re' (V) resulta

t=r( - ar?)+ fcos( - ) (3.4)
ro=r( - br?)+ fsin( - ). (3.5)
Pasando a un sistema de referencia rotante, introducimos una fase

relativa al forzante = - |, de modo que
P=r( - ar?)+ fcos( ) (3.6)

r( +br?)- fsin( ), (3.7)

q
I



3.2 equilibrio

donde definimos la diferencia entre frecuencias, el detuning -
I entre forzante y oscilador. En la Tabla 3.1 podemos ver un resumen
del rol de cada variable y pardmetro del sistema.

variable descripcion
z variable compleja del oscilador
X,y variables cartesianas del oscilador, interpretamos y
como voltaje de membrana
r, variables polares del oscilador, amplitud y fase

fase del forzante
defasaje entre forzante y oscilador

parametro descripcion

pardmetro de bifurcacion
! frecuencia caracteristica

a intensidad de convergencia al ciclo limite
b no isocronicidad del oscilador
f intensidad del forzante

frecuencia del forzante
detuning entre forzante y oscilador

ro, valor estacionario de amplitud y defasaje

Moy p valor perturbado de amplitud y defasaje
corrimiento temporal entre forzante y oscilador

Tabla 3.1: Descripcidn de las variables y los pardametros del modelo de osci-
lador forzado.

3.2 equilibrio

A continuacion estudiamos el equilibrio dado por

i=0 , =0, (3.8)
tal que el oscilador tiene un radio de ciclo limite constante r(t) = ro y
fase (t) = .Estoimplica que en equilibrio, la frecuencia instantanea
en el sistema de referencia originales = =, lo que represen-

ta el oscilacilador entrained con el forzamiento, siguiéndolo con un
defasaje constante entre forzante y oscilador

m= ©O- ©O= . 3.9)
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Figura 3.1: El oscilador forzado tiene un ciclo limite al que converge luego
de una perturbacién. (A) Izquierda: soluciones numéricas de las
Ecs. (3.3) a (3.5) que muestran al forzante (linea y punto ama-
rillos) y a la célula forzada (linea punteada y punto negro). Se
indican el defasaje temporal vy la amplitud 2r. Derecha: repre-
sentacion en coordenadas polares de las oscilaciones (linea pun-
teada), mostrando la amplitud polar r, la fase del forzante
(punto amarillo), la fase de la célula forzada (punto negro) y el
corrimiento de fase . La amplitud del forzante no esta dibujada
a escala y los parametros fueron elegidos con fines ilustrativos.
(B) Solucién numérica de un oscilador no perturbado (linea pun-
teada) y un oscilador perturbado (linea azul). La perturbacién
instantanea se indica en verde. Izquierda: representacion tempo-
ral. Derecha: representacion en coordenadas polares.

Reemplazando la condicion de equilibrio Ec. (3.8) en la dindmica del
sistema, Ecs. (3.6) y (3.7),

-ro( - ard)= fcos( ) (3.10)
ro( +br3)=fsin(), (3.11)

obtenemos una expresion para las variables de equilibrio

2 -ar2 2412 +br2 2 =12 (3.12)
+ br

tan =- ——2. (3.13)
- ard

La Ec. (3.12) puede escribirse como ecuacién cubica en términos de

r%, y resolverse analiticamente mediante la formula de Cardano para

demostrar que para <0 siempre hay una raiz real positiva (Apéndi-

ce B). A partir de esta solucion, se puede calcular el valor del defasaje
en funcién de los parametros.

En resumen, encotramos que con so6lo pedir la condicién de equi-
librio en el sistema de referencia rotante, el sistema queda entrained
con el forzante. Resulta interesante que este entrainment conlleva una
diferencia de fase con el forzante que no necesariamente es nula: el
oscilador puede estar adelantado o retrasado respecto del forzante
dependiendo de los parametros del sistema.



3.3 estabilidad lineal

3.3 estabilidad lineal

Al comienzo de este capitulo hipotetizamos que para poder generar
una PRC plana, el sistema debe estar acoplado al forzante fuertemente,
de forma que ante una perturbacion, este vuelva rapidamente al es-
tado de equilibrio. Para poder estudiar la respuesta a perturbaciones
analiticamente consideramos perturbaciones alrededor del equilibrio
dr(t) r(t)- royd (t) (t)- . Para perturbaciones pequefias,
descartamos los términos de orden superior y obtenemos el sistema
linealizado

dr =( - 3ard)dr- fsin d (3.14)
rod =( +3brd)dr- fcos d (3.15)

con matriz Jacobiana

;= - 3ar3 - fsin (3.16)
ro +3br2 -fcos '

Usando las Ecs. (3.10) y (3.11) podemos escribir la traza y determi-
nante de la matriz Jacobiana como

tr(J) =2 - 4ar3 (3.17)
det(J)=3 a?+b? r3+4( - a)ri+ 2+ 2, (3.18)

Como tr(J) < 0 y det(J) > 0, el equilibrio sera siempre estable [62].
Los autovalores se pueden obtener como

q
=% tr(J)  tr(J)?- 4det(d) |, (3.19)
lo que resulta en
q
= - 2ar} (@2+ b2)rg-(  + 2br3)2. (3.20)

Estos autovalores describen la relajacion del sistema hacia el equili-
brio a lo largo de las direcciones dadas por los autovectores

v = , (3.21)

con

_@
) @rfo,

= -3ard , = @ _ fsin . (3.22)
@ o,
Con estos resultados podremos estudiar analiticamente la respues-
ta a perturbaciones como las que realizamos al medir la PRC del siste-
ma.

33



34

teoria genérica de un oscilador forzado

3.4 respuesta a perturbaciones

Para obtener la PRC experimental, inyectamos corriente a la neuro-
na. Esto perturba el valor de equilibrio del potencial de membrana,
gue rapidamente vuelve a su estado estacionario. Para reproducir este
resultado en la teoria, es conveniente interpretar una de las coordena-
das cartesianas

X=Trcos , (3.23)
y=rsin , (3.24)

de la variable compleja z = x + iy como este potencial de membrana.
Sin pérdida de generalidad, aqui asumimos que el potencial de mem-
brana se describe por la Ec. (3.24), por lo que una inyeccién de co-
rriente negativa resulta en una perturbacion negativa en y (Fig. 3.1B).
Suponiendo que el sistema esta en equilibrio antes de una pertur-
bacion a tiempo to, podemos escribir el estado perturbado (rp, )
como

rpCOS p =rocos(t o- ), (3.25)
rpsin p =rgosin(t o- )+ vy, (3.26)
donde y <0 es la perturbacion instantanea. El estado perturbado a
tiempo t stisface
rp2=r3+y2+2rpy sin(t o- ), (3.27)

)+ Y

tan(t o- .
(to rocos(t o- )

(3.28)

tan |

La evoucidn temporal de esta perturbacion puede escribirse en tér-

minos de los autovalores y autovectores
|

!
rt) _ To
(t)

Como j<( +)j< j<( -)j ladinamica de perturbaciones serd domina-
da a largo plazo por la escala temporal mas lenta, dada por j< ( +)j 1.

Por lo tanto, aproximamos
I I

() , ro
(t)

y asociamos el tiempo de relajacién experimental a este valor a través
de la expresién
-1
ty = : (3.31)
<(+)

Con esto tenemos una descripcién tedrica de la respuesta a per-
turbaciones. Crucialmente, tenemos una expresion para el tiempo de
relajacion del oscilador ante perturbaciones instantaneas, lo cual po-
dremos contrastar con el comportamiento del sistema experimental.

+Avse (-t 4 By e - (t-to) (3.29)

+ Av, e +(t-to) (3.30)
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35 prc tedrica

Experimentalmente mostramos que la PRC de las ILNvs es plana
(Fig. 2.8B). Por lo tanto, intentamos reproducir este resultado median-
te simulaciones numéricas del modelo (Apéndice A). Para construir
una PRC tedrica, introducimos perturbaciones en el modelo que imi-
tan las aplicadas experimentalmente como describimos en la seccién
anterior, aplicamos desplazamientos instantdneos y en la direccion
negativa del eje y (Fig. 3.1B), en distintos puntos del ciclo. Como es-
peramos, la fase se altera inmediatamente tras la perturbacién. Luego,
el forzamiento externo devuelve gradualmente la oscilacién al ciclo
limite estacionario. Calculamos una PRC tedrica del mismo modo que
con los datos experimentales: medimos el cambio en la duracion del
ciclo perturbado respecto de la duracion del ciclo anterior. Para esto,
integramos numéricamente el modelo hasta obtener un estado esta-
cionario, y aplicamos la perturbaciéon numérica barriendo todos los
valores de la fase de la oscilacion.

Para valores positivos de , observamos la forma tipica de la PRC de
un oscilador autdbnomo cerca de una bifurcacion de Hopf (Fig. 3.2A)
[54]. Para negativo e intensidad del forzante f no nula, la PRC se
vuelve mas plana al aumentar f (Fig. 3.2A), hasta quedar dentro del
intervalo de incertidumbre definido experimentalmente. Estos valo-
res altos de f corresponden a un retorno rapido al ciclo estacionario,
consistente con la inspeccién visual de los registros experimentales
(Fig. 2.8A).

Para cuantificar este efecto, estimamos un tiempo caracteristico a
partir de los datos experimentales. Calculamos los tiempos de rela-
jacién seleccionando aquellos ciclos en los que la fase de la pertur-
bacion se encuentra entre 0,6 y 1,6 . Este rango garantiza que la
perturbacion ocurra durante la parte méas plana del ciclo, donde la
respuesta es mas clara y no queda enmascarada por el flanco ascne-
dente o descendente de la oscilacion. Ajustamos la relajacion con una
funcién exponencial, y definimos el tiempo de relajacion t, como la
constante de tiempo caracteristica de dicha exponencial (Fig. 3.2B).
Los tiempos de relajacién obtenidos son consistentemente pequefios
en relacion con la duracién del ciclo: t; = (0,023 0,008 veces la CD,
con dos neuronas que muestran valores ligeramente mayores pero
aun por debajo de 0,1 veces la cD (Fig. 3.2C).

En resumen, la teoria logra explicar la PRC plana observada expe-
rimentalmente a través de un acoplamiento fuerte con el forzante, y
los tiempos de relajacion medidos resultan consistentes con las pre-
dicciones del modelo.
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Figura 3.2: La teoria de oscilador forzado es consistente con una PRC plana.
(A) PRC numérica del modelo. Los parametros son los de la Ta-
bla C.1, excepto porf = 0y = 1 para oscilaciones autbnomas
(linea punteada), y f = 104, 104, 1,04 para oscilaciones forzadas
(lineas amarillas de mas oscuro a mas claro). (B) Fragmento de
un registro de un experimento de inyeccion de pulso breve de
corriente (linea gris), con ajuste exponencial de la respuesta a la
perturbacién (linea negra) y momento de la inyeccidn de corrien-
te (linea verde). (C) Tiempo de relajacién t; escalado por la cD
en el momento de la perturbacion T; (puntos). Las cajas repre-
sentan el rango intercuartil, la linea central es la mediana, y los
bigotes se extienden hasta 1,5 veces el rango intercuartil.

3.6 la teoria predice un defasaje entre células

En el estado estacionario, el oscilador se encuentra defasado en
respecto del forzante. Este desfase implica un defasaje temporal entre
ambas sefales, dado por

== (3.32)

Este defasaje se determina a partir de los valores de los parametros
del modelo mediante las Ecs. (3.13) y (3.32). Esperamos que estos
pardmetros sean similares entre neuronas del mismo tipo, lo que re-
sultaria en defasajes similares con respecto al forzante, y por ende en
un corrimiento cercano a cero entre ellas. Por el contrario, neuronas
de diferentes tipos pueden diferir en sus propiedades biofisicas, lo
gue llevaria a valores distintos de vy, en consecuencia, a un defasaje
relativo entre pares de neuronas no nulo.

En resumen, buscando un modelo consistente con la evidencia ex-
perimental, construimos una teoria de un oscilador de Hopf sub um-
bral, forzado por una sefial externa armonica. Si el acoplamiento en-
tre el forzante y el oscilador es suficientemente fuerte, este modelo
presenta una PRC escencialmente plana, consistente con resultados ex-
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perimentales. Ademas, calculamos cantidades analiticas —frecuencia,
amplitud, tiempos de relajacién— que se relacionan con caracteristi-
cas del sistema experimental. En lo que sigue, investigaremos la pre-
diccién sobre defasajes temporales entre neuronas de distinto tipo,
midiendo pares de LNvs, y relacionaremos las mediciones con los re-
sultados analiticos.






DEFASAJE ENTRE OSCILADORES

La teoria predice que si registramos pares de neuronas del mismo
tipo deberiamos encontrar un defasaje entre las oscilaciones escencial-
mente nulo, mientras que si medimos pares de neuronas de distinto
tipo, este podria resultar no nulo.

Para poner a prueba las predicciones de la teoria, realizamos re-
gistros simultdneos con patch clamp de pares de LNvs (Apéndice A).
Estos registros duales presentan un desafio técnico considerable debi-
do a la baja tasa de éxito de la técnica, incluso en configuraciones de
una sola célula. En este capitulo contrastamos estas nuevas medicio-
nes con las predicciones tedricas y parametrizamos completamente
el modelo, lo que nos permitira realizar nuevas predicciones. Ade-
mas, mostramos evidencia que sugiere la existencia de oscilaciones
colectivas en neuronas de la aMe.

4.1 registros en pares de Invs

Consistente con las predicciones de la teoria, encontramos que los
registros duales muestran que las oscilaciones de las LNvs son cohe-
rentes: los ciclos de potencial de membrana en ambas células estan
siempre coordinados a lo largo del registro (Fig. 4.1). Observamos
esta coherencia en todos los registros duales de pares ILNv-ILNv
(Fig. 4.1A, D, n = 9), sLNv-sLNv (Fig. 4.1B, E, n = 9) y sLNv-ILNv
(Fig. 4.1C, F, n = 18). Esta sincronia se hace particularmente evidente
cuando el patrén oscilatorio, normalmente muy regular, se interrum-
pe de forma breve y coordinada (Fig. 4.2A-C). Ademas, tras la exposi-
cion a mec, los registros duales muestran un decaimiento correlacio-
nado de la dindmica oscilatoria (Figs. 4.2D y 2.10D). En conjunto, esta
evidencia apunta hacia una fuente de sefial, el forzante, compartida
por todas las LNvs.

Para cuantificar el grado de coordinacion entre las oscilaciones de
membrana de cada par neuronal, calculamos las diferencias entre los
tiempos de cruce de umbral, como se introdujo anteriormente. Para
ello, detectamos los cruces de umbral en ambos canales usando el pro-
tocolo que usamos previamente. Luego, para cada cruce en un canal,
buscamos el cruce mas cercano en el otro. Esta seleccion no presenta
ambiglUedad, ya que solo se selecciona un cruce por ciclo. Si bien en
muchos casos cuando una de las neuronas omite un pulso durante la
oscilacion, la otra también lo hace (Fig. 4.2A-C), en ocasiones esto no
sucede, o a veces el ciclo en una de las dos neuronas no es detecta-
do por nuestro algoritmo. Para evitar medir defasajes artificialmente
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Figura 4.1: Las oscilaciones de potencial de membrana de ILNvs y sLNvs
son coherentes. (A-C) lzquierda: esquema del explante cerebral
gue muestra (A) ILNvs, (B) sLNvs, o (C) ILNvs y sLNvs junto
con los electrodos de registro. Derecha: fragmento de un regis-
tro dual representativo de pares de (A) ILNvs, (B) sLNvs, y (C)
una ILNvs (azul) y una sLNvs (rosa). Los recuadros indican el
zoom mostrado en los paneles D-F. (D-F) Arriba: esquema de
los pares registrados de (D) ILNvs, (E) SLNvs y (F) ILNv-sLNw.
Abajo: fragmentos representativos de los registros duales corres-
pondientes con analisis de cruces de umbral (linea punteada y
puntos). La linea punteada es s6lo esquematica, dado que se
usaron multiples umbrales, como describimos en el protocolo
correspondiente. Las lineas verticales sirven de guia visual para
resaltar la ausencia (D, E) o presencia (F) de defasaje temporal.
Las trasas éstan filtradas por fiit1  (gris) y posteriormente tam-
bién fiitz  (color).

grandes, descartamos pares de ciclos con una separacién mayor a 0,4
veces la duracién del ciclo local. Esto corresponde a intervalos entre
0,8 y 1,4 segundos, dependiendo del tiempo desde la diseccién, mul-
tiples veces el valor tipico de defasaje. A partir de los pares de cruces
de umbral estimamos un defasaje temporal medio de cada registro
(Figs. 4.1D-F y 4.3A). Este andlisis revelé que en pares del mismo ti-
po no hay defasaje entre los tiempos de cruce de umbral, mientras
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Figura 4.2: Las oscilaciones de LNvs se mantienen coordinadas incluso an-
te interrupciones. (A-C) Fragmentos representativos de registros
duales filtrados (filt1 , fit2 vy fit3 ) correspondientes a (A)
un par de ILNvs, (B) un par de sLNvs y (C) un par ILNv-sLNv.
(D) Fragmento representativo de un registro dual (lineas grises)
y sus versiones filtradas por filt2 ~ (lineas de color) de un par
formado por una (arriba) ILNv y una (abajo) sLNv, (izquierda)
antes y (derecha) 120 segundos después del inicio de la aplica-
cioén de mec.

que en pares de distinto tipo las sLNvs se retrasan sistematicamente
(0,12 0,02 seg con respecto a las ILNvs (Fig. 4.3A).

Para validar estos resultados, implementambos otro enfoque tam-
bién comunmente usado para medir corrimientos entre sefiales tem-
porales, un andlisis de correlacién cruzada [63]. Utilizamos sefiales
filtradas y sin tendencia (filtl ~ yfilt2 ), calculamos primero la corre-
lacion cruzada C entre los dos canales u(t) y v(t),

Z

C()=(u v()= u(v(t- )dt, (4.1)

donde denota convolucidn, y la integral se extiende sobre el tiempo
total del registro. Normalizamos C( ) dividiendo por su valor méaxi-
mo, dado que no estudiamos la magnitud de la correlacién. Imple-
mentamos esto utilizando las funciones correlate Yy correlaton — _
lags de scipy.signal . Definimos el defasaje entre canales como el
valor de correspondiente al maximo de C( ). Con esta metodologia
obtuvimos resultados similares a los de cruce de umbral: un alto gra-
do de sincronizacion en pares del mismo tipo (Fig. 4.3B, C, D) y un
defasaje de (0,14 0,03) seg con las ILNvs adelantadas respecto a las
sLNvs en pares de heterogéneos (Fig. 4.3B, E).

Ademas, calculamos valores locales de defasaje, para buscar ten-
dencias en el defasaje en funcion del tiempo y construir distribciones
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Figura 4.3: Existe un defasaje robusto entre las oscilaciones de potencial de
membrana de ILNvs Y sLNvs. (A, B) Cuantificacion de las media-
nas de los defasajes obtenidos para cada registro mediante (A)
cruces de umbral y (B) analisis de correlacion cruzada para dis-
tintos pares de LNv. Las cajas representan el rango intercuartil,
la barra es la mediana y los bigotes se extienden hasta 1.5 veces
el rango intercuartil. Las distribuciones de defasaje no difieren
significativamente de cero ( = 0,95) para pares del mismo tipo
celular, pero difieren significativamente de cero en pares ILNv-
sLNv (p < 10™ %), segin un test de Wilcoxon de una muestra,
con n = 9 pares ILNv-ILNv, n = 9 pares sSLNv-sLNv y n = 18
pares ILNv-sLNv. (C-E) Funciones de correlacién cruzada repre-
sentativas en registros individuales de pares de (C) ILNv, (D)
SLNV y (E) ILNv-SLNv.

de defasaje para cada par registrado. Para los cruces de umbral tene-
mos un valor de defasaje para cada ciclo. Para la correlacién cruzada,
utilizamos ventanas no solapadas de 10 segundos cada una. Encontra-
mos que las tendencias poblacionales se mantienen a nivel de pares
individuales segin ambos métodos (Fig. 4.4A, B), con un defasaje re-
lativamente constante entre células a medida que avanza el tiempo
desde la diseccién (Fig. 4.4C, D).

En resumen, nuestros resultados muestran un alto grado de sincro-
nizacién en las oscilaciones de membrana de pares de LNvs. Mientras
gue las neuronas del mismo tipo oscilan en sincronia sin defasaje,
los pares de tipos diferentes presentan un defasaje significativo. Es-
to concuerda con la teoria, que interpreta la coordinacibn como un
entrainment con un forzante comun para todas las LNvs y los defa-
sajes como resultado de diferencias en los parametros biofisicos que
definen cada tipo neuronal.
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Figura 4.4: Los defasajes temporales de pares individuales son consistentes
con los resultados a nivel poblacional. (A-D) Defasaje de distin-
tos pares neuronales obtenido a partir de registros duales me-
diante (A, C) andlisis de cruce por umbral y (B, D) correlacion
cruzada local, para pares de ILNv (puntos en tonos de azul),
pares de sLNv (puntos en tonos de rosa) y pares ILNv-sLNv
(puntos en tonos de verde). (A, B) Distribucion de los defasajes
temporales para cada registro. (C, D) Defasaje de cada registro
en funcion del tiempo desde diseccion. Los tonos de azul, rosa o
verde se corresponden entre los paneles superiores e inferiores.

42 parametrizacion de la teoria

En lo que sigue, parametrizaremos el modelo. Para ello, haremos
un uso extensivo de la interpretabilidad de la teoria en términos de ca-
racteristicas de la oscilacion. En particular, utilizaremos las relaciones
entre parametros del modelo (Tabla 3.1) y los valores de observables
—frecuencia, amplitud, tiempos de relajacién, defasajes relativos.

Primero, asumimos que la frecuencia del forzante en la Ec. (3.3)
es la misma para ambos tipos neuronales, en base a la observacion
de oscilaciones coherentes (Fig. 4.1). Suponiendo que los registros
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se encuentran en régimen estacionario, es decir, que las oscilaciones
estan entrained con el forzante, podemos estimar la frecuencia a
partir de la cD utilizando la expresion

2

= &5 (4.2)

Como la cD varia a lo largo del tiempo, seleccionamos un punto de
referencia 25 minutos después de la diseccion, donde CD = 2,20 s
(Figs. 2.2y 2.6).

La forma polar del oscilador forzado (Ecs. 3.4 y 3.5) incluye cinco
pardmetros que debemos determinar para cada tipo neuronal:

aL,bu,! oo, (4.3)
as,bs,! s, s.fs, (4.4)

donde el subindice L indica parametros asociados a ILNvs y S a sLNuvs.
A diferencia de la frecuencia del forzante, la intensidad de acopla-
miento al forzante f podria diferir entre tipos neuronales, ya que dis-
tintos tipos neuronales podrian responder de forma distinta a la sefial.
En este trabajo fijamos en un principio by = bg = 0 por simplicidad,
aungue mas adelante estudaiaremos su efecto sobre caracteristicas
del sistema.

Relacionamos los parametros del modelo con observables teéricos:

laamplitud rg, el defasaje temporal = = ,yeltiempo de relajacién
tr =- 1= , para ambos tipos neuronales
rLi L!tLl (45)
rSy SatS! (46)

a través de las soluciones de equilibrio (Ecs. 3.10 y 3.11) y la estabi-
lidad lineal (Ec. 3.20). En total, entre pardmetros y observables, tene-
mos 16 incégnitas.

Obtenemos la amplitud rg a partir de las amplitudes (de maximo
a minimo) de potencial de membrana medidas experimentalmente
(2ro): r. = 114 mV yrs = 89 mV (Fig. 2.5C). Si bien no medimos
directamente los defasajes respecto del forzante, si obtuvimos el de-
fasaje relativo entre sLNvs y ILNvs: s- | = 0,13s (Fig. 4.3). Ademas,
medimos el tiempo de relajacion en ILNvs: t| = 0,023 cD (Fig. 6.4E),
asumiremos tg = t_ por simplicidad.

Luego de estas mediciones y supuestos, quedan 9 incognitas. Al
aplicar las Ecs. (3.10), (3.11) y (3.20) a ambos tipos neuronales, se
obtienen 6 ecuaciones adicionales, lo que deja 3 grados de libertad,
3 parametros a explorar. En nuestro caso, elegimos variar el detuning

y el defasaje . Por un lado, se relacionacon! gy ! | a través

= - I, por lo que estableceremos la frecuencia caracteristica
de cada tipo neuronal independientemente. Por otro, se relaciona
con |y s través de la Ec. (3.32), y la condicion de defasaje relativo



4.2 parametrizacion de la teoria

s = L+ 0,13s, por lo que la determinar uno de los valores, el otro
quedara fijo. Con esto, los parametros restantes en las Ecs (4.3) y (4.4),
los valoresde ,ayf paralassLNvsy las ILNvs, guedan univocamente
determinados. La eleccién de parametros libres se basa en que, si bien
no conocemos los valores exactos de y , podemos hacer conjeturas
informadas sobre sus rangos posibles. Por un lado, razonamos que
la frecuencia caracteristica de las ILNvs y sLNvs podria ser similar a la
de las neuronas que actuan como forzantes, es decir, != 1. Por
otro lado, como hemos mencionado, conocemos el defasaje relativo
entre ILNvs y sLNvs a partir de los experimentos. Usamos ese valor
como escala de referencia para los desfases individuales con respecto
al forzante.

Invertimos las ecuaciones de equilibrio y estabilidad lineal para
obtener expresiones analiticas de los parametros restantes

a( | ):-7W+ , 4.7)
2 gt +

(,)=a(, )s- an (4.8)

f(, )=r0W, (4.9

donde estas aplican a ILNvs y sLNvs, omitimos los subindices L y S
por claridad. Estas expresiones nos permiten explorar cémo varian a,

y f enfuncibn de y en ambos tipos neuronales (Fig. 4.5A).

Escalamos los parametros para que compartan unidades y poda-
mos comparar directamente sus contribuciones a la dinamica en las
Ecs. (3.6) y (3.7). Encontramos que es posible identificar un conjun-
to de valores, tanto para sLNvs como para ILNvs, que es consistente
con todas las restricciones impuestas por los datos experimentales
(Fig. 4.5A, Tabla C.1). Para parametrizar el defasaje relativo entre ti-
pos neuronales, elegimos parametros tales que las ILNvs resultan mas
rdpidas y adelantadas con respecto al forzante (! | > , | >0),y
las sLNvs mas lentas y retrasadas (! s < , s <0)(Fig.4.5A). Con es-
ta eleccidn, los parametros escalados son similares entre ambos tipos
neuronales, lo que sugiere que todos los términos del modelo contri-
buyen de manera comparable a la dinamica, el término del forzante
dominando levemente (Tabla C.1). Ademas, los valores de ,ay f
resultan similares para ambos tipos de LNv.

La teoria también nos permite explorar como el forzante afecta a
los distintos observables (Fig. 4.6). La amplitud no se ve fuertemente
afectada por el detuning, pero crece de manera sostenida al aumentar
la intensidad del forzante. En cambio, el defasaje temporal aumenta
con el detuning y disminuye con mayor intensidad del forzante. El
defasaje relativo entre ILNvs y sLNvs se mantiene aproximadamente
constante al variar y disminuye si se incrementa la intensidad del
forzante. Finalmente, el tiempo de relajacion esta fuertemente con-
trolado por la intensidad de acoplamiento al forzante: tiempos de
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Figura 4.5: Relaciones tedricas entre parametros y observables. (A) Relacio-
nes dadas por las Ecs. (4.7) a (4.9) para ILNvs (linea azul) y sLNvs
(linea rosa), con parametros y observables segun la Tabla C.1
(puntos). Las lineas grises punteadas indican elecciones de para-
metros que resultan en >0 . Los parametros a y f se escalaron
usando ry para que tengan las mismas unidades que , de modo
gue sus magnitudes puedan compararse. El defasaje se norma-
liz6a2 ,yeldetuning = - ! alafrecuencia del forzante

relajacion cortos requieren valor de f alto, lo que da lugar a una PRC
tedrica plana (Fig. 3.2C), consistente con lo observado experimental-
mente (Fig. 2.8B). Los otros parametros del modelo también tienen
efectos sobre los observables, pero nos centramos en el detuning y la
intensidad del forzante, porque son factores clave que determinan la
dindmica oscilatoria forzada. Sera interesante disefiar experimentos
gue varien parametros del forzante de forma contorlada para evaluar
algunas de las predicciones hechas por la teoria.

En conjunto, estos resultados muestran que la teoria genérica es
consistente con nuestros datos experimentales tanto para ILNvs como
para sLNvs, con buen acuerdo cuantitativo respecto de la amplitud, el
tiempo de relajacion y el defasaje relativo entre ambos tipos neurona-
les.

43 oscilaciones en otras neuronas de la ame

Por ultimo, investigamos si la sincronizacién de las oscilaciones de
membrana se limita exclusivamente a las LNvs, 0 si se trata de un fe-
némeno mas general. Para ello, realizamos registros simultaneos con
patch clamp de pares neuronales compuestos por una LNv y una neu-
rona vecina no marcada con fluorescencia, ubicada a una distancia de
entre 15y 30 m dentro de la aMe. Denominamos a estas neuronas
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Figura 4.6: Los parametros controlan distintos aspectos de los observables
en la teoria. Mostramos la amplitud de oscilacion 2rg, el defasaje
, el corrimiento temporal , los autovalores . (linea sélida) y
- (linea punteada), y el tiempo de relajacion t, en funcion de
los parametros , a, , by f. Escalamos los parametros para
que tengan unidades de sec ! y asi poder compararlos entre si,
excepto el detuning , que se escal6 por la frecuencia de forzante
, de modo que = 1lcorrespondea! = 0.Indicamos como se
materializa el defasaje relativo entre ILNvs y sLNvs a partir de la
diferencia de sus defasajes respecto del forzante. Los observables
se calcularon para los valores de parametros de ILNv (puntos y
lineas azules) y sSLNv (puntos y lineas rosas) (Tabla C.1).

“aMe-PDF(-)” porque no contamos con informacion sobre su identi-
dad especifica, salvo su localizacion anatomica y el hecho de que no
expresan PDF.

Encontramos oscilaciones de membrana coherentes entre LNvs Yy
aMe-PDF(-), tanto en pares con ILNvs (Fig. 4.7A y C) como con sLNvs
(Fig. 4.7B y D), en todos los casos en que logramos registrar ambas
células. Utilizando el analisis de correlacion cruzada y el método de
cruce por umbral, detectamos defasajes consistentes entre las LNvs y
las aMe-PDF(-). En los pares ILNv-aMe-PDF(-), los lags son peque-
flos y predominantemente negativos (Fig. 4.7E). En los pares sSLNv-
aMe-PDF(-), cuatro de cinco aMe-PDF(-) mostraron lags positivos (se
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adelantan respecto a la sLNv), mientras que una presentoé un lag ne-

gativo (se retrasa) (Fig. 4.7F).

Estos resultados implican que las oscilacones de potencial de mem-
brana son un comportamiento entendido en la aMe, lo que sugiere
la existencia de oscilaciones colectivas en estaregion del cerebro de

maosca.
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Figura 4.7: Otras neuronas de la amMe también oscilan de forma coherente
con las LNvs. (A, B) Izquierda: esquema del explante cerebral que
muestra neuronas de la ame junto con (A) ILNvs y (B) sLNvs, con
electrodos de registro. La sombra gris oscura indica la region de
la ame. Derecha: fragmento de un registro duales representativo,
con (arriba) LNv y (abajo) neurona aMe-PDF(-), comenzando (A)
32 min y (B) 28 min después de la diseccion. Los recuadros mar-
can las zonas ampliadas en C y D. (C, D) Fragmentos representa-
tivos correspondientes a los recuadros en A 'y B. (E, F) Defasajes
obtenidos mediante (arriba) correlacion cruzada local y (abajo)
analisis de cruces de umbral para registros duales individuales
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4.4 resumen

44 resumen

En este capitulo pusimos a prueba predicciones de la teoria. A tra-
vés de registros de patch clamp simultaneos en pares de LNvs encontra-
mos que, en acuerdo con la teoria, las heuronas oscilan coherentemen-
te, con la misma frecuencia. Ademas, pares homogéneos, compuestos
por dos neuronas del mismo tipo, oscilan sin defasaje relativo entre
ellas. En cambio, en pares compuestos por una ILNv y una sLNv, la pri-
mera oscila siempre adelantada a la segunda. Con esta informacion,
las mediciones realizadas en el Capitulo 2 y algunas asunciones para-
metrizamos el modelo de forma consistente con la evidencia experi-
mental. Finalmente, encontramos que distintos pares heterogéneos de
neuronas, compuestos por una LNv y una neurona ho identificada en
la misma regién del cerebro, también tienen oscilaciones coherentes,
con defasajes de orden similar a los que medimos previamente. En
conjunto, estos resultados sugieren la existencia de ritmos colectivos
en las neuronas de la aMe.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En esta primera parte de la tesis nos enfocamos en estudiar oscilaco-
nes neuronales de potencial de membrana. En particular, estudiamos
un conjunto de neuronas circadianas en una region del cerebro de
drosophila llamada aMe. Estas neuronas, las LNvs, tienen un rol conoci-
do en mantener el ritmo circadiano y la regulacién del ciclo de suefio
y vigila, y se separan en dos grupos: las ILNvs y las sLNuvs.

Mediante mediciones de patch clamp en preparaciones ex vivo regis-
tramos oscilaciones de potencial de membrana consistentes, con fre-
cuencias sub-hertz, del orden de los 0,3 Hz. A través de cuantificacio-
nes rigurosas mostramos que la frecuencia de las oscilaciones decae
en funcidn del tiempo desde la diseccion del cerebro de forma similar
en ambos tipos neuronales. Realizamos experimentos para evaluar la
autonomia de estas oscilaciones. Encontramos que ILNvs exhiben una
PRC plana, y que la frecuencia de la oscilaciéon no varia al inyectar
pulsos de corriente negativa por periodos extensos de tiempo, lo cual
sugiere que las oscilaciones son de caracter exégeno. Consistentemen-
te, ambos tipos de LNv requieren la accién del neurotransmisor ACh
para sostener su actividad oscilatoria.

Basandonos en estos hallazgos, propusimos una teoria genérica de
oscilador forzado. Esta teoria predice que neuronas del mismo tipo
deberian oscilar en sincronia, mientras que podrian observarse de-
fasajes entre tipos neuronales distintos. Confirmamos ambas predic-
ciones con registros de patch clamp duales: observamos que las sLNvs
oscilan sisteméaticamente retrasadas respecto a las ILNvs. Luego exten-
dimos estos registros a pares compuestos por una LNv y una neurona
vecina no identificada de la aMe, y encontramos que también estaban
coordinadas, aunque con defasajes variados. Esta observacién motiva
la hip6tesis de que existen ritmos colectivos en la aMe, resultantes de
la coherencia entre las oscilaciones de membrana de neuronas locales.
Sera necesario continuar explorando esta posibilidad y desentrafiar
la funcion de esta posible propiedad emergente de la red neuronal en
la aMe.

51 el origen de las oscilaciones neuronales colectu-
vas

Nuestros resultados aportan evidencia sélida en favor oscilaciones
sincronizadas del potencial de membrana en neuronas del reloj de
Drosophila, en concordancia con un trabajo reciente [38]. Distintas li-
neas de evidencia indican ademas que la frecuencia de estas oscila-
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ciones depende de la integridad de los circuitos visuales. En primer
lugar, observamos que la frecuencia de oscilacién de las LNvs disminu-
ye progresivamente en preparaciones ex vivo (Figs. 2.2, 2.3 y 2.6) [37].
Las LNvs, sobre todo las ILNvs, reciben informacion del I6bulo 6ptico,
y durante la preparacion del cerebro para los registros electrofisioldgi-
cos se separa el cerebro de los ojos. El decaimiento de la frecuencia se
debe presumiblemente a la interrupcion de las sefiales visuales que se
pierden en este proceso. En segundo lugar, esta disminucién es mas
lenta en preparaciones ex vivo semi-intactas [37], donde se conservan
los ojos adosados al cerebro, y dichas sefiales se conservan en ma-
yor medida. Por dltimo, las oscilaciones registradas in vivo presentan
frecuencias mas altas [38]. Todo esto sugiere que las sefiales visuales
juegan un rol activo en mantener la oscilacién.

Nuestra cuantificacion de esta ralentizacién tiene implicancias préac-
ticas para experimentos ex vivo en general. Argumentamos que es
importante documentar el tiempo transcurrido desde la diseccion en
cualquier ensayo realizado sobre explantes cerebrales. Para comparar
cuantitativamente condiciones experimentales o genotipos distintos,
es esencial obtener registros en intervalos temporales similares desde
la diseccion.

En los circuitos de procesamiento visual de la mosca, el neurotrans-
misor mas prevalente es la acetilcolina (Ach) [59]. Diversas observa-
ciones apoyan la hipotesis de que las oscilaciones sincronizadas de
las neuronas circadianas son impulsadas por sefiales colinérgicas co-
munes a todas las LNvs (Figs. 2.8 y 2.10) [37, 38]. Un posible origen de
esta sefial de Ach es un subconjunto de neuronas de la aMe marcadas
por el controlador VT037867-Gal4, que han sido identificadas como
presinapticas de las neuronas del reloj circadiano [38, 64]. No se ha es-
tudiado si estas mismas células también proveen sefiales colinérgicas
a otras neuronas no circadianas de la aMe, por lo que es una cuestion
abierta que debera abordarse en trabajos futuros.

5.2 el origen del defasaje entre pares de neuronas

Encontramos una oscilacién global coherente en todos los pares
neuronales registrados, con ciclos de potencial de membrana coordi-
nados a lo largo de los registros. Al registrar dos neuronas del mismo
tipo de LNv, observamos una sincronizacion fuerte y sin defasaje. Por
el contrario, en pares de distintos tipos neuronales detectamos defa-
sajes consistentes, con las sLNvs siempre retrasadas entre 0,10y 0,16
segundos respecto a las ILNvs (Fig. 4.3). Crucialmente, observamos
defasajes entre LNvs y otras neuronas de la aMe, lo que sugiere que
esta podria ser una caracteristica generalizada de la red. Si bien en
nuestros registros este defasaje es evidente en las trazas de voltaje, y
lo pudimos cuantificar de forma consistente por multiples métodos,
es pertinente mencionar que un trabajo previo no report6 dichos de-
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fasajes temporales en las oscilaciones de las neuronas reloj [38]. Este
trabajo reporta escasamente sobre la duracién y variabilidad de los
registros utilizados, por lo que este autor no siente que haya informa-
cion suficiente para discutir el contrate entre estos resultados.

Dado que el defasaje entre ILNvs y sLNvs es del orden de los 100ms,
esperamos que el defasaje con respecto al forzante —alin desconocido-
sea de ese orden. ;Cual podria ser la causa de este defasaje? Recien-
temente se completé un atlas de la conectividad sinéptica a nivel ce-
rebral en Drosophila, lo que posibilita explorar qué neuronas se comu-
nican con las neuronas de la aMe. Sin embargo, el retraso observado
resulta dificil de explicar mediante sinapsis quimicas individuales,
gue actian a escalas temporales mucho més cortas, del orden de los
pocos milisegundos.

Una alternativa es que el defasaje surja por diferencias en las vias
colinérgicas de sefializacién. Si bien la neurotransmision colinérgica
puede ser extremadamente rdpida —como en la unién neuromuscu-
lar—, también puede ser més lenta, dependiendo del tipo de receptor
de Ach expresado, su localizacion relativa al sitio de liberacion y la ac-
tividad de encimas que limitan la actividad de este neurotransmisor
en el entorno extracelular [65]. En Drosophila se han identificado al me-
nos diez genes que codifican subunidades de receptores nicotinicos
de Ach [66], capaces de ensamblarse en multiples combinaciones fun-
cionales. Diferencias en el procesamiento de las sefiales colinérgicas
podrian entonces explicar los defasajes entre tipos neuronales. Ade-
mas de las sefiales colinérgicas, los defasajes podrian implicar modu-
lacion peptidérgica, un proceso mas lento, que involucra difusion de
péptidos a través del volumen extracelular. Diversos neuropéptidos
se expresan en la aMe de insectos [67, 68], y muchos de sus receptores
estan presentes en neuronas reloj [69]. Sin embargo, su estudio se ve
limitado por la falta de herramientas genéticas versatiles, y su rol fun-
cional dentro de circuitos intactos alin requiere mayor investigacion.

Aungue estas hipdtesis merecen ser exploradas, aqui propusimos
una descripcion teorica genérica, capaz de reproducir los defasajes
observados entre neuronas independientemente de la naturaleza de
las sefiales involucradas. En el marco de esta teoria, cada neurona
muestra un defasaje determinado por paradmetros que resumen pro-
piedades fisiolégicas intrinsecas. Por ejemplo, la constante de tiempo
de membrana podria influir en la frecuencia caracteristica ! , y la in-
tensidad de acoplamiento al forzante f podria estar modulada por la
sensibilidad a la sefial sinaptica. Dado que distintos tipos neuronales
pueden diferir en estas propiedades, esperamos que exhiban defasa-
jes diversos respecto al forzante. La teoria también predice efectos ex-
perimentalmente verificables, como una reduccion del defasaje y un
aumento de la amplitud oscilatoria al aumentar la fuerza del forzante.
En resumen, nuestra teoria proporciona una explicacién parsimonio-
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sa del defasaje observado entre pares de neuronas en la aMe, basada
en diferencias biofisicas entre tipos neuronales.

5.3 un rol para el defasaje: ondas viajeras

Si no existieran defasajes entre neuronas, esperariamos un ritmo
colectivo en el que todos los tipos neuronales oscilaran en sincronia.
En contraste, la presencia de defasajes sistematicos, como los que re-
portamos aqui, sugiere la existencia de ondas viajeras de actividad
neuronal en el cerebro de la mosca. Las ondas cerebrales podrian
ser relevantes para ordenar temporalmente la activacién neuronal, un
proceso que se cree fundamental para la funciéon cerebral [2, 70, 71].
Se han propuesto varios mecanismos para la propagacion de ondas
en redes neuronales, incluyendo: (i) osciladores auténomos acoplados
localmente, (ii) propagacion sinaptica de pulsos desde un oscilador
central, y (iii) estimulacion directa con retrasos crecientes desde un
oscilador unico [71]. Aqui sugerimos una posibilidad adicional: (iv)
gue las propiedades biofisicas de cada neurona determinan su defa-
saje respecto a un forzante comun. En este escenario, la propagacion
de ondas podria reflejar una topologia funcional mas compleja que el
espacio fisico tridimensional.

En trabajos recientes, registros multielectrodo de potencial de cam-
po local —es decir valores medios de potencial eléctrico, en contraste
con mediciones en células individuales— sugieren que las oscilaciones
pueden viajar entre regiones cerebrales en Drosophila, aportando evi-
dencia indirecta de ondas cerebrales [72]. Una evidencia mas directa
podria obtenerse mediante imagenes mesoscopicas de alta resolucion
utilizando sensores de voltaje. El mapeo de defasajes en otros elemen-
tos oscilatorios del cerebro de la mosca también contribuiria a validar
la existencia de ondas viajeras.

54 ¢son las oscilaciones en la ame parte de un compor-
tamiento colectivo extendido?

La aMe es una region cerebral situada entre los I6bulos épticos vy el
cerebro central. Esta ubicacion le confiere un rol crucial, ya que las
moscas dependen fuertemente de la vision para percibir su entorno.
En Drosophila, mas de la mitad de las neuronas del cerebro se loca-
lizan en los l6bulos épticos [73], organizadas en neuropilas estratifi-
cadas dedicadas al procesamiento visual. La informacion visual debe
atravesar la aMe para alcanzar el cerebro central, donde se integra
con otras modalidades sensoriales y con informacion previamente al-
macenada, dando lugar finalmente a comportamientos motores [74].
Se han descripto proyecciones axonales que pasan a través de la aMe
y conectan con el cerebro central, involucradas en la formacion de
memoria visual y la ubicacion espacial [59]. Sin embargo, la aMme no



55 ¢es la ame el segundero del cerebro de mosca?

alberga Unicamente proyecciones axonales, también contiene nume-
rosos somas neuronales. Hasta donde sabemos, sélo unas pocas de
estas neuronas —vinculadas a circuitos circadianos- tienen funciones
caracterizadas. En este trabajo mostramos que muchas otras neuronas
de la amvie, no identificadas y en principio no caracterizadas, presentan
oscilaciones sincronizadas en su potencial de membrana. Sera nece-
sario explorar sus posibles funciones mas alla del control circadiano,
asi como el significado funcional de su oscilacién coherente.

Las oscilaciones en la aMe podrian extenderse a otras regiones del
cerebro de Drosophila. Distintos trabajos apuntan en esta direccion. Se
ha reportado que neuronas en la médula oscilan espontaneamente
a 0,35 Hz en oscuridad [75], y que grupos de neuronas circadianas
dorsales oscilan a frecuencias similares (0,3 a 0,4 Hz) [38]. Aunque
no se ha evaluado la sincronia entre estas neuronas y las de la aMe,
la coincidencia en frecuencia sugiere una posible relacion. Neuronas
involucradas en la regulacion del suefio también muestran actividad
sincronizada con frecuencias comparables [76]. En conjunto, la evi-
dencia sugiere que distintas poblaciones neuronales del cerebro de
Drosophila presentan actividad oscilatoria sincronizada del potencial
de membrana.

55 ¢es la ame el segundero del cerebro de mosca?

Las oscilaciones neuronales introducen un nivel adicional de modu-
lacion en la integracion de sefales [2]. La fase del ciclo oscilatorio en
la que se recibe un estimulo sinaptico puede afectar su procesamiento
y su efecto sobre la neurona receptora [77-80]. En neuronas no oscila-
torias, la respuesta a sefiales depende Unicamente de la suma espacial
y temporal de los estimulos recibidos. En cambio, en neuronas oscila-
torias, un mismo estimulo puede tener efectos distintos segun la fase
del ciclo en que ocurre.

Las LNvs son neuronas altamente integradoras: reciben informacion
desde circuitos visuales [37, 64], fotorreceptores extrarretinales [81],
la luz ambiental [82-85], y multiples neuronas circadianas y no circa-
dianas [86]. Al modelar la integracidén de estas sefiales, es importante
considerar su actividad oscilatoria.

La amMe de Drosophila alberga componentes del reloj circadiano, es
decir, componentes cuya actividad esté en la escala de decenas de ho-
ras. Sin embargo, también puede resultar Gtil para predecir eventos
en escalas temporales mas cortas. Los mecanismos celulares y molecu-
lares asociados a relojes ultradianos son mucho menos conocidos [87,
88], aunque recientemente se ha demostrado que Drosophila puede es-
timar intervalos de tiempo del orden de segundos [89]. (Podrian las
oscilaciones de membrana de las neuronas de la aMe tener un rol en
el segundero de la mosca? Esta posibilidad merece ser explorada.
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Parte Il

OSCILACIONES COLECTIVAS EN EL RELOJ DE
SEGMENTACION EN VERTEBRADOS

En esta segunda parte de la tesis nos enfocaremos en el
estudio de oscilaciones en el contexto del desarrollo em-
brionario de vertebrados. Construiremos una descripcion
tedrica de una poblacion de osciladores que, acoplandose
a través de un campo medio, se sincronizan entre si.






INTRODUCCION

6.1 el desarrollo embrionario como ciencia

El desarrollo embrionario es el proceso mediante el cual un or-
ganismo multicelular se forma a partir de una Unica célula inicial
(Fig. 6.1A-C). Este pasaje de la unicelularidad a la complejidad de un
organismo multicelular completo ha ocurrido en cada linaje multice-
lular desde el origen mismo de la multicelularidad, y se repite con
cada nuevo individuo, incluyendo al lector y el autor de esta tesis. En
el caso particular de los cordados —un grupo muy amplio que incluye
a todos los animales que tenemos médula espinal—-, este proceso ha
conservado caracteristicas generales a lo largo de la evolucién, lo que
permite identificar mecanismos compartidos desde los primeros re-
presentantes del grupo hasta los organismos actuales. A través de una
sucesion de divisiones, movimientos celulares, cambios morfolégicos
y eventos de sefializacién, se construyen estructuras organizadas con
formas, funciones y comportamientos definidos. Este proceso no sélo
da origen a los diferentes tipos celulares, sino que también establece
su disposicion espacial y sus interacciones funcionales, dando lugar
a tejidos, érganos y sistemas coherentes.

Una de las manifestaciones fundamentales del desarrollo es la dife-
renciacion celular, es decir, el proceso por el cual células que inicial-
mente son equivalentes adquieren roles, morfologia y funcionalidad
especifica. En muchos contextos, especialmente en tejidos adultos, la
division celular tiende a producir células hijas con funciones similares
a la de la madre, lo que contrasta con lo que ocurre durante el desa-
rrollo embrionario. Durante el desarrollo embrionario, las divisiones
celulares suelen estar acompafadas por la generacion de diversidad:
células hijas que adoptan destinos distintos. Esta diferenciacion ocu-
rre de manera ordenada y progresiva, y suele estar acompafnada por
la pérdida de plasticidad: a medida que las células avanzan en su tra-
yectoria de diferenciacion, disminuye su capacidad para generar otros
tipos celulares. Sin embargo, el desarrollo no se limita a la diferencia-
cion aislada, sino que también implica la organizacién jerarquica de
las células en estructuras mayores, como tejidos, donde aspectos co-
mo la polaridad —anisotropia, en términos fisicos—, la adhesién y la
comunicacion intercelular son fundamentales.

La biologia del desarrollo busca comprender los principios que go-
biernan estos procesos. ;Cémo adquieren las células su identidad?
¢{COmo se generan patrones espaciales complejos a partir de sefiales
locales? ;| De qué modo interaccionan los programas genéticos con se-
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Rales bioquimicas y mecanicas del entorno? Estas preguntas motivan
una gran parte del trabajo en el area, que integra enfoques experi-
mentales y tedricos, desde la biologia molecular hasta la fisica del
desarrollo.

El interés por el desarrollo tiene raices antiguas. En la Grecia cla-
sica, Aristoteles —porque siempre este caballero esta en el origen de
la discusion de todas las ciencias— ya observaba embriones de pollo
y propuso que las estructuras se generaban progresivamente durante
la embriogénesis, una postura conocida como epigénesis. Esta vision
contrastaba con el preformacionismo, que si bien ya estaba presente
en aquella época, fue defendido siglos mas tarde. Seguln esta corrien-
te, el organismo ya existia completo en miniatura desde la fecunda-
cion. Durante los siglos XVII y XVIII, con el surgimiento de la mi-
croscopia, se acumulé evidencia observacional pero no se resolvio el
debate. Recién en el siglo XIX, con el desarrollo de la teoria celular y
el trabajo de embridlogos como Karl Ernst von Baer, se consolidé la
idea de que los embriones de diferentes especies comparten estadios
iniciales similares y divergen conforme avanza su desarrollo.

A

Figura 6.1: Etapas del desarrollo embrionario de un pez cebra. (A) Estadio
de una célula. (B) Mdltiples horas luego de la fertilziacion. (C)
Adulto. (D) Patron esqueletal de un juvenil de dos meses de
edad [90]. (E) Estadios de la segmentacion. Tridngulos rojos indi-
can el segmento formado maés recientemente. [91].

A comienzos del siglo XX, los avances experimentales permitieron
empezar a entender los mecanismos detras de esos cambios. Hans
Driesch demostré, a través de un experimento con embriones de erizo
de mar, que al separar las células tras las primeras divisiones, cada
una de ellas era capaz de desarrollar un organismo completo. Este
resultado desafiaba la idea de que el destino celular estuviera fijado
desde el inicio, y sugeria que la informacion necesaria para el desarro-
llo estaba distribuida y conservaba flexibilidad en etapas tempranas.
Poco después, Spemann y Mangold demostraron la existencia de re-
giones del embridn capaces de organizar el destino de otras células
vecinas, lo que introdujo el concepto de induccién. Estas ideas abrie-
ron el camino para pensar el desarrollo como un proceso dindmico,
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en el que las decisiones celulares dependen tanto de su historia como
de las interacciones con su entorno.

Con la aparicion de la genética molecular como area de estudio y
caja de herramientas, la biologia del desarrollo se transformoé radi-
calmente. El descubrimiento de genes reguladores, como los genes
Hox, mostré que el patrén corporal podia entenderse como la conse-
cuencia de programas genéticos especificos, regulados en el tiempo
y el espacio. En paralelo, surgieron modelos teéricos que buscaban
explicar como emergen patrones espaciales a partir de interacciones
locales, como los modelos de reaccion-difusion propuestos por Alan
Turing. Estos enfoques establecieron una relacion entre experimenta-
cion y herramientas matematicas y computacionales, dando lugar a
una vision mas integrada del desarrollo como sistema dindmico.

Actualmente, la biologia del desarrollo es una disciplina consoli-
dada que no sélo busca entender los procesos de diferenciacion y
formacion de estructuras durante el desarrollo embrionario, sino que
también tiene implicancias en areas como la medicina regenerativa y
las terapias con células madre. A medida que se profundiza en los
mecanismos que regulan el destino celular, se abren nuevas posibi-
lidades para intervenir en contextos patoldgicos o de reparacion de
tejidos. Como toda ciencia bésica, ha encontrado inexorablemente su
aplicacion en mejorar la calidad de vida de la gente.

Ademas, la interaccion con las matematicas se ha vuelto cada vez
mas estrecha: modelos matematicos y simulaciones computacionales
permiten explorar hipdtesis sobre autoorganizacion, estabilidad de
patrones y dinamica espaciotemporal. En este sentido, la idea funda-
cional de Turing de que patrones complejos pueden emerger de re-
glas locales simples sigue siendo una referencia central para muchos
enfoques actuales en el campo.

6.2 somitogénesisy el modelo de relojy frente de onda

La formacién de patrones es un aspecto fundamental del desarrollo
embrionario. Estructuras como los dedos, las ramas del arbol bron-
quial o los segmentos vertebrales no surgen de manera azarosa, sino
a partir de mecanismos precisos que traducen informacion genética
y bioguimica en organizacién espacial. La idea de que reglas locales
pueden dar lugar a orden global tiene una larga tradicion en biologia
tedrica. El caso de la somitogénesis en vertebrados retoma y ejempli-
fica muchas de estas ideas: se trata de un proceso donde oscilaciones
temporales se traducen en estructuras espaciales repetitivas, median-
te una interaccién compleja entre mecanismos genéticos, celulares y
fisicos que producen una secuencia ordenada de segmentos [92, 93].

La somitogénesis es el proceso por el cual se forman los somitos,
estructuras transitorias que se forman con un ritmo fijo a lo largo
del eje del cuerpo en el embrién de vertebrados, y que actlan co-
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mo precursores de elementos repetitivos como Vértebras, costillas o
parte de los musculos esqueléticos (Fig. 6.1D). La formacién de somi-
tos ocurre a partir de un tejido no segmentado llamado mesodermo
pre-somitico —presomitic mesoderm (PSM), que se encuentra en la parte
posterior del embridn y se va alargando a medida que se forman nue-
Vvos segmentos en la parte anterior (Fig. 6.1E). El ritmo de formacién
de los somitos es sorprendentemente preciso y varia entre especies:
ocurre aproximadamente cada 2 horas en el ratdén, cada 90 minutos
en el pollo, y puede alcanzar hasta 5 horas en humanos. En el caso
del pez cebra, que serd el modelo bioldgico de estudio de esta te-
sis, este ritmo es de alrededor de 25 minutos. En el corazén de esta
regularidad se encuentra un mecanismo de ordenamiento temporal
altamente controlado durante el desarrollo. Esto es, este ritmo cons-
tante implica la existencia de un temporizador biolégico. Alteraciones
en la somitogénesis pueden causar malformaciones congénitas, como
vértebras fusionadas o escoliosis congénita, lo que subraya la impor-
tancia funcional y clinica de este proceso. Ademas, la somitogénesis
es una caracteristica evolutivamente conservada entre los vertebra-
dos, lo que sugiere que los mecanismos que la regulan también estan
profundamente arraigados.

En 1976, Cooke y Zeeman propusieron un modelo conceptual cono-
cido como “reloj y frente de onda” (clock and wavefront) para explicar
la impresionante regularidad en la cantidad de segmentos en embrio-
nes de la misma especie [94]. Durante la segmentacion, los somitos
parecen ajustar su tamafio al del embrion al momento del comienzo
de la somitogénesis, de forma que la cantidad total de segmentos (y
por ende cantidad de vértebras en el adulto) es increiblemente con-
sistente [94, 95]. Segln este modelo, un reloj biolégico, sobre cuya
naturaleza no se preocuparon, oscila dentro de las células del Psm.
Mientras tanto, una onda de diferenciacion (el frente de onda) se pro-
paga en direccion anteroposterior a una velocidad v (Fig. 6.2). Cuando
esta onda alcanza una regién del pPsm, detiene las oscilaciones del re-
loj en esa posicidn, fijando asi el estado del sistema en ese momento.
Esto deja atras un patrén espacial periodico, producto de oscilacio-
nes temporales congeladas en el espacio. De este modo, el tamafio
de los somitos formados S estd determinado por la relacién entre la
velocidad del frente y el periodo del reloj T:

S=vT. (6.1)

Ademas, si el proceso de segmentacion ocurre durante un tiempo
total d, el nUmero de segmentos resultantes serd n = d=T. Crucial-
mente, la cantidad de somitos es la misma, independientemente del
tamafio del embrién al comienzo de la somitogénesis, si la velocidad
del reloj y el tiempo total del proceso son constantes de individuo a
individuo. Esto podria ser el caso si, por ejemplo, estuvieran determi-
nados genéticamente, y no por factores mecanicos. Esta idea elegante
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proporciona propociona un marco conceptual intuitivo para visuali-
zar como la estructura temporal se convierte en espacial.

Time
A
N W s @ ms: @ ms:
st @O I N | | s2 @
: [ so N G 5 |
5-1 0] so [T

u kL_J/
y
FGF/Wnt gradient Notch-related clock gene expression

Retinoic acid M Rostro-caudal somite patterning
Tbx6

-

Figura 6.2: Modelo del reloj y frente de onda. Oscilaciones coordinadas de
genes relacionados a la via Notch se originan en el extremo pos-
terior del embrién, etiquetado con la letra P, y migran anterior-
mente, direccion etiquetada con la letra A. Gradientes de morfé-
genos como FGF, Wnt y &cido retinoico controlan el arresto de
las oscilaciones y la formacion de los segmentos, etiquetados SO,
S1, etc. Adaptado de la Ref. [96].

En los afos posteriores, el descubrimiento de oscilaciones génicas
en las células del psm proveyeron el “reloj” del modelo de Cooke y
Zeeman. Estas oscilaciones fueron originalmente encontradas en ex-
perimentos de hibridacién in-situ [97], un procedimiento experimen-
tal en el cual se fija el tejido de un embridn y, a través de sondas
de acidos nucléicos, se tifie la regidon que expresa un dado gen [98].
Fijando multiples embriones en diferentes etapas del desarrollo, se
pueden observar las variaciones temporales de los patrones de expre-
sion [99] (Fig. 6.3). Mas recientemente, reporteros fluorescentes per-
mitieron observar las oscilaciones in-vivo, y cuantificar oscilaciones
en células individuales en el tejido en desarrollo [100-102]. El periodo
de estas oscilaciones coincide con el periodo de formacion de somitos,
lo que sugiere la conexién con el modelo de reloj y frente de onda. Es-
ta red de osciladores génicos que marcan el paso de la morfogénesis
llevan el nombre de “reloj de segmentacion” [103-106].

La existencia de estos osciladores a nivel célula Unica, puede en-
tenderse como un primer nivel de organizacion de este sistema [103]:
localmente, cada célula del PsM se organiza temporalmente para for-
mar oscilaciones. Un nivel més arriba, células vecinas se coordinan
localmente para generar oscilaciones sincronizadas. La coordinacion
se lleva a cabo por comunicacion de corto alcance, a traves de la via
Delta-Notch y organiza las oscilaciones en ondas que viajan a lo lar-
go del psm [107-109]. En el tercer nivel, un conjunto de gradientes de
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Figura 6.3: Izquierda: Revelados de hibridacion in situ de ARNm de her7 en
embriones de pez cebra en dos momentos consecutivos durante
el estadio de 10 somitos. Se observa como la expresién de her7
varia su patron espacial a con el pasar del tiempo. Centro: El do-
ble mutante de herl y hes6 no presenta el patrén espacial, lo que
(derecha) resulta en una segmentacion defectuosa. Adaptado de
la Ref. [99].
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morfégenos —FGF, Wnt, acido retinoico, entre otros- regula el cese de
las oscilaciones de las ondas viajeras a lo largo del eje anteroposte-
rior [110, 111]. La interaccidn entre estos niveles permite que oscila-
ciones inicialmente dindmicas se conviertan en patrones espaciales.

En esta tesis nos enfocaremos fuertemente en el segundo nivel: la
sincronizacion a nivel local. Estudiaremos este proceso en la region
maés poserior del Psm, llamada tailbud. En esta region, las células al-
tamente moviles [112, 113] inician sus oscilaciones de forma coordi-
nada, completando un par de ciclos antes de migrar hacia en direc-
cion anterior [109]. Desde aqui, a medida que el PsM se elonga se
generan las ondas viajeras. La sincronizacion es llevada a cabo por
la via de sefializacion de Notch [114]. Experimentos en los que se
bloguea temporalmente esta via muestran pérdida progresiva del pa-
tron de segmentacion, que puede recuperarse si se restablece la co-
municacion [109]. Esto demuestra que la sincronizacion no solo es
un fendmeno emergente, sino también un requisito funcional para el
desarrollo ordenado del eje corporal en vertebrados.

El interés del estudio de la via de Notch va mas alla de la somi-
togénesis en vertebrados. Es una via de sefializacién involucrada en
procesos de desarrollo y diferenciacién tan variados como se pueda
pensar [115-118]. Coordina la formacion de neuronas en multiples
tejidos [119-122], organiza el destino de progenitores de células pan-
credticas [123] y establece los patrones de células en la retina [124,
125] entre muchos otros procesos. También cumple roles en diferen-
ciacion en organismos adultos, en la formacion de nuevas neuronas
en el cerebro [126], la diferenciacion de células de la sangre en mos-
ca [127] y la regeneracion de tejidos [128]. A su vez, problemas en esta
Via estan asociados con una variedad de patologias [129-131]. Esta ver-
satilidad para cumplir roles en una miriada de contextos se mantiene
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como una pregunta abierta interesante. En esta tesis aportaremos al
cuerpo de conocimiento del funcionamiento de la via Delta-Notch,
investigaremos posibles modalidades de sefializacion poco explora-
das hasta ahora, e intentaremos hechar luz sobre los roles de algunos
componentes de la via.

6.3 bases moleculares del oscilador en pez cebra

En esta tesis nos enfocaremos en la sincronziacién del reloj de seg-
mentacion, especificamente en pez cebra (Danio rerio), un modelo am-
pliamente utilizado en estudios de desarrollo por su transparencia
embrionaria, rapidez en la formacién de somitos y accesibilidad ex-
perimental.

El circuito central del reloj de segmentacion esta constituido por
una red de osciladores genéticos distribuidos en el psm. Cada célula
alberga un oscilador autonomo, generado por la expresion oscilante
de genes de la familia her[99, 132-136] (Fig. 6.3). Estos factores for-
man dimeros que se autorregulan negativamente y son responsables
de las oscilaciones periddicas. En particular, el sistema esta compues-
to por dos ciclos de autoregulacion: uno mediado por homodimeros
de Herl, y otro por heterodimeros entre Her7 y Hes6 [99]. Si bien
todas las combinacines de dimeros de estas tres proteinas se forman,
solo estos dos dimeros tienen actividad de unién al ADN y regulan
directamente la expresién de herl y her7. Los deméas dimeros posi-
bles (como Herl:Her7 o Hes6:Hes6) carecen de actividad reguladora
directa, pero secuestran mondmeros y afectan indirectamente la dis-
ponibilidad de los dimeros activos.

El acoplamiento entre estos osciladores individuales ocurre a traves
de la via de sefializacion Notch (Fig. 6.4B). Cuando un receptor Notch
en la mebrana de una célula interactiia con un ligando de la familia
DSL en una célula vecina, el receptor sufre una modificaciéon confor-
macional que lleva al clivaje de la proteina, lo cual libera el dominio
intracelular de Notch —Notch Intra-cellular Domain (NICD) en la prime-
ra célula [137, 138]. El ligando unido al restante dominio extracelular
de Notch —Notch Extra-cellular Domain (NECD) es internalizado en la
segunda célula, y presuntamente degradado. Para que este proceso
pueda ser llevado a cabo, el ligando debe primero pasar por un pro-
ceso de maduracion complejo que incluye modificaciones postraduc-
cionales (glicosilacion, ubiquitinacién), y trafico intracelular que son
esenciales para su funcionalidad en la sefializacién Notch [118, 137,
138].

Los genes her no solo oscilan en su propia expresién, sino que re-
gulan la transcripcién de deltaC, un ligando de Notch de la famila
DSL que también muestra un patron de expresion oscilante [107].
DeltaC se localiza en la membrana celular y, al interactuar con re-
ceptores Notch de células adyacentes, desencadena la liberacién del
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Figura 6.4: (A) Representacione esquematica del embridén de pez cebra du-
rante la segmentacidn, indicando la cabeza, la cola, los segmen-
tos recientemente formados, y la regién no diferenciada donde
se expresa el reloj de sincronziacion (verde). (B) El acoplamiento
inter-celular a través de la via Notch sincroniza osciladores in-
dividuales. (C, D) Representacién esquemética del embrién de
pez cebra mostrando (C) fronteras entre segmentos sanos (lineas
negras) y (D) segmentos defectuosos (lineas rotas). El triangulo
rojo indica la aparicion del primer defecto. Un zoom del extremo
de la cola muestra (C) osciladores individuales sincronizados en
presencia de acoplamiento (barras azules) o (D) desincronizados,
en ausencia de acoplamiento.

NICD. Este migra al nucleo de la célula vecina, donde se une al factor
de transcripciéon CSL y al co-activador Mastermind-like, formando
un complejo activador que induce la expresion de her, cerrando asi
el lazo de comunicacion. De este modo, el estado oscilatorio de una
célula influye en la dindmica de sus vecinas, generando un acopla-
miento de corto alcance que sincorniza los osciladores y genera el
patron de segmentos(Fig. 6.4C).

La importancia de esta interaccion se evidencia en experimentos
donde se perturba el funcionamiento de la cia Delta-Notch. Por ejem-
plo, embriones con mutaciones en deltaC o notchla, o tratados con
inhibidores como DAPT que bloquean la liberacién del NICD, forman
inicialmente algunos somitos normales, pero luego desarrollan defec-
tos de segmentacién [107, 139-141]. En promedio, los mutantes de
deltaC y los embriones tratados con DAPT forman alrededor de 5.5
segmentos normales antes de la aparicién de defectos, mientras que
los mutantes de notchla forman en promedio 8. Estos resultados die-



6.4 primera hipotesis y ultimos comentarios

ron lugar a la llamada “hipadtesis de desincronizacion”: si bien el sis-
tema comienza en un estado sincronizado [109], en ausencia de aco-
plamiento, las oscilaciones individuales se defasan progresivamente
por efecto del ruido estocastico en la expresion génica (Fig. 6.4D). Re-
sumimos estas interacciones y sus efectos en la Tabla 6.1.

El gen deltaD, otro ligando de Notch presente en el pez cebra,
presenta una situacién particularmente interesante. Si bien su muta-
cién también genera un fenotipo compatible con pérdida de sincronia
—forma 8 segmentos sanos antes de la aparicidén de defectos [102]-, del-
taD no muestra un patrén de expresion oscilante ni hay evidencia de
gue sea regulado por los productos de her [114, 142, 143] (Tabla 6.1).
Esta aparente contradiccion motiva la pregunta central de esta segun-
da parte de la tesis: cual es el rol que cumple DeltaD, un ligando
cuya dinamica de expresion no contiene informacion temporal sobre
la oscilacion, en la sincronizacién de las oscilaciones.

gen reg. osc. perturbacién

her/hes sf sf defectos, pérdida de oscilacin

notchla no no 8 segmentos sanos antes de los defectos
deltaC si si 5.5 segmentos sanos antes de los defectos
deltaD no no 8 segmentos sanos antes de los defectos
DAPT si si 5.5 segmentos sanos antes de los defectos

Tabla 6.1: Evidencia sobre los componentes moleculares del reloj de segmen-
tacion. La columna REG. define si el gen esta regulado por el os-
cilador o no. La columna osc. define si se encontré evidencia de
oscilaciones a nivel transcripcional de estos genes. La columan
perturbacién detalla el efecto de los mutantes del gen en la seg-
mentacion del embrién. La fila indicada por DAPT no refiere a
la mutacion de un gen, sino a embriones tratados con la droga
DAPT.

6.4 primera hipotesisy altimos comentarios

Una primera hipoétesis surge a partir de estudios bioquimicos han
demostrado que DeltaC y DeltaD colocalizan in vivo y pueden formar
tanto heterodimeros como homodimeros en condiciones in vitro [144].
Ademas, los heterodimeros se forman en mayor proporcién, lo que su-
giere una asimetria en la afinidad de los ligandos. Esto podria sugerir
gue la funcionalidad del sistema requiere la formaciéon de heterodi-
meros DeltaC:DeltaD para activar efectivamente receptores Notch en
células vecinas. En esta hipotesis, deltaD no aportaria una sefial ritmi-
ca propia, sino que operaria como compafero necesario que habilita
la propagacién de la informacion de fase mediada por DeltaC.
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Diversos trabajos tedricos han abordado distintos aspectos de la se-
fializacion Notch en el reloj de segmentacion. Modelos de fases, que
abstraen los detalles moleculares del acoplamiento, se han usado pa-
ra estudiar la la dinamica de sincronizacion en modelos de campo
medio [109], los efectos del retardo en el acoplamiento [145-147], la
movilidad de los osciladores [112, 113], perturbaciones [148], el aco-
plamiento pulsado asimétrico [149, 150] y distintos modos de sefiali-
zacion de Notch [151, 152]. Otros modelos genéricos han considerado
osciladores excitables impulsados por Notch como origen del ritmo
colectivo [153-155]. Modelos mas detallados han incorporado infor-
macién molecular para estudiar, por ejemplo, oscilaciones bioquimi-
cas sincronizadas [133, 156-158], modulacion del receptor Notch [159],
efectos del ruido y la division celular [108], ondas cinematicas de ex-
presion génica [160, 161], y transmision de sefiales a través de canales
ruidosos [152].

A pesar del detallado conocimiento acumulado sobre los compo-
nentes moleculares del reloj de segmentacion, persisten interrogantes
fundamentales acerca de cédmo se coordina la dinamica colectiva de
las células en el psm. En particular, la aparente contradiccion que re-
presenta el hecho de que DeltaD sea crucial para la segmentacion
correcta ha sido una pregunta abierta desde el descubrimiento de
los fenotipos de desincronizacion en mutantes de deltaD hace mas de
una década. Pocos trabajos han intentado responder esta pregunta,
en esta segunda parte de esta tesis nos proponemos avanzar en esa
direccion.

En lo que sigue de esta tesis desarrollamos una teoria del acopla-
miento Delta-Notch en el reloj de segmentacion del pez cebra basada
en evidencia experimental. Usamos un enfoque de campo medio pa-
ra estudiar la sincronizacién bajo distintos escenarios, con el objetivo
de investigar el rol del ligando DeltaD. Primero, exploramos la hipo-
tesis de que la unién de dimeros de Delta a los receptores Notch es
la que media la sincronizacién, y analizamos qué roles cumplen los
distintos dimeros para reproducir los distintos aspectos observados
en los datos experimentales. Luego formulamos una teoria alternati-
va basada en la unién independiente de mondmeros, y evaluamos si
también puede dar cuenta del rol de DeltaD. Finalmente, discutimos
las predicciones de cada hipoétesis y proponemos experimentos que
podrian permitir distinguir entre ellas.



DESCRIPCION TEORICA DEL OSCILADOR

En este capitulo construimos una descripcion tedrica de los proce-
sos bioldgicos de interés. Escribiremos ecuaciones diferenciales que
describan la evolucién de variables relvantes del sistema. Cada varia-
ble representara la concentracion de moléculas involucradas en los
procesos que estudiamos.

Construiremos una descripcién de los componentes descriptos en
el capitulo 6 en cada célula utilizando un conjunto de ecuaciones
diferenciales con retardo. Para esto haremos un uso extenso de la
ley de accidén de masa, herramientas de la de mecéanica estadistica y
teoria de sistemas dinamicos [62, 162, 163].

7.1 oscilador vy recepcion de la sefial

Este trabajo se enfoca en desentrafiar los roles de los componentes
de la red de sefializacién de Notch, por lo que para describir el osci-
lador tomaremos un acercamiento mas simple y parsimonioso. Con-
sideramos una sola proteina Her que inhibe su propia sintesis con un
retraso temporal que tiene en cuenta el tiempo de sintesis. La variable
H(t) representa la concentracion de esta proteina a tiempo t. Ademas
de la auto inhibicion, la tasa de sintesis de la proteina Her es regula-
da positivamente por los componentes de sefializacion de Notch. El
NICD se libera dentro de la célula tras la unién de ligandos de células
vecinas con el receptor de Notch. Denotamos la concentracion de este
componente de sefializacion por S(t).

7.1.1 Funcién de regulacion

Primero, derivaremos una funcién para describir los efectos regula-
dores de H y Sen la tasa de sintesis de H. Consideraremos la dinami-
ca y el estado estacionario del promotor y los factores de union. La
arquitectura de los promotores de genes her es compleja, incluyendo
alrededor de 12 sitios de unién, donde se cree que las proteinas Her
se unen como dimeros a sus propios promotores [99]. Se ha demostra-
do que multiples sitios de unién aumentan la no linealidad efectiva
de las funciones reguladoras [164-166]. Asimismo, la dimerizacion
puede ser descrita efectivamente en una aproximacion adiabética por
un exponente de Hill de 2 [99]. Por lo tanto, aqui asumimos que sélo
hay un sitio de unién para las proteinas Her por simplicidad, y luego
incluimos los efectos de la multiplicidad en un exponente de Hill efec-
tivo mayor a dos [164]. Ademas, si bien el NICD forma un complejo
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descripcion tedrica del oscilador

antes de unirse los sitios de regulacion de her[167, 168], asumiremos
de la misma forma un unico sitio de union directamente para el NICD,
y describiremos esta complejidad con una no linealidad efectiva.

Con estos supuestos, el promotor puede estar uno de cuatro esta-
dos, dependiendo de si ninguno, uno o ambos de los sitios de unién
estan ocupados. Representamos el estado del promotor como P,
donde es el estado del sitio de unién a Hery  es el estado del sitio
de union a NICD, con , = 0indicando un sitio vacioy , = 1lun
sitio ocupado. Asi, Py indica el promotor al cual se unién H, pero no
S. Los distintos estados del promotor estan conectados en el esquema
de las reacciones de unién

Ku+
Poo | —— | Pwo
ki_
ks/‘ \/k5+ kHs/‘ \/kHSHL
ksH+
-POI Pll
ksH_

donde ky y ks son las tasas de unién (+) y desunién (- ) de H
y Sa los promotores libres, ksy es la tasa de unién y desunion de
H al promotor con S unido y kys la tasa de S al promotor con S
unido. Los valores de ks Yy ksy  dependen de cdmo interactlian
los dos componentes reguladores. Por ejemplo, fijar ambos a cero,
kus+ = ksy+ = 0, describe lo que llamamos union competitiva ex-
cluyente, donde el estado de promotor deblemente unido es inalcan-
zable [169]. Esto asume que si H o S se unieron al promotor, el otro
no puede unirse también. Alternativamente, suponer que las tasas de
unién son independientes del estado del promotor para ambos com-
ponentes, ksy = ky Y Kpns = ks , describe una situacion donde
no hay interaccion en los sitios de unién de los componentes regula-
dores. Esto es, la tasa de union de H al promotor es independiente
e si S estda unido o no, y viceversa. A este caso lo llamamos mode-
lo de unidon dual. Otras elecciones de los valores de kys Y Ksy
describen diferentes modelos para las interacciones de los ligandos.
Motivados por los multiples sitios de union accesibles a los factores
de transcripcion de Her, aqui nos centramos en el modelo de unién
dual.
Las reacciones implicadas en este escenario de union dual son

ki k:
Poo+ H) ™ P,  Pu+8)* Pu, (7.1)

k K
Poo+ S )ks; Pot, Por+ H )kHﬁ P11. (7.2)
S- H-



7.1 oscilador y recepcidon de la sefal

De estas cuatro reacciones podemos escribir las ecuaciones diferen-
ciales para los cuatro estados del promotor, siguiendo la ley de accién
de masas

Poo = Kn- P1o + Ks. Po1 - Kn+ HPgo - Ks+ Shoo (7.3)
P1o = Kn+ HPoo + Ks- P11 - ku- Pio - ks: SPio, (7.4)
Por = Ks+ SR + K- P11 - Ks. Po1 - Ky HPop (7.5)
P11 = Ky« HPo1 + Ks+ SPio - Ky- P11 - ks. P11, (7.6)

junto con la ley de conservaciéon
Poo + P1o + Por + P11 = Pr. (7.7)

Suponemos que las reacciones de union y desunién del promotor
son mucho mas rapidas que la dindmica de H y S. Asi, el estado
promotor esta en equilibrio para una dada conentracion H'y S, y
fiamos P = 08 , . Podemos resolver las ecuaciones algebraicas
resultantes para obtener la ocupacién del promotor en estado cuasi
estacionarioP (H,S),

P09 i e TS 7
e (T 79
M= e e S (710
ooy (H.9) = Kii+ ks+ PrHS 711

(kn- + kp+ H)(ks. + kst S)

Luego, consideramos como la ocupacion del promotor determina la
tasa de transcripcion. Introducimos la funcién de regulacion f(H, S),
gue modula la tasa de sintesis de H

X
f(H,9) = a P (H9), (7.12)
, =01

donde cada estado de promotor P tiene una tasa de transcripcion
asociada a . Aqui asumiremos que al unirse Her al promotor, la
transcripcidn se ve completamente inhibida, independientemente del
estado de union del NICD, a9 = a11 = 0. Fijamos la tasa de transcrip-
cion basal agp = b y la tasa de transcripcidn en el estado activado a
un valor mas alto ag; = a > b, resultando en

kKh- (bks. + akss+ S)

f(H,S =P . 7.13

(B = Pt G + knx H)(Ks. + ks 9 (7.13)
Si introducimos escalas de concentraciéon

Ho Ki- and S Ks- (7.14)

kH+ ks+ ,
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obtenemos

a

T

by 1

+
H

+ 2 1+
1+4. 1

T

S
f(H,S) = H So

, (7.15)

Yln

donde definimosay  Prayby  Pyb.

Esta expresion proporciona la estructura de la funcion reguladora.
Como mencionamos arriba, las proteinas Her forman dimeros y es-
tos dimeros se unen a multiples sitios de union en el promotor. Del
mismo modo, el NICD se une al ADN a través de un complejo que
también puede introducir no linealidades adicionales. Estos efectos
pueden englobarse en exponentes efectivos de Hill hy vy hsg,

1+ ay S hs
1 by So
f(H,S) = by o hs (7.16)
1+ A 1+ &
La funcion de regulacion se separa en dos factores
1+ &4 S hs
1 by So
f.(H)= e and f. (9= ——h (7.17)
H s
1+ 7,5 1+ 5
de modo que
f(H,S) = byf. (H)f+ (9, (7.18)

reflejando la asuncién de independencia de las tasas de unién de los
ligandos al promotor, el modelo de unién dual.

7.1.2 Retardo de autoregulacion

Enlacélulai = 1,:::,N¢, la concentracién de Her H; crecera a una
tasa constante by, modulada por la funcion de regulacién Ec. (7.16).
El proceso de regulacion involucra multiples pasos —la transcripcion
del ADN y splicing del ARN, el transporte del mMARN desde el nucleo
hasta los ribosomas, la subsiguiente traduccion, el transporte de las
proteinas resultantes al nucelo. Siguiendo la eleccién de parsimonia
en la descripcion del oscilador, escribimos

h
ay Si(t- i) S
: 1 1+ b S5
Hi(t) = by P . + , (7.19)
1+ Hit- 0 H 1+ Sit- 1) s
Ho So

donde describimos todos estos pasos por un retardo efectivo i, que
resume el efecto de H reguldndose a si mismo [163, 170]. Como una
molécula de Her tarda un tiempo ; en sintetizarse en la célula i, la
tasa de sintesis en el tiempo t depende de las concentraciones de Her
y NICD en un tiempo anteriort - ;, cuando se iniciaba la sintesis.
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El periodo de las oscilaciones de un sistema con retardos como el
de Ec. (7.19) queda determinado, a primer orden, por el retardo en
la sintesis y la tasa de degradacion [133, 171, 172]. Como vamos a
investigar la sincronizacion de multiples osciladores como este, ne-
cesitamos que cada oscilador sea levente distinto, de forma que la
sincronizacion no sea trivial. Una eleccién sumamente parsimoniosa
para esta variabilidad entre osciladores consiste en asignar distintos
valores del retartdo en la sintesis para cada celula, introduciendo una
variabilidad en el periodo. Esta variabilidad tiene su correlato biolo-
gico: las fluctuaciones en la expresion génica pueden generar ruido
en los tiempos de transcripcion, la cantidad de ribosomas de célula
a célula varia, lo que puede afectar los tiempos de traduccién, y en
general la maquinaria de sintesis de proteinas es intrinsecamente rui-
dosa. Por simplicidad, esta sera la Gnica fuente de variabilidad entre
células en esta descripcion del sistema, y la estudiaremos en profun-
didad més adelante.

7.1.3 Degradacion

Por simplicidad, en este trabajo asumiremos que todas las especies
guimicas X; decaen segun la reaccion

X19% 2 (7.20)

lo que resulta en un término lineal de decaimiento en la dinamica de
Xi

Xi(t)=- dxXi(t)+ (7.21)

donde dx es la tasa de decaimiento de la especie X;.

7.1.4 Activacion de Notch

La comunicacién entre células se efectia a través de la union de
ligandos en una célula al receptor Notch en células vecinas. Una vez
gue Notch se une a un ligando, su dominio intracelular se libera en
la célulay el complejo formado por el dominio extracelular restante y
el ligando unido se internaliza en la otra célula. En este punto supon-
dremos que el ligando se degrada tras la interaccién con un receptor,
mas adelante revisaremos esta asuncién en el capitulo 8. Dado que el
receptor es clivado en este proceso, lo describimos como una reaccién
irreversible,

Xi + N, 1V s (7.22)

donde kyn es la tasa de asociacidn entre el ligando X en la célulai y
el receptor N en la célula j vecina, liberando la sefial S en esa célula.
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7.1.5 Acomplamiento medio con vecinos

Estas reacciones de union dan lugar a términos de acomplamiento
entre las concentraciones de los ligandos y de Notch, que en la célula

receptora de la sefal es
X

Ni(t) =- kxn XjNirj + (7.23)
j2V;
donde la suma es sobre los vecinos V; de la célulai. La contribucién
de cada vecino j es pesada por la fraccion rjj de la superficie de la
célula i que esta en contacto con la célula j,

(7.24)

donde Aj; es la superficie de contacto en cuestion y At es el area total
de una célula, que asumimos igual para todas las células. Asumiendo
que la superficie total de la célula i se comparte de forma equitativa
entre todos los jV;j vecinos, esto es Aj = Ar5Vjj, tenemos que

_— 1

i — ~;
Vi
Con esta asuncion, la célula i esta acoplada al promedio de los ligan-

dos en las células vecinas
) 1 X
Ni(t) =- kxn N; m Xj + , (7.26)

(7.25)

j2Vi

donde la dindmica completa de N tendra un término como estos por
cada ligando X en el sistema. Por la reaccion Ec. (7.22) tenemos que
en la dinamica de la sefial S en la célula receptora hay un término
similar
. 1 X
S (t) =+ kyny Nj — XJ + . (727)
Vil .,
j2Vj

7.1.6 Campo medio

En este trabajo nos centramos en el tailbud, una region posterior
del reloj de segmentacion caracterizada por oscilaciones sincroniza-
das en una poblacion de células con alta movilidad [173]. Esta movili-
dad celular provoca un intercambio continuo de vecinos, que trabajos
previos han demostrado que es efectivamente equivalente a un acom-
plamiento de todos con todos, es decir de campo medio [113]. Asi,
la cantidad total de vecinos es jV;j = N¢ en las Ecs. (7.26) y (7.27), y
tenemos que los ligandos X y el receptor Notch N tienen valores de
campo medio

X=-— X , N=-— N;j. (7.28)



7.2 sefializacidon activada por dimeros

7.1.7 Actividad total de ligandos

Con las Ecs. (7.21), (7.26) y (7.27), y la definicién de campo medio
(7.28) podemos escribir la dinamica del receptor y la sefial

Nij =- dyN;j + by - KN; (7.29)
S =- dsS + KN; (7.30)

donde incluimos un término de sintesis constante del receptor by, da-
do que no hay evidencia de que Notch esté regulado transcripcional-
mente por el oscilador u otro componente durante la somitogénesis.
Ademas, definimos la actividad total de ligandos

X -
K= kXN X (7.31)
fXg

como la suma de toda la actividad de los ligandos, pesados por su
afinidad a Notch.

7.2 sefalizacidon activada por dimeros

A continuacién, construiremos una descripcion de la dinamica de
los ligandos de Notch y su rol en la sefializacion. Basandonos en
la propuesta de que los ligandos de Notch DeltaC y DeltaD dimeri-
zan [144, 174], y que son los dimeros los que en realidad se unen a
Notch y lo activan (Fig. 7.1), escribiremos ecuaciones para la dinamica
de las concentraciones de los monémeros y de los dimeros.

7.2.1 Dimerizacion

La evidencia in vitro sugiere que tanto el heterodimero DeltaC:DeltaD
como los homodimeros DeltaC:DeltaC y DeltaD:DeltaD se forman [144]

C +D; )™ cD, (7.32)
kep”
kec)

2C cCi, 7.33

O e 7.39

2D, )*™* DD . (7.34)
kpp”

donde k., es la tasa de asociacion (+) o disociacion (- ) del hetero-
dimero, y K¢ Y Ky , de los homodimeros. Para alivianar la notacion,
introducimos variables para describir las concentraciones de los dime-
ros [DeltaC:DeltaD] E, [DeltaC:DeltaC] F, [DeltaD:DeltaD] G,
y re-etiquetamos las tasas de asociacion y disociacién correspondien-
teskg  Kep K Kee,andkg  kpp - Asi, usando la ley de accion
de masas, tenemos que por ejemplo que por la reaccién Ec. (7.33) el
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homodimero de DeltaC F aporta términos en su propia dinamica y
en la del monémero C

Ci(ty=- 2kt CZ+2ke F + (7.35)
R(t)=+kiC?- ke R+ . (7.36)
NICD
cell 1 cell 2

Figura 7.1: Esquema de la red de dimerizacién de DeltaC y DeltaD, y de
la activacion de Notch. La sintesis de DeltaC esta regulada por
el oscilador. Los mondémeros DeltaC y DeltaD se asocian homo-
y heterofilicamente y forman dimeros. Los dimeros se unen a
Notch en células vecinas y lo activan, liberando el NICD y trans-
mitiendo una sefial al oscilador de la receptora.

7.2.2  Maodelo completo

Con lo desarrollado hasta aqui estamos en condiciones de construir
el modelo completo que describe acoplamiento mediado por dimeros.
Para cada célula i tenemos

h
Si(t- i) 'S
. 1 1+% So
Hi =- dyH; + by Ta— s s (7.37)
l+ IHOI 1+ ISOI
1

Ci =- dcCj + bc R~
1+ Hi(t- ¢) °©
Hoc

- ki CiDj + kg E - 2kfC?+ 2k. F (7.38)
Di =- dpDji +bp + kg Ei - KECiDj - 2k5DZ+ 2k G (7.39)

E =- deE - kiE + kiCiDj- ken EN (7.40)
F=- deF - ki R + ki C? - ken RN (7.41)
Gi =- dgG; - kEBG| + nglz - ken Gi N (7.42)
Nij =- dyNj + by - KN; (7.43)
S =- dsS + KN; (7.44)

donde incluimos térmnos de decaimiento con tasa dx en cada una de
las ecuaiones siguiendo la Ec. (7.21), ¥ ken , Ken Y Ky soON las afini-



7.3 adimensionalizacién

dades de los dimeros a Notch, siguiendo la definicion en la Ec. (7.22),
de forma que la actividad total de ligandos es

K= kegn E+ Ken I_:+ Ken é (745)

La concentracién de DeltaD D incluye un término de sintesis cons-
tante, dado que no hay evidencia de que esté transcripcionalmente
regulado por el oscilador en el tejido de interés, y que no se obser-
van patrones en la expresion del ARNm[142]. En cambio, DeltaC si
presenta partones consistentes con signos de oscilacion[142], y el pro-
motor de DeltaC tiene sitios de unién para productos de her. Por esa
razén, la dindmica de C incluye un término de regulacién negativa
como en Ec. (7.17), evalauda en un tiempo pasadot - ¢ que tiene en
cuenta el intervalo de tiempo entre la represion del gen de deltaC y la
producciéon de la proteina. Este parametro, si bien describe retardos
en la sintesis de DeltaC, actua para fijar de forma efectiva también
el retardo de acoplamiento entre células. La escala de concentracion
Hoc indica la concentracion de H que reduce a la mitad la tasa de
sintesis basal bc, y el exponente de Hill hc da cuenta de los pasos
intermedios involucrados en la regulaciéon de DeltaC.

7.3 adimensionalizacién

En esta tesis trabajaremos con una version adimensional del mode-
lo dado por las Ecs. (7.37)- (7.44), lo que nos provee una descripcién
independiente de las ecalas de tiempo y de concentracion del siste-
ma. Elegimos una escala temporal dada por el inverso de la tasa de
decaimiento de Her dj,*, y una escala de concentracion dada por la
escala de autoregulacién de Her Hg. Las ecuaciones tienen unidades
de concenctracion sobre tiempo, por lo que multiplicando todas por
un factor (Hody )™ 1 obtenemos una expresion adimensional. Introdu-
cimos la concentracion adimensional

Xi
X - . X=HCDEFRGN,S, (7.46)
0
y tiempo adimensional
i tdy, (7.47)

las derivadas temporales se transforman como

X __dx o
dyHo df ’

(7.48)

donde utilizamos la prima como derivada respecto de la variable tem-
poral adimensional t. La formulacion completa es entonces
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1 1+ (si(f- 7)) °
ho=- h; + 4 e ( 'E ~'))S (7.49)
1+h"(t- ) 1+ (si(t- 7))
c’=- G - +
T T (hadE- o ¢
+ e - godi+ pfi- fcf (7.50)
dio=- adi+ g+ g€ - ECidi"' c9i- Edlz (7.51)
eiO: - e€ - g6t Ecidi - EEN (7.52)
fO0=- ¢fi- cfi+ fc?- ¢fin (7.53)
9’=- cOi- &0+ J{;Q.Z cgin (7.54)
n’=- .ni+ n-n; x X (7.55)
X x:e;f,g
s’=- s +n; %X (7.56)
x=e,f,g
con parametros adimensionales
dx _ b _ kv Ho
X dH ' X dH HO ' X dH '
_ Ho Ho _an
S Hoc by
. Hoke Ke
E dH ! E dH !
+ 2H0k; ﬁ
F dH ! F dH !
" 2H0kg i %
G dH ! G dH
y renombrando hy ! x para X = H,S C. La Tabla 7.1 resume el

rol de cada uno de los parametros adimensionales. En lo que sigue
haremos abuso de la notacién e indicaremos la derivada respecto del
tiempo adimensional con un punto X, y omitiremos las tildes de las
variables temporales y los retardos, de modo que t, i y ¢ refieren
a los valores adimensionales. Cuando resulte necesario, mencionare-
mos explicitamente si nos refermios al valor dimensional del parame-
tro.

7.4 parametrizacion

A continuacioén, estableceremos valores para la mayoria de los pa-
rametros del modelo. Las observaciones experimentales del reloj de
segmentacion del pez cebra, junto con algunas consideraciones teori-
cas, establecen restricciones en los valores de los parametros.
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param. aplicaa X = descripcién
X H,C,D,E,FG,N,S tasa de decaimiento
X H,C,D,N tasa de sintesis
% EFG afinidad del dimero a Notch
X EFG tasa de dimerizacion y disociacion
H,SC no linealidad efectiva

, escala de concentracion
i, C retardo en la regulacién

Tabla 7.1; Descripcidn de los parametros del modelo adimensional dado por
las Ecs. (7.49)- (7.56).

7.4.1 Parametros del oscilador

Para parametrizar el oscilador de autoregulacion seguimos [133],
comparando el modelo de ARNm y proteina

p(t)=am(t- p)- bp(t), (7.57)
m(t) = K - em(t), (7.58)

p(t- m
+
1 Po

con la forma del oscilador descita s6lo por una proteina en la Ec. (7.49)

by

H(t- w) "
1+ e

H(t) =- dyH(t)+ , (7.59)

donde 4, que describe el retardo en la autoregulacion de her en pro-
medio. Los valores de los pardmetros estimados para el oscilador de
ARNmM y proteinas son a = 4,5 proteinas por molécula de ARNm,
¢ = 0,23 moléculas por minuto, b = 0,286 moléculas por minuto es-
timadas a partir de experimentos [161], k = 33 moléculas de ARNm
por célula diploide por minuto, y po = 40 moléculas. Los retrasos de
sintesis en el modelo se estimaron posteriormente a partir de experi-
mentos [175], mostrando que herly her7 tienen tiempos de transcrip-
cion muy similares 7 ,10miny 7 9 min, dominando sobre
los tiempos de traduccion de proteinas p1 28miny 57 1,7 min.
Introduciendo una aproximacién de estado cuasi estacionario para el
ARNmM, m 0, obtenemos

Kk 1
m(t) - T (7.60)
Cq4 PO m)
Po

reemplazamos m(t - ) en la Ec. (7.57),

1

pP(t- m- p)
1+ Po

PO =~ bp()+ & - (r.61)
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Comparando las Ecs. (7.59) y (7.61) vemos que para obtener dinami-
cas similares deberiamos fijar dy b, by ak=c, n m+ p,

H nyHgy po. Dado que esta comparacion se basa en la apro-
ximacién cuasi estacionaria, una asignacién estricta de estos valores
puede producir diferencias en la amplitud y el periodo. Ademas, el
retardo de sintesis y podria estimarse de forma diferente al compa-
rar el periodo estimado para ambos modelos,

Teewis 2( p*+ m + 1=b+1=0, (7.62)
TH 2( g+ 1=dy). (7.63)

para que los periodos coincidan se requiere que m+ ptl=c

Para el modelo de sélo proteina, los valores de los parametros
de [133] implican una tasa de degradacion de la proteina Her dy =
0,286min" 1, lo que fija la escala temporal, y Hg = pg = 40 moléculas,
lo que corresponde a una escala de concentracion [Hg] 0,3 nM para
células del tailbud de 7,6 'm de diametro [173].

Con estos valores iniciales, podemos integrar numéricamente el sis-
tema (Apéndice A) y obtenemos oscilaciones auténomas sostenidas
(Fig. 7.2). Utilizando estas simulaciones notamos que para obtener os-
cilaciones de amplitud similar a la Ref. [133], fijamos y = 28en el
modelo adimensional, lo que corresponde a by~ 320 proteinas por
minuto.

A Br =28 B B =10
25 A 25 4
20 A 20 A
15 15 A
10 10 A
5 54

O T T 0 L T T
292 294 292 294
tiempo [u.a.] tiempo [u.a.]

Figura 7.2: El sistema descrito por la Ec. (7.59) es capaz de oscilar con los

parametros estimados, resumidos en la Tabla C.2, excepto por

H = 10en el panel B. La amplitud de las oscilaciones varia
fuertemente con la tasa de sintesis de Her 4.

Fijamos el retardo adimensional en = 4,2, lo que corresponde
a un retardo de sintesis dentro de un rango de valores obtenidos al
promediar los datos de Herl y Her7, y = 14,7. Los exponentes de
Hill tienen un valor efectivo que abarca el efecto de multiples interac-
ciones macromoleculares en la regulacion, como la dimerizacion [99],
la unién de complejos y multiples sitios de unién en el promotor [164,
165]. Esperamos que los valores del exponente sean mayores a 2, por
lo que elegimos una estimacion conservadora = 2,5. Utilizaremos
estos valores para el oscilador y determinaremos el resto de parame-
tros a partir de estimaciones y exploraciones posteriores.
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7.4.2 Distribucion del retardo de autoregulacion

Como mencionamos arriba, la Unica fuente de variabilidad entre
células en el modelo estd dado por la variabilidad en el retardo de
autoregulacion p, que en cada célula i tiene un valor distinto ;.

El periodo autbnomo del oscilador i depende principalmente del
valor del retardo de sintesis ; y de la vida media de la proteina
d;_|1, con correcciones de segundo orden que dependen sobre todo
de la tasa de sintesis by [133]. En particular, el medio periodo T=2es
aproximadamente la suma de estas dos cantidades, por lo que en la
expresion adimensional tenemos T 2( ; + 1). Integrando el modelo
numéricamente observamos que el acuerdo con esta aproximacién es
bueno (Fig. 7.3A).

Para introducir variabilidad en los periodos autbnomos, muestrea-
mos los retardos ; de osciladores individuales a partir de una dis-
tribucién normal, con media y y ancho dado por el coeficiente de
variacion —coefficient of variation (CVv)

c = (7.64)

donde es la desviacidon estandar de la distribucion. El cv de la
distribucién del periodo resultante Ct es lineal con C en un amplio
rango (Fig. 7.3B). Fijamos entonces el valor del cv de la distribucién
de retardos C = 0,03 De esta forma, solo pocos osciladores en la
poblacién tendran un periédo auténomo que varie en mas de 5%, lo
gue se traduce en que, en ausencia de acoplamiento, tardaran algunos
ciclos en defasarse completamente del resto.

7.4.3 Parametros restantes

Por simplicidad, haremos algunas suposiciones mas. Fijaremos las
tasas de decaimiento iguales para todas las variables, de modo que
x = 18X. La escala de concentracion de regulacion de DeltaC la
fijamos igual a la de autoregulacion de Her, = 1. La escala de re-
gulacion positiva de Her por la sefial serd mas chica que la de auto-
regulacion, dado que asumimos que la sefial debe aportar s6lo una
correccion al oscilador, pero la autoregulacion debe gobernar el pro-
ceso, por loque = 0,1.

Todos los parametros restantes estan relacionados al acoplamiento
de los osciladores, y no disponemos de evidencia experimental para
proponer valores para ellos, aunque si disponemos de algunas restric-
ciones. Fijaremos los valores de estos pardmetros y estudiaremos su
efecto sobre la sincronizacion del sistema en el capitulo siguiente.
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Figura 7.3: (A) El periodo medio de la poblacion T depende del centro de
la distribucién de retardos p siguiendo aproximadamente la
relacion T = 2,04 4 + 1,55. (B) La relacion entre el cv de la distri-
bucion de retardos C vy el cv de la distribucién de periodos Ct
es escencialmente lineal, con una pendiente de 0.84. Cada punto
representa el CV calculado a partir de la desviacion estandar y
la media de la muestra, de una poblacién de 5000 osciladores in-
tegrados numéricamente. (A-B) Cada punto azul es el promedio
de 5000 integraciones con los parametros en la Tabla C.2, salvo

por y y C como se indica en los ejes. Las lineas azules son
ajustes lineales.



SINCRONIZACION POR DIMEROS

En este capitulo estudiaremos las condiciones necesarias para que
el sistema sincronice. Exploraremos los valores de los parametros que
aun no han sido fijados y su efecto sobre la sincronizacion. Explora-
remos la validez de la hipétesis de dimerizacién y propondremos
hipétesis alternativas con el objetivo de responder cual es el rol del
ligando DeltaD en la sincronizacion de las oscilaciones del reloj de
segmentacion.

8.1 el sistema sincroniza

Para completar la parametrizacion del sistema resta establecer va-
lores para las tasas de dimeriacion , , tasas de sintesis x y afinidad
de acoplamiento entre los dimeros y Notch x, y para el retardo y la
intensidad de acoplamiento .y . Si bien estas cantidades no han
sido medidas, podemos estimar el orden de magnitud de ellas a par-
tir de descripciones tedricas de otros sistemas que cuentan con los
mismos componentes. Para las tasas de sintesis ¢, p Y n, explo-
ramos valores del orden de . Las tasas de dimerizacion y afinidad
a Notch seran exploradas en un rango entre 10 2 y 10°, siguiendo
trabajos como [99, 161, 176, 177]. Los valores restantes las fijaremos a
partir de consideraciones experimentles que requieren haber fijado el
resto de los parametros.

8.1.1 Sincronizacion

Simulamos el sistema para N = 100 células y obtuvimos sincro-
nizacion con los parametros en la Tabla C.2 (Fig. 8.1A). Nos interesa
describir la pérdida de sincronizacion como observamos en los feno-
tipos de las condiciones mutantes [107]. Las condiciones mutantes de
los componentes de sefializacion, asi como otras perturbaciones, pue-
den describirse en el modelo alterando las correspondientes tasas de
sintesis ¢, p Y n. Por ejemplo, el mutante DeltaD podria des-
cribirse estableciendo p = 0. Encontramos que la sincronizacion se
pierde en esta condicion, coincidiendo con la evidencia experimental
de desincronizacion [102], a pesar de que DeltaD no esta regulada
por el oscilador, Fig. 8.1B.
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A Bp >0 B Bp =0
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Figura 8.1: Oscilaciones individuales en estado estacionario x; (t) (lineas gri-
ses, se muestran 25 de 100) y campo medio X(t) (linea negra),
para todas las variables x = h,c,d, e, f,g,n,s con el sistema (A)
sincronizado y (B) no sincronizado. Las escalas verticales son las
mismas excepto para h(t). Parametros como en la Tabla C.2, sal-
vo por p = Oen el panel B.

8.1.2 Retardo de acoplamiento

Habiendo sincronizado el sistema, utilziaremos consideraciones ex-
perimentales para fijar los Ultimos parametros restantes: la intensidad
y el retardo de acoplamiento y . Trabajos previos mostraron en
sistemas de osciladores de fases que el acoplamiento retardado pue-
de dar lugar a que los osciladores se sincronicen a una frecuencia
colectiva mayor o menor que la auténoma, dependiendo del valor
del retardo de acoplamiento [146]. En particular la intensidad de este
efecto depende de la intensidad del acoplamiento (Fig 8.2A).

Para utilziar estos resultados en nuestro sistema, comparamos la
distribucién de periodos sin acoplar con la distribucién de periodos
en sistemas completamente sincronizados y sélo parcialmente sincro-
nizados, con retardos de acoplamiento que resultan en periodos colec-
tivos superiores o inferiores al autbnomo. Para variar entre los siste-
mas desacoplado, acoplado debilmente (que resulta en sincronizacién
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parcial) y acoplado fuertemente (resultando en sincronizacion total)
variamos el valor de la intensidad de acoplamiento  entre 1 (des-
acoplado) y 6 (fuertemente acoplado). En el sistema completamente
sincronizado (histogramas de color sélido en Fig. 8.2B) podemos ver
gue la distribucion no sélo se desplaza hacia la derecha o hacia la
izquierda respecto de la distribucuén desacoplada (histograma gris),
dependiendo del retardo de acoplamiento, sino que también se estre-
cha significativamente. Esto es, el periodo colectivo es mayor o menor
gue el auténomo, y al sincronizarse el sistema disminuye el cv. En
los casos parcialmente sincronizados (histogramas de lineas) pode-
mos distinguir dos poblaciones: una que oscila con el ritmo colectivo,
el pico angosto y bien definido, y otra que sigue oscilando a su ritmo
autonomo.
Exploramos los valores del retardo de acoplamiento y tomamos
c = 1,7 4, de forma que el periodo colectivo sea 92% del periodo
autonomo cuando el sistema estéa sincronizado, siguiendo los resul-
tados de [146] (Fig 8.2). Asimismo, fijamos = 10 de forma que el
sistema esté fuertemente acoplado y el sistema se sincronice comple-
tamente.

8.1.3 Cuantificacion de la sincronizacion

En lo que sigue, nos interesara explorar le efecto de los parame-
tros del sistema sobre la sincronizacion, con el objetivo de encontrar
un conjunto de pardmetros sea que capaz de reproducir todas las
obervaciones experimentales. Para este fin, introducimos un indice
de sincronizacion, el parametro de orden Kuramoto [62, 178, 179].
Coloquialmente, el parametro de orden de Kuramoto cuantifica la
dispersion de fases de una poblacién de osciladores, y en principio
es una cantidad que depende del tiempo. Si las fases de todos los
osciladores avanzan juntas, es decir la poblacién esta sincronizada, el
valor sera cercano a uno. En cambio, si las fases estan dispersas, es
decir el sistema desincronziado, el valor sera cercano a cero (Fig. 8.3A,
B).

Mas formalmente, el pardmetro de orden de Kuramoto se calcu-
la como el mdédulo del valor medio de los fasores complejos de las
oscilaciones individuales

) e
R(t)e" M) = Ni e () (8.1)
i=1

donde (t) es la fase de cada oscilador de la poblaciony R(t) y  (t)
son el médulo y la fase de la oscilacion colectiva. Asi, para un dado
tiempo t, R(t) 1cuando todas las fases ;(t) son similares, y R(t)

0 cuando los valores estan dispersos en el circulo unidad. Cuando la
sincronziacion es parcial, y s6lo una parte de los osciladores avanzan
al ritmo de colectivo (Fig. 8.2B), el valor de R(t) sera intermedio.
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Figura 8.2: El retardo de acoplamiento afecta al periodo colectivo. (A) Pe-
riodo colectivo de un sistema de osciladores de fase en funcion
del retardo de acoplamiento. En sistemas de osciladores de fa-
se, el periodo colectivo puede ser mayor o menor que el perio-
do auténomo Tp = 28, dependiendo del valor del retardo de
acoplamiento y de la intensidad de acoplamiento . Resultados
analiticos adaptados de [146]. (B) Distribucién de periodos de
las células en un escenario desacoplado (desincronizado) y c6-
mo cambia esa misma distribucion al acoplar las células. Los his-
togramas completos coloreados representan sistemas totalmente
sincronizados, los histogramas contorneados, parcialmente sin-
cronizados. El histograma completo en gris es la distribucion de
periodos de células desacopladas. Los histogramas rojos repre-
sentan sistemas que oscilan a un ritmo mas lento que de forma
auténoma, los azules mas rapido. Cada distribucién de color se
construyo a partir de un total de 100 sistemas de 50 células aco-
pladas cada uno. (C) Periodo colectivo normalizado a al periodo
individual, aproximado por 2 4 + 1, en funcion del retardo de
acoplamiento ; para distintos valores de la intensidad de acopla-
miento . S6lo se muestran valores donde el sistema se entuentra
sincronizado con R > Ry = 0,6 (Fig. 8.7). El valor ¢c= = 2es
aproximadamente equivalente a un retardo de acople de 28 en el
panel A. (B-C) Resutltados de integracion numérica del sistema
dado por las Ecs. (7.49) a (7.56). Parametros como en la Tabla C.2,
salvo por los valores indicados en las leyendas.

Esta cantidad fue disefiada originalmente por Yoshiki Kuramoto
para estudiar la apricion de la sincronizacién de un sistema de oscila-
dores de fase en funcidn de la intensidad del acople [178, 179]. Para
utilziarlo para cuantificar la sincronizacion en otros sistemas, se debe
definir la fase de los osciladores del sistema. En nuestro caso, utiliza-
mos una transformada de Hilbert numérica [180], implementada en
el paquete Python scipy [181], para obtener una fase ;(t) a partir de
la serie temporal de los h; (t) (Fig. 8.3C).

Es importante notar que el valor de R(t) sera estacionario sélo si el
sistema se encuentra en un estado estacionario, es decir, si la distancia
entre las fases se mantiene fija. Si los osciladores se adelantan unos a
otros, o si las fases se acercan y se alejan, el valor de R(t) tendra fluc-
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A R(t)=0  desincronizado B R{t)=~1 sincronizado

C transformada
I/\ de Hilbert /‘
T
N\ ™ \\

Figura 8.3: El parametro de orden de Kuramoto cuantifica el grado de dis-
persién de las fases de osciladores en el circulo unidad, y asi
cuantifica el grado de sincronziacion. (A-B) Esquematizacién de
la fase (puntos negros) de osciladores individuales, repartidos en
torno al circulo unidad para un sistema (A) desincronziado y (B)
sincronizado. La escala de colores indica el valor de la fase. (C)
Esquematizacion de la extraccion de la fase del sistema a partir
de la serie temporal utilziando la transformada de Hilbert.

-

2T

tuaciones (Fig. 8.4). Por esta razén, estimamos el valor estacionario
del parametro de orden de Kuramoto a partir del promedio temporal
R = HR(t)i; en simulaciones de aproximadamente 200 periodos de
duracion.

8.2 estado estacionario

En lo que sigue, exploraremos valores de los pardmetros que nos
permiten describir los fenotipos mutantes. Asi definiremos los valores
de los parametros que describen adecuadamente las oscilaciones en
el tailbud del pez cebra, en la condicién donde no se ha hecho ningdn
tipo de perturbacion. A esta condicién la llamamos condicién salvaje,
o wildtype. La presencia de defectos de segmentacién en fenotipos mu-
tantes para los ligandos Delta y el receptor Notch se interpretan como
estados desincronizados del sistema [107]. A partir de los parametros
del wildtype describiremos las perturbaciones que corresponden a los
fenotipos mutantes variando las tasas de sintesis de las componentes
mutadas.

8.2.1 Mapas de sincronizacion

Construimos mapas del valor estacionario del parametro de sin-
cronziacion R en funcion de las tasas de sintesis de DeltaC, DeltaD
y Notch (Fig. 8.5). Cada pixel en un mapa corresponde al promedio
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Figura 8.4: El parametro de Kuramoto varia en efuncién del tiempo, dado
gue el estado estacionario del sistema tiene fluctuaciones. (A-B)
Oscilaciones individuales (gris) y campo medio (color) de un sis-
tema (A) sincronizado y (B) sin sincronziar. La banda celeste indi-
ca la region en la que se hace zoom en los paneles de la derecha.
(C) Parametro de orden de Kuramoto en funcién del tiempo R(t)
para los sistemas sincronizado (verde) y desincronizado (naran-
ja). (A-B) Pardmetros como en la Tabla C.2, salvo por = Oenel
panel B.

de R de diez integraciones numéricas de sistemas de N, = 100 célu-
las, cada iteracion con un conjunto distinto de retardos ;. De pixel
a pixel, el valor de uno de los parametros de control varia. Podemos
ver gue es posible elegir un conjunto de parametros para el wildtype
dentro de la region con alto indice de sincronizacion, de tal manera
gue la reduccion de las tasas de sintesis de los componentes de aco-
plamiento dara lugar a la pérdida de la sincronizacidén estacionaria
(puntos en la Fig. 8.5).

Con esta eleccion de parametros del wiltype (Tabla C.2), todos los
componentes de acoplamiento resultan necesarios para la sincroniza-
cion de estado estacionario, lo que esta de acuerdo con los fenotipos
mutantes para los ligandos y el receptor [102]. En particular, este re-
sultado es consistente con un papel para DeltaD en la sincronizacion
del reloj de segmentacién. Ademas, observamos que partiendo de la
condicién p = 0 (punto rojo en la Fig. 8.5C, D) y aumentando ¢
0 N podemos volver a la region sincronizada. Esto predice que los
defectos de segmentacion en el mutante de DeltaD pueden ser resca-
tados con una sobre-expresiéna adecuada de DeltaC o Notch.
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Estos mapas también predicen un comportamiento no monotonico
del pardmetro de orden con la tasa de sintesis de DeltaD . Los ma-
pas de sincronizacion extendidos (Fig. 8.5C, D) muestran que para
valores grandes de p se pierde la sincronizacién, lo que sugiere que
los términos no oscilatorios dominan en la dinamica, y eliminan la
sefial oscilatoria DeltaC. Esto es consistente con los experimentos en
los que la sobreexpresion de DeltaD mediante la inyeccion de altos
niveles de ARNm causa segmentos defectuosos [182], probablemente
debido a la pérdida de sincronia. Por el contrario, peces transgénicos
gue expresan 50 veces mas DeltaD que el wildtype no presentan fenoti-
po de desincronizacion [114]. Las copias extra de deltaD que dan esta
sobreexpresion contienen las regiones de regulacion enddgenas del
gen, por lo que los patrones de expresion del gen son los mismos que
los del wildtype, lo cual no sucede con los experimentos de inyeccidon
de ARNmMm [114]. En conjunto, estos datos sugieren que el wildtype se
sitlla en una region del mapa de sincronizacion con algun lugar para
mayores concentraciones de DeltaD antes de que se pierda la sincro-
nia. En la teoria, la sobreexpresion de DeltaD puede ser representada
por grandes valores de p . Sin embargo, se debe tener en cuenta que
en nuestro modelo no incluimos el detalle de la maduracién y trans-
porte de los ligandos DeltaD. Esto implica que un aumento de 50
veces en la expresion en peces transgénicos no se traduce necesaria-
mente a un aumento 50 veces en el valor de p. De hecho, se observé
gue el aumento en la actividad de la via de sefializacién de Notch no
es lineal con el aumento de produccién de DeltaD [114]. Esto implica
que, si bien el wildtype debe encontrarse en una region del espacio de
pardmetros que admita sobreexpresion sin pérdida de sincronziacion,
no es necesario que la region de sincronizacion admita un aumento
en 50 veces del valor wildtype de p.

8.2.2 Eleccion de un umbral de sincronizacién

Para evaluar los efectos de los otros parametros para los cuales fi-
jamos rangos al comienzo de este capitulo, observaremos como la re-
gion de sincronizacion cambia de forma al modificar los pardmetros.
Notamos que al transicionar de una region de baja sincronizacion a
una de alta sincronziacion, el crecimiento en el valor de R es abrup-
to, consistente con lo que se observa en sistemas de tamafo finito de
osciladores de Kuramoto [178, 179] (Fig. 8.6). Entonces, definimos un
umbral de sincornizacién Ry, de forma que diremos que el sistema
no esta sincornizado si R < Rr, y que el sistema esta sincronizado si
R > Ry. Este cambio abrupto en el valor de R nos permite definir de
forma flexible el umbral de sincronziacion, dado que el sistema debe-
ria tener un conjunto de parametros muy especifico para encontrarse
en la transicion, lo cual seria poco robusto en un contexto biolégico.
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Figura 8.5: La hipétesis de dimeros uniendo a Notch es compatible con los
fenotipos de desincronizacion en el estado estacionario. (A, B)
Parametro de order de Kuramoto estaicionario R en funcion de
las tasas de sintetizacion de (A) DeltaC y DeltaD, y (B) Notch
y DeltaD. (C, D) Regidn mas extensa del espacio de parametros.
Cajas de linea punteada indican el rango en los paneles A, B.
(A-D) Cada mapa es el promedio de diez corridas con parame-
tros idénticos pero distinta eleccién de retardos ;. Lineas de
rayas indican la frontera de la region de sincronziacion defini-
da por R= Ry = 0,6. Puntos de colores indican los pardmetros
del wildtype (blanco), mutante de DeltaC (naranja), DeltaD (rojo)
y Notch (azul). El valor del umbral Ry y de los parametros de
mutantes se define més abajo en las Figs. 8.7 y 8.10, respectiva-
mente.

De hecho, podemos calcular la fraccién de pixeles de mapas como
los de la Fig. 8.5 que estan por encima de un valor de umbral arbitra-
rio (Fig. 8.7A superior). Las curvas corresponden a mapas que genera-
mos durante la exploracén de parametros y que no incluimos en esta
tesis. Observamos que, partiendo de Ry = 0, todos los pixeles estan
por encima del umbral. A medida que aumentamos paulatinamente,
llegamos a una primera caida de la curva al rededor de Ry = 0,2.
Este valor corresponde al valor de R gue tiene el sistema en el estado
desincronizado, las regiones claras de los mapas de la Fig. 8.5. Lugo, a
medida que Ry sigue aumentando, observamos que la proporcion de
pixeles por encima del umbral se mantiene escencialmente constan-
te. En esta region podemos fijar el umbral para separar entre estado
sincronizado y desincronziado, y la eleccidon exacta no afectara signi-
ficativamente el tamafio de la region de sincronizacién en los mapas.
Finalmente, a medida que Ry continlla aumentando obervamos otra
caida fuerte en la proporcion de pixeles por encima del umbrla cerca
de Rr = 0,95, las regiones mas oscuras de los mapas de la Fig. 8.5.
Esto corresponde al valor estacionario de la regién sincronizada. Po-
demos cuantificar las regiones de cambio abrupto de la proporcién
de pixeles por arriba del umbral calculando la derivada (Fig. 8.7A in-
ferior). Una buena eleccion de umbral sera alguna en la regién mas
plana de la curva, donde la derivada es aproximadamente nula. Con-
feccionando un histograma de los dos picos mas prominentes de la
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Figura 8.6: El valor del pardmetro de Kuramoto presenta un salto relativa-
mente abrupto a medida que el sistema hace la transicion al es-
tado sincronizado. Puntos rojos son realizaciones individuales,
linea negra y barras son promedio y desviacion estdndar para
cada valor de la tasa de dintesis . Parametros como en la Ta-
bla C.2, excepto por p = 0, lo que equivale a desplazarse por
el eje horizontal de la Fig. 8.5C.

derivada para cada mapa (Fig. 8.7B) vemos que la regidén aproxima-
damente entre Ry = 0,3y Ry = 0,7 contiene buenos candidatos para
el valor del umbral. En esta tesis utilizaremos Ry = 0,6.

Este umbral establece una curva de nivel en los mapas de sincron-
ziacion, lo que define un limite para la region de sincronizacion (linea
punteada Fig. 8.5).

8.2.3 Variaciones de los mapas de sincronziacidn

Con esta herramienta en mano podemos probar si el modelo pue-
de dar cuenta de los datos de sobreexpresion DeltaD, buscamos pa-
radmetros que controlan la forma de la region de sincronizacion para
grandes valores de . En efecto, los valores de los parametros que
controlan las tasas de dimerizacion y las afinidades de los dimeros a
Notch varian limites de las regiones de sincronizacion (Fig. 8.8). Por
ejemplo, aumentar el valor de la afinidad del homodimero de DeltaC
a Notch ¢ cambiael puntoeneleje p = 0donde aumentar el valor
de ¢ o  llevaa una transicion de sincronizacion (Fig. 8.8B, H). De
hecho, valores altos de este parametro y de la tasa de dimerizacion
correspondiente ¢ (Fig. 8.8E, K) eliminan la regién del mapa donde
se puede ubicar el wildtype de forma que DeltaD sigan siendo necesa-
rio para sincronizar. Es decir, no existe una region del mapa donde se
pueda ubicar el conjunto de parametros que describe al mutante de
DeltaD.

Por el contrario, el limite para valores grandes de p puede ser
moldeado por el valor de la afinidad del homodimero de DeltaD
a Notch ¢, o la tasa de dimerizacién correspondiente . Esto no
afecta significativamente la transicion de sincronizacibon en p = 0
(Fig. 8.8C, I). Por lo tanto, la sobreexpresion DeltaD puede ser captu-
rada en el modelo, preservando al mismo tiempo el comportamiento
de la condicion mutante DeltaD. El trabajo que originalmente mostro
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Figura 8.7: Eleccion del umbral Ry para el parametro de Kuramoto. (A) Su-
perior; Fraccion de mapas de sincronizacion por encima del valor
del umbral Ry para todos los valores posibles del umbral. Cada
curva muestra los valores correspondientes a un mapa. Se mues-
tran cinco mapas que difieren entre si en el valor de un Unico
parametro, a modo de ejemplo. Inferior: Derivada de la fraccion.
(B) Histograma de los dos picos mas prominentes de la deriva-
da de la fraccion de pixeles que se encuentran por encima dle
umbrla para 529 mapas de sincronizacion distintos.

la dimerizacién in vitro de los ligandos de Notch hipotetiza que el

homodimero de DeltaD no se une ni activa a Notch [114]. Esta hipo-

tesis se puede parametrizar fijando g = 0. Trabajos mas recientes,

sin embargo muestran que el homodimero, de existir, probablemente

tenga actividad uniendo a Notch [174], por lo que en esta tesis fijamos
c >0.

Finalmente, notamos que para que el sistema tenga una region de
sincronizacién amplia y robusta, y que pueda describir correctamente
los fenotipos mutantes, es necesario que las tasas de dimerizacién y
afinidades a Notch de los homodimeros sean un orden de magnitud
menor que las del heterodimero (Fig. 8.8D-E, J-L). Esto es consistente
con observaciones experimentales cualitativas [114].

8.3 estado transitorio y desincronizacion

En el embriodn, las oscilaciones del reloj de segmentacion inician en
un estado sincronizado [109, 183]. Se cree que en los mutantes de se-
falizacion de Notch, el acoplamiento deficiente conduce a la desincro-
nizacién paulatina del ritmo colectivo y, finalmente, causa los segmen-
tos defectuosos observados [102, 107-109]. Aungue todos los mutan-
tes de los componentes de acoplamiento se desincronizan eventual-
mente, algunos empiezan a producir defectos antes que otros [184]
(Tabla. 6.1).
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Figura 8.8:
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La frontera de la region de sincronizacién depende de los valores

de los parametros de (A-C, G-I) afinidad entre ligandos y Notch

x, Yy de (D-F, J-L) dimerizacion ; . Mapas en funcién de la tasa
de sintesis de (A-F) DeltaC y DeltaD, o (G-L) Notch y DeltaD. La
linea de rayas corresponde en todos los casos a la frontera de la
region de sincronziacién de los mapas en la Fig. 8.5A o B, segun
corresponda. Los valores de los parametros de las lineas comple-
tas clara y oscura son un valor por encima y uno por debajo del
valor del wildtype en todos los casos, salvo g (Tabla C.3). Paréa-
metros del wildtype en la Tabla C.2. Las etiquetas funcionan como
ayuda memoria. Por ejemplo, C : C indica que en ese mapa se
varia un parametro que afecta la dindmica del homodimero de
DeltaC.

8.3.1 Limite anterior de defectos

En el embrion, estas diferencias en el inicio de los defectos sue-
le cuantificarse midiendo cuantos segmentos sanos se generan antes
de la aparicién del primero defectuoso, cantidad que se denomina
limite anterior de defectos —anterior limit of defects (ALD) [142]. Mien-
tras que el mutante deltaC y embriones tratados con DAPT tienen
un ALD medio de unos 5,5 segmentos [139, 141], los mutantes de del-
taD y notchla tienen un ALD medio de 8 segmentos [109, 114, 139]
(Tabla. 6.1). Existen multiples genes notch que se expresan en el re-
loj de segmentacién [185], pero s6lo se han reportado fenotipos de
desincronziacidn en el mutante de notchla. Por esta razén, es posible
gue este mutante no tenga una peérdida total de sefializacion. En cam-
bio, en el mutante de deltaC la sefial que se comunica entre células
carece de componentes oscilatorios. Es entonces entendible que el fe-
notipo de este mutante tenga el mismo ALD que embriones tratados
con DAPT, que si la concentracion es suficientemente alta, bloquea la
liberacién del NIcD, y por ende elimina completamente la sefaliza-
cion [146].

Para medir numéricamente el ALD, realizamos ensayos donde utili-
zamos los parametros correspondientes a condiciones mutantes, ini-
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Figura 8.9: En condiciones mutantes, a medida que el sistema se desincroni-
za, el parametro de Kuramoto disminuye. (A) Trazas de células
individuales (gris) y del campo medio (negro) en la condicion
de mutante de deltaD ( p = 0) se desincronzian a medida que
avanza el tiempo. Se muestran 20 de las 100 trazas para mejorar
la claridad. (B) Pardmetro de orden de Kuramoto del sistema en
en el panel A. (C) Pardmetro de orden de Kuramoto de 100 itera-
ciones de sistemas como el del panel A, variando la eleccién de
retardos ; (rojo claro) y promedio de todas las iteraciones (rojo
oscuro). (B-C) Linea punteada representa el umbral Ry = 0,6.

cializamos el sistema en un estado sincronizado [109] y observamos el
periodo transitorio hasta llegar a la desincronizacion (Fig. 8.9A). Lue-
go, calculamos el parametro de orden de Kuramoto en cada instante
R(t) desde el comienzo de la integracion (Fig. 8.9B). Esta curva pre-
senta una fuerte variabilidad, dependiendo de la muestra aleatoria de
retardos ; (Fig. 8.9B), por lo que corremos 100 réplicas independien-
tes del sistema. En cada una de ellas calculamos la fase del campo
medio utilziando la transformada de Hilbert. De alli extraemos el va-
lor de la fase en el momento en que la curva de R(t) cruza el umbral
Rr. De esta forma, calculamos la cantidad de ciclos que realiza el siste-
ma antes de desincronizarse, lo que intepretamos como la formacién
de segmentos defectuosos. Dado que las células en el embrién com-
pletan un par de ciclos antes del comienzo de la somitogénesis [109,
183], el valor del ALD medido es dos menos que la cantidad de ciclos
gue realizo el sistema al cruzar le umbral.
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8.3.2 Curvas de ALD y parametrizacion del wildtype

Con esta herramienta podemos explorar el valor del ALD en funcién
de los parametros del sistema. De hecho, es esta herramienta la que
utilizamos para fijar los parametros del wildtype y los mutantes del
sistema mas arriba (puntos en la Fig. 8.5).

Para ello, primero calculamos el ALD del sistema tratado con DAPT,
que recordamos, es una droga que inhibe la liberacion del NICD y por
ende la transmision de la sefial. Podemos simular un ensayo en el que
una dosis variable de DAPT se administra al embrion si incluimos en
la Ec. (7.30) un factor

[DAPT]

§=- sS§+niK 1- ————
' su [DAPT Jsat

(8.2)
donde [DAPT] es la concentracion aplicada de DAPT y [DAPT]sat €s
la concentracion de saturacion, a partir de la cual la pérdida de trans-
mision de informacién es completa. Para el calculo del ALD fijamos
[DAPT] = [DAPT Jsat, 10 que equivale a fijar K = 0 en la Ec. (7.30).
Una vez obtenido este valor, corroboramos el que fenotipo mutante
de deltaC, parametrizado por ¢ = 0, tenga el mismo ALD. Luego, es-
tudiamos el valor del ALD del mutante de deltaD, parametrizado por

p = 0, en funcion de la tasa de sintesis de DeltaC ¢ (Fig. 8.10A).
Esto equivale a recorrer el eje horizontal del mapa de sincronizacién
en la Fig. 8.5A, como hicimos en la Fig. 8.6. La variabilidad del valor
del ALD aumenta a medida que la tasa de sintesis se acerca a valores
gue sincronizan al sistema, y eventualmente, el sistema queda sincro-
nizado en el estado estacionario, por lo que a partir de cierto valor
de ¢ no se puede definir un ALD. Fijamos el valor wildtype de ¢ en
aquel que resulta en un mutante de deltaD que tiene un ALD 2,5 ciclos
mayor que el tratado con DAPT (linea horizontal en la Fig. 8.10A).
Finalmente, establecemos el valor del la tasa de sintesis de Notch y
gue describe al mutante haciendo un barrido similar del ALD en fun-
cion de este parametro (Fig. 8.10B).

De esta forma, nos aseguramos de que la parametrizacion elegida
en la Tabla C.2 tiene valores de ALD consistentes con las observaciones
experimentales (Fig. 8.10C).

8.3.3 Origen de la diferencia de ALD

Comparando las curvas en las Figs. 8.6 y 8.10, observamos que
tienen formas parecidas, y que presentan una transicion en torno a
valores similares de la tasa de sintesis. Esto sugiere una potencial ex-
plicacién para los distintos valores de ALD que el sistema presenta con
distintas parametrizaciones. Obervamos que el valor estacionario del
indice de sincronziaciéon Ren el mutante de deltaC es menor que en el
mutante de deltaD (ver por ejemplo el valor en el cual la curva corta el
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Figura 8.10: El ALD de las condiciones mutantes varia con las tasas de sinte-

sis de los ligandos. (A-B) Cantidad de ciclos del campo medio
antes de cruzar el umbral de sincronizacacién (esto es, ALD+2)
para (A) el mutante de deltaD en funcién de la taza de sintesis
de DeltaC ¢ y (B) la taza de sintesis de Notch . Puntos de
colores son los resultados de 50 realizaciones individuales, pun-
tos negros y barra son promedio y desviacién estandar de las
realizaciones, unidos con lieas negras para guiar el ojo. Linea
gris indica el valor del umbral de sincronizacién Ry. Triangulo
azul indica la taza de sintesis del mutante de Notch. (C) Can-
tidad de ciclos totales antes del cruce del umbral y ALD para
las condiciones mutantes es consistente con la evidencia expe-
rimental. El eje superior esta corrido en dos ciclos respecto del
inferior. Puntos son 100 realizaciones individuales, caja y barra
son rango intercuatil y mediana. (D) Cantidad de ciclos totales
se correlaciona positivamente con el valor estacionario del pa-
rdmetro de Kuramoto R para los datos en el panel A. Escala
de colores indica el valor de la taza de sintesis de DeltaC. (A,
D) Tridangulo de naranja indica la taza de sintesis de DeltaC del
wildtype.

umbral vs. el valor inicial en la Fig. 8.10). Por ende, proponemos que
la diferencia en ALD se debe a una sincronizacion estacionaria rema-
nente, generada por una sefializacion oscilatoria que no se ha perdido
completamente. De hecho, podemos estudiar el valor del ALD y de R
a medida que variamos por ejemplo la tasa de sintesis de DeltaC en
la condicidon mutante de deltaD. Vemos que estas cantidades en efecto
se correlacionan positivamente (Fig. 8.10D).

84 el rol de los dimeros

A continuacién, nos preguntamos como los distintos dimeros con-
tribuyen a definir la region de sincronizacion. Para ello, alternamos
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finjando a cero sus tasas de asociacion, disociacion y de union al re-
ceptor Notch.

El heterodimero DeltaC:DeltaD resulta clave para generar una re-
gion de sincronizaciéon amplia, con un rango extenso de valores de

c en los que el mutante DeltaD conduce a la pérdida de sincroniza-
cion (Fig. 8.11A). El homodimero DeltaC:DeltaC favorece la sincroni-
zacion en la region de baja concentracién de DeltaD, permitiendo que
valores altos de ¢ puedan rescatar el fenotipo del mutante DeltaD
(Fig. 8.11B). En contraste, el homodimero DeltaD:DeltaD parece inhi-
bir la sincronizacion cuando DeltaD se encuentra en concentraciones
elevadas (Fig. 8.11C). La exclusiéon de ambos homodimeros produce
un mapa de sincronizacion simétrico, en el que la pérdida de cual-
quiera de los dos monomeros tiene efectos equivalentes (Fig. 8.11D).
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Figura 8.11: Los cada dimero individualmente controla distintos aspectos
del mapa de sincronizacion. (A-D) Variacion en los limites de
la regién de sincronizacion en la Fig. 8.5A (linea de rayas) para
(A) epm =0y e=0,(B) Fpm =0y £=0,(C) gpm =0
Y ¢ =0MD) rppm = epm =0y = ¢ = 0 en todos
los casos la linea sélida. Linea de rayas, namero de realizacio-
nes y otros parametros como en la Fig. 8.5A. (E) Cantidad de
ciclos totales antes del cruce del umbral y ALD para condicio-
nes mutantes segln se indica, en el escenario del pabel D. Ejes,
parametros, puntos y cajas como en la Fig. 8.10C. (F) Para de sin-
cronizacién como en la Fig. 8.5A, C, con tasa de dimerizacion
del homodimero de DeltaC g+ = 0,003 Mapa es una Unica
iteracion del sistema, en vez de el promedio de diez iteraciones.
Las escalas vertical y horizontal son distintas, para que se apre-
cie la separacion de las dos regiones.

Este mapa de sincronizacion, considerando Unicamente el hetero-
dimero, es coherente con las propiedades en estado estacionario ob-
servadas en los mutantes, es decir, la pérdida de sincronizacién. Sin
embargo, los ensayos humeéricos de desincronizacién muestran que
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los mutantes de DeltaC y DeltaD tienen el mismo ALD, con lo que no
reproducen los fenotipos embrionarios diferentes que se observan ex-
perimentalmente (Fig. 8.11E). Esto se debe a que los roles de DeltaC y
DeltaD son completamente simétricos en la sintesis del heteorimero, y
la pérdida de cualqueira de ellos lleva a la pérdida del heterodimero.
Esto genera que no exista una sincronizacién estacionaria remanente
en la regién del mapa de sincronizacion que describe el mutante de
DeltaD, que es la que generaria un ALD distintos para los distintos
mutantes.

Un acercamiento complementario para desglosar los roles de los
dimeros es intentar entender la estructura de la region de sincron-
ziacion. Observamos que al disminuir significativamente la tasa de
dimerizacién del homodimero de DeltaC [, la region de sincroni-
zacion se separa en dos partes, que s6lo son visibles si extendemos
los ejes de tasas de sintesis ¢ y p considerablemente (Fig. 8.11F).
Vemos que hay una regién superior, consistente con la sincronziacion
debido exclusivamente al heterodimero, como en Fig. 8.11D, y que
hay otra regién baja a la derecha, consistente con lo que observamos
al variar los niveles del homodimero de DeltaC o su afinidad a Notch,
consistente con la Fig. 8.8B, H. Entonces, el heterodimero sincroniza
al sistema cuando los niveles de DeltaD son mas altos, mientras que
el homodimero de DeltaC de provee la sincronziacion estacionaria
remanente en el mutante de DeltaD.

8.5 resumen

En resumen, la hipotesis de que los dimeros DeltaC y DeltaD se
asocian para activar el receptor Notch resulta consistente con las prin-
cipales observaciones experimentales sobre los fenotipos mutantes.
En este escenario, el rol de DeltaD seria funcionar como compafiero
de union para DeltaC. Asi, a pesar de no estar regulado transcrip-
cionalmente, DeltaD coopera con DeltaC en la generacién de una
sefial oscilatoria mediante su interaccion. De esta forma, el hetero-
dimero DeltaC:DeltaD parece ser el actor principal en este mecanis-
mo (Fig. 8.11A). Los homodimeros, por su parte, introducen una
asimetria que permite explicar las diferencias observadas en los ex-
perimentos de desincronizacién entre los mutantes DeltaC y DeltaD
(Figs. 8.10C y 8.11E).



SINCRONIZACION POR MONOMEROS

La vision més extendida sobre la sefializacion de Notch propone
gue los ligandos se unen a los receptores como mondémeros [138, 186].
La activacion del receptor Notch por dimeros de Delta representa-
ria un cambio de paradigma respecto a esta concepcion [144, 176].
El trabajo que originalmente mostré que la dimerizacion de ligandos
sucede in vitro [144] se motivo en intentar desentrafiar por qué el mu-
tante de deltaD tiene un fenotipo de desincronizacion, y encontré una
respuesta en la dimerizacion. La evidencia que utilizan, sin embargo,
hasta donde sabemos no ha sido replicada por otros equipos de tra-
bajo en el pez cebra, ni ha sido corroborada en ensayos in vivo. Nos
preguntamos entonces si el paradigma usual, los monémeros de li-
gandos uniéndose al receptor Notch, también permitiria reproducir
las observaciones experimentales. De forma naiv se podria pensar que
un componente no oscilatorio no deberia tener efecto en la sincron-
ziacion del sistema. ;Qué rol podria tener DeltaD en este contexto?

9.1 sefalizacidon de notch activada por monémeros

A continuacién, adaptamos la teoria que construimos en los Capitu-
los 7 y 8 para evaluaremos la hipétesis de que los ligandos de Notch
en forma de mondmeros se unen a Notch y lo activan.

9.1.1 Descripcion teorica

Para evaluar esta hipétesis alternativa, formulamos una teoria en
la cual las proteinas DeltaC y DeltaD individuales pueden unirse al
receptor Notch como mondmeros y activar la sefial en la célula re-
ceptora (Fig. 9.1A). Para esto, eliminamos de las dinamicas de las
concentraciones de los mondmeros los términos que impliquen dime-
rizacién como en la Ec. (7.35), y agregamos términos de asociacion a
Notch con laforma xXx;n. El modelo completo de mondmeros unien-
do a Notch, en su forma adimensional, es

- 1 1+ (si(f- 7)) ®

NN R RE ) e (s@- e oY
o 1 B

G =- cC+ S F cCin, (9.2)
di=- pdi+ p- pdin (9.3)
nNi=- ani+ n- NiK() (9.4)
S =- S+ niK(t), (9.9)
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donde ¢y p son las tasas de afinidad de los monémeros al campo
medio de Notch. La actividad total de ligandos se expresa como:

K(t)= cC+ pd, (9.6)

donde ¢y d son los campos medios de DeltaC y DeltaD, respectiva-
mente (ver Ec. 7.28).
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Figura 9.1: La hipétesis de monémeros uniendo a Notch y activandolo pro-
duce oscilaciones sincronizadas. (A) La sintesis de DeltaC esta
regulada por el oscilador, la de DeltaD no. Los mondmeros Del-
taC y DeltaD se unen a Notch en células vecinas y lo activan,
liberando el NicD y transmitiendo una sefial al oscilador de la
receptora. (B) Oscilaciones individuales en estado estacionario
X (t) (lineas grises, se muestran 25 de 100) y campo medio X(t)
(linea negra), para todas las variables x = h, c,d, n,s. Las escalas
verticales son las mismas excepto para h(t). Parametros como
en la Tabla C.2. (C) Mapas de sincronizacion del sistema bajo la
hipétesis de mondémeros uniendo a Notch no tienen una region
compatible con el fenotipo de desincronizacion del mutante de
deltaD. Pardmetros de los valores no variados en la Tabla C.2, sal-
vo por = 25, que tiene le valor de dimeros. Escala de colores,
cantidad de repeticiones y linea de rayas como en la Fig. 8.5.

9.1.2 Prametrizacion y sincronizacion

Esta hipdtesis alternativa de mondémeros uniendose a Notch es ca-
paz de generar osciaciones sincronizadas (Fig. 9.1B). Realizamos una
exploracién en el espacio de pardmetros ( ¢, p) Y ( N, D) para
evaluar si este escenario podria ser consistente con los datos expe-
rimentales. Encontramos que, con una parametrizacion similar a la
gue usamos en el caso de dimeros, los mapas de sincronizaciéon no
muestran regiones prominentes de pérdida de sincronia al eliminar
DeltaD (Fig. 9.1C). Esto es en principio consitente con la idea naiv de
gue la sefial constante no juega un rol en la sincronizacion.
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Sin embargo, al aumentar la no linealidad efectiva en la funcién
regulatoria, la regién de sincronziacion cambia de forma: una regién
del espacio de parametros con ¢y p intermedios es capaz de sin-
cronizar, y disminuir p elimina la sincronziacién. De hecho, si bien
nuestra parametrizacién establece ¢ = y = s , podemos re-
lajar esta condicion. Estos exponentes representan distintos procesos
—las maltiples interacciones involucradas en la regulacion de Her so-
bre sobre DeltaC y si mismo, y la regulacién de la sefial sobre Her—, y
los habiamos supuesto todos iguales por simplicidad. Variamos uno a
la vez los exponentes de Hill efectivos, manteniendo los valores de los
otros dos en su valor de la parametrizacion de dimeros. El exponente
de la de la regulacion de DeltaC por Her ¢ no parece tener un efecto
en frontera de la regién de sincronizacion (Fig. 9.2B). El de autoregu-
lacion de Her p achica levemente la regiéon de sincronizacion, sin
modificar la forma, de modo que no se genera una zona compatible
con el fenotipo mutande te deltaD (Fig. 9.2C). S6lo el exponente de la
regulacién positiva por la sefial g agranday, crucialmente, cambia la
forma de la region de sincronizacion de forma que DeltaD resulta ne-
cesario para sincronizar el sistema en una regién significativa del es-
pacio de parametros (Fig. 9.2D). Si recordamos que estos exponentes
de Hill estan describiendo de forma efectiva multiples interacciones
involucradas en los pasos que cada uno describe, los resultados de
la Fig. 9.2A-D sugieren que el modelo de mondémeros para funcionar
requiere incluir en la descripcién interacciones mas complejas que el
modelo de dimeros.

Si bien este desgloce de exponentes efectivos es interesante, para
mantener simple la parametrizacion, en lo que sigue mantendremos

H= ¢c= s , sabiendo que el efecto de variar 0 sélo g
es similar. Con esto en mente, tomamos = 7 y construimos los
mapas de sincronizacion estacionaria, que reproducen los fenotipos
de los mutantes de deltaC, deltaD y notch [102, 107] (Figs. 9.2E-H).
En particular, observamos una regién extensa donde la ausencia de
DeltaD lleva a la desincronizacion (Fig. 9.2E, F).

9.1.3 Desincronizacion y variantes

Al igual gue en el modelo de dimeros, en el de mondémeros ob-
servamos que para valores bajos de p donde se pierde la sincroni-
zacion, un aumento en ¢ y N puede llevar al sistema a una tran-
sicion de sincronizacién y la recuperacién del estado sincronizado
(Fig. 9.2). Estos mapas también muestran que para valores altos de

p Se pierde la sincronizacion. No obstante, el limite de las regiones
sincronizadas esta controlado por las tasas de afinidad a Notch, ¢
y p (Fig. 9.3A-D). Reducir p extiende la regién sincronizada hacia
valores mas altos de p, lo que permite mantener la sincronizacion
bajo sobreexpresion de DeltaD [114, 182]. Por otro lado, un incremen-
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Figura 9.2: Variar la no linealidad efectiva en la regulacién positiva agranda
la region de los mapas compatible con el mutante de deltaD. (A-
D) Cambios en la frontera de la region de sincronizacion en el
mapa de Fig. 9.1C (izquierda) al variar los valores de la no linea-
lidad efectiva (A) ,(B) s,(C) ¢ o(D) u.EnB-D se mantiene
los exponentes que no varian x = 2,5. (E-H) Mapas de el valor
estacionario del parametro de Kuramoto en funcion de la tasa de
sintesis de (E, G) DeltaC y DeltaD, y (F, H) Notch y DeltaD. En
G, H las cajas de linea punteada indican el rango en los paneles
E, F. Escala de colores, cantidad de iteraciones, puntos y lineas
de rayas como en la Fig. 8.5. Pardmetros en la Tabla C.2.

to en ¢ desplaza la region sincronizada hacia valores mas bajos de
las tasas de sintesis, lo que reduce el costo —en términos de recambio
molecular- de mantener la sincronia.

Siendo que el modelo es capaz de reproducir los fenotipos esta-
cionarios, nos preguntamos a continuacién por los ensayos de desin-
cronizacion . En effecto, estos también muestran que la hipétesis de
monomeros reproduce las diferencias observadas en las tasas de pér-
dida de sincronia entre los mutantes (Fig. 9.3E).

En resumen, la hip6tesis que establece que los monémeros no di-
merizan, sino que se unen de forma directa a Notch y lo acitivan
es compatible con la evidencia experimental disponible. Para ello, re-
quiere una parametrizacion levemente distinta a la de la hipdtesis de
dimeros, pero los parametros no dejan de tomar valores biolégica-
mente plausibles. El rol que esta hipotesis le asigna a DeltaD no es
evidente en esta instancia —lo discutiremos mas adelante. Podria ser
gue la sefal constante debido a DeltaD eleve los niveles totales de
sefializacién, de forma que las oscilaciones en la sefial debido a Del-
taC sincronizan el sistema. En ausencia de DeltaD, la sefializacién no
seria suficientemente intensa como para sincronizar el sistema.
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Figura 9.3: La hipdtesis de unién de mondémeros a Notch es compatible con
los fenotipos de desincronizacion. (A-D) Cambios en la fronte-
ra de la region de sincronizacion de los mapas en la Fig. 9.1B,
C al variar (A, C) la afinidad de DeltaC por Notch ¢ = 0,01
(linea clara) y 0,3 (linea oscura), o (B, D) la afinidad de DeltaD
por Notch p = 0,002 (linea clara), 0,3 (linea oscura). La linea
de rayas es la misma que en la Fig. 9.1B, C. (E) Cantidad de ci-
clos totales antes del cruce del umbral y ALD para condiciones
mutantes segun se indica, bajo la hipétesis de monémeros. Ejes,
puntos y cajas como en la Fig. 8.10C.

9.2 interacciones cis con seflalizacién por deltad

En esta seccidén evaluaremos una hipotesis que extiende la de mo-
noémeros, incluyendo otro tipo de interacciones entre los ligandos y
con el receptor. En particular, distintos trabajos proponen que en mul-
tiples contextos y especies, los ligandos de Notch pueden interactuar
con el receptor en cis [137]. Esto es, ademas de unirse a receptores
en células vecinas, los ligandos también pueden unirse a los recep-
tores en la misma célula. En particular, estudiaremos el caso donde
esta interaccion en cis no activa Notch, por lo que el efecto neto es la
inhibicion de la via por captura mutua del receptor y el ligando.

9.2.1 Evidencia en otros modelos experimentales

Aunque no hay evidencia directa de interacciones cis en el reloj
de segmentacion del pez cebra, datos de mamiferos nos llevaron a
considerar esta posibilidad. En ratén, el ligando divergente Delta-like
3 (DLL3) se une exclusivamente en cis a Notch, secuestrando el re-
ceptor y bloqueando asi su activacién [187, 188]. Aunque DLL3 se
expresa de forma constante, se ha propuesto que regula ciclicamente
la disponibilidad de Notch, contribuyendo a las oscilaciones del reloj
de segmentacién [188]. Estas interacciones suceden exclusivamente
en el interior de la célula, en vez de la membrana celular. En particu-
lar, la evidencia indica que DLL3 nunca es exportada a la membrana.
A su vez, se ha sugerido que DeltaC del pez cebra es ortélogo de
DLL3 [189-191]. En esta linea, podemos reinterpretar la evidencia de
la Ref. [144] donde observamos agregados intracelulares de DeltaC
en tinciones con anticuerpos en el PSM como evidencia indirecta de
interacciones cis.
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En el reloj de segmentacion del raton, DLL1 —un ligando de Notch
gue si oscila— se coexpresa con DLL3 [192, 193]. A diferencia de DLL3,
DLL1 puede unirse a receptores Notch tanto en trans como en cis, ac-
tivando o inhibiendo la via, respectivamente [188]. Un estudio in vitro
con DLL1 de rata en lineas celulares mamiferas, combinado con mo-
delado tedrico, mostré como este doble rol permite establecer estados
de sefalizacion mutuamente excluyentes, donde las células se dife-
rencian hacia sefializadoras o receptoras de sefial [177, 194]. Anéloga-
mente, en tejido neural embrionario del pez cebra, se ha demostrado
que DeltaD cumple un rol dual, funcionando tanto como transactiva-
dor como cisinhibidor de Notch [121].

Basandonos en esta evidencia, proponemos un modelo en el que
tanto DeltaC como DeltaD inhiben Notch en cis, y solo DeltaD pue-
de activar Notch en trans (Fig. 9.4). Recalcamos la diferencia entre
los modelos de reloj de segmentacion en ratén y en pez cebra. En el
primero, el ligando que activa Notch en trans es el que esta transcip-
cionalmente regulado y oscila [188]. En el segundo, el ligando que
activa en trans es el que no presenta un patrén de expresion tempo-
ral coordinado con el oscilador de la célula. En principio, no es obvio
ver cOmo este modelo es capaz de generar oscilaciones sincronziadas,
dado que la Unica interaccion entre el ligando oscilante y el reloj de
células vecinas es a través primero de Notch en la misma célula, luego
DeltaD también en la misma célula, y recién después con Notch en
células vecinas. ;Sera esta interaccion indirecta entre DeltaC en una
célula y Notch de otras células suficiente para sincronizar?

Figura 9.4: DeltaC y DeltaD inhiben Notch en cis, DeltaD también lo activa
en trans.
9.2.2 Descripcidn teorica

Para describir formalmente esta hipotesis, consideramos interaccio-
nes cis entre mondémeros de ligando y Notch mediante la reacciéon

X + N )tx*j X N1 2 9.7)
X

para X = C,D, donde el complejo cis [X; : Nij] se forma y se disocia
con tasas k3 y ki . Suponemos que la concentracién del complejo
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decae linealmente con una tasa dxy , eliminando de forma efectiva
al ligando vy al receptor Notch del sistema. Esta es la suposicién que
explicita la cis-inhibicion por captura mutua del ligando y el receptor.
La dinamica del complejo estad dada entonces por

w: dxn [Xi s NiT+ KGO XN - K [Xi 2 N, (©8)

y se agregan los términos correspondientes en las ecuaciones para el
ligando X; y el receptor N; de la forma

X
Ni

. s k;XiNi‘l'k;([XiZNi], (9.9
s k;XiNi+k;([XiZNi]. (9.10)

Asumiendo que la dindmica de la Ec. (9.8) es mas rapida que el reloj,
utilizamos una aproximacion cuasiestacionaria d[X; : Nj]=dt 0. Asi,
podemos reemplazar el valor en estado estacionario

KX

Xi:Nj]= ——
DN =

Xi N (9.11)

en la Ec. (9.9) y reagrupar para obtener

Xi = .- K& XN, (9.12)
N;i = .- k3% XiN;, (9.13)

donde definimos k$S,  dxn kljiﬁm La forma adimensional de este
X
término lo obtenemos con las Ecs. (7.46-7.48)

Xj = .- stini , (9.14)
ny=..- stini , (9.15)

L. . kSs H
donde redefinimos §*  =4-—* para X = C,D.

9.2.3 Parametrizacion

Para describir la nueva hipotesis, donde la sefializacién sucede ex-
clusivamente a través de DeltaD en trans, mientras que ambos ligan-
dos unen a Notch en cis, fijamos ¢ = 0. Ademas, fijamos los valores
de las afinidades a Notch en cis en un orden de magnitud por encima
de lo que valen las afinidades en trans en el modelo de mondmeros
(U =03 & = 01), siguiendo mediciones y ajustes numéricos de
las Refs. [177, 194].

Con estos cambios, notamos que el sistema no logra oscilaciones
sincronizadas (Fig. 9.5A), si utilziamos los pardmetros del modelo de
mondémeros (Tabla C.2). Sin embargo, al inspeccionar las trazas en-
contramos una pequefia modulacion en la amplitud de la sefian s, lo
cual no era necesariamente esperable, en principio. Esta modulacién
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es significativamente menor que la que observamos en el modelo de
monomeros (Fig. 9.1), por lo que tal vez si reparametrizamos el siste-
ma para escalar la sefial, quizas consigamos sincronizarlo. A su vez,
es posible que dada la nueva arquitectura de sefializacién, los retar-
dos intrinsecos de acoplamiento hayan cambiado. Si este fuera el caso,
para que el retardo de acoplamiento efectivo ¢ mantenga al sistema
en la segunda rama de sincronizacén (Fig. 8.2B), es posible que deba-
mos ajustar el valor de ¢.

Por estas razones, realizando un barrido de parametros en la escala
de concentracion de la sefial y el retardo de acople . Encontramos
gue, aun sin variar el segundo respecto de los modelos anteriores,
existe una estrecha region sincronizada (Fig. 9.5C). Fijando entonces

= 0,5, valor que aun se encuentra dentro de los rangos biolégi-
cos que estimamos mas arriba, obtenemos oscilaciones sincronizadas
(Fig. 9.5B).

Es interesante notar que, a diferencia del modelo de dimeors, las
oscilaciones pronunciadas que aparecen en la concentracion del mo-
nomero de DeltaD estan en fase con las de DeltaC (comparar Figs 8.1

y 9.5).
9.2.4 Un nuevo rol para DeltaD

En este modelo, el ligando que transmite la sefial a las células ve-
cinas no esta directamente regulado por el oscilador. Sin embargo,
observamos que los mapas de sincronizacion en estado estacionario
presentan una region sincronizada robusta y son compatibles con los
fenotipos mutantes estacionarios (Fig. 9.5D, E). Este modelo le asig-
na a DeltaD un tercer rol en la sincronizacién, distinto de los del
modelo de dimeros 0 mondédmeros. El oscilador inhibe ciclicamente a
DeltaC, que secuestra a Notch mediante unién en cis, compitiendo
directamente con DeltaD. Como consecuencia, los niveles de DeltaD
libre también oscilan, produciendo una activacion ciclica de recepto-
res Notch en células vecinas. Asi, DeltaD transporta la sefial oscilato-
ria de una célula a otra a través de una interaccion indirecta con el
DeltaC oscilante.

Si bien este modelo reproduce los fenotipos estacionarios de mu-
tantes, no logra capturar las las diferencias observadas en los ensayos
de desincronizacion (Fig. 9.6A, B). Esto se debe probablemente a que
no existe un nivel de sincronizacion estacionaria remanente en la re-
gion del mapa de sincronziacion que describe al mutante de deltaD
( o = 0) que permita generar distintos ALD para ambos mutantes.

En particular, la pérdida de DeltaD genera efectos equivalentes a la
pérdida de DeltaC o a la inhibicién farmacolégica con DAPT, lo cual
no concuerda con lo observado en embriones, donde la desincroniza-
cion tras la pérdida de DeltaD es mas lenta que los otros dos casos.
Esto se debe a que, en ausencia de DeltaD, no hay ligando disponible
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Figura 9.5: EI modelo con cis-inhibicion es capaz de sincronizar. (A-B) Osci-
laciones individuales en estado estacionario x; (t) (lineas grises,
se muestran 25 de 100) y campo medio x(t) (linea negra), para
todas las variables x = h,c,d,n,s con el sistema (A) no sincro-
nizado y (B) sincronizado. Las escalas verticales son las mismas
excepto para h(t). 9= 03, &5 = 01, el resto de los parame-
tros como en el modelo de mondémeros en la Tabla C.2, salvo por

= 05enelpanelBy ¢ = 0en Ay B. (C) Mapa de sincroniza-
cion en funcion de el retarde de acople ¢, medido en unidades
del retardo medio del reloj 4,y de la escala de concentracion de
la regulacién positiva para una Uncia realizacién del sistema.
(D, E) Mapa de sincronizacion en funcion de las tasas de sintesis
de (D) DeltaC y DeltaD, y (E) Notch y DeltaD. Promedio sobre
diez iteraciones. (C-E) Parametros como en el panel B, escala de
colores y linea de rayas como en la Fig. 8.5.

para activar Notch en células vecinas (Fig. 9.6C). Es un efecto similar
al tratamiento con DAPT, donde el ligando se une al receptor, pero
la sefial no puede transmitirse (Fig. 9.6D). Finalmente, la pérdida de
DeltaC desacopla el oscilador de su influencia sobre la sefializacion.
Aungue DeltaD sigue presente y puede activar Notch, lo hace de for-
ma constante, sin ser modulado por el estado del oscilador (Fig. 9.6E).

Asi, aunque este modelo representa una alternativa interesante pa-
ra el rol de DeltaD en la sincronizacion, no logra reproducir las diné-
micas de desincronizacién observadas experimentalmente. Por esta
razén, no lo consideraremos en lo que sigue.
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Figura 9.6: La hipo6tesis de cis-inhibicidon no es compatible con los ensayos
de desincronizacién. (A-B) Cantidad de ciclos del campo medio
antes de cruzar el umbral de sincronizacacion para (A) el mu-
tante de deltaD en funcién de la taza de sintesis de DeltaC ¢
y (B) la taza de sintesis de Notch . Puntos de colores, puntos
negros y lineas como en la Fig. 8.10. (C-E) Esquemas de la red
de sefializacién no es capaz de transmitir informacion al ser per-
turbada por (C) mutante de deltaD, (D) tratamiento con DAPT, o
(E) mutante de deltaC.

9.3 unién competitiva

En en el capitulo 7 hicimos explicitamente una asuncién respecto
de la interaccion de la sefial Sy de dimeros de Her al unirse a los si-
tios de regulacion en el promotor de Her. Asumimos que la afinidad
del promotor por Her y por la sefial son independientes del estado
del promotor, lo cual denominamos unién doble. Otra hipétesis razo-
nable que también esbozamos es que Sy H compitan por los sitios de
unién en el promotor. Esto es menos plausible debido a que el pro-
motor tiene mualtiples sitios de unidn en su region regulatoria, pero
no conocemos de evidencia directa a favor o en contra de ninguna
de las dos hipétesis. Por esta razon aqui evaluamos brevemente la hi-
potesis de union competitiva y sus efectos sobre los resultados hasta
aqui obtenidos.

Formalmente, la hipétesis de unién competitiva resulta en reempla-
zar la regulacion de H en la ecuacion Ec. (7.16) por

g S
f(H,S) = by r_— < (9.16)
e e S
0 0

El efecto de esto es que hay una region del espacio (H,S) donde la
funcién de regulaciéon es no nula, donde antes era nula (Fig. 9.7A,
B). Introduciendo esta funcién de regulacion en el modelo completo
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Figura 9.7: Cambiar la hipotesis de funcion de regulacion no afecta signifi-
cativamente los resultados. (A, B) Valor de la funcién de regula-
cion en funcién de las variables h y s en el caso de (A) unién
doble, dado por la Ec. (7.16), y (B) union competitiva, dado por
la Ec. (9.16). Parametros como en el modelo de monémeros, sal-
vo = 2, para acentuar el efecto visual. Escala de colores es
arbitraria, claro indica valores altos y oscuro, valores bajos. (C,
D) Mapas de sincronizacion en funcion de las tasas de sintesis
de DeltaC y DeltaD bajo la hipétesis de union competitiva en
los casos del modelo de (C) mondémeros y (D) dimeros. Linea
punteada indica el borde de la region de sincronizacion de estos
mapas dado por R = Ry. Linea de rayas corresponde a la hip6-
tesis de unién doble, como en las Figs. 8.5y 9.2, para facilitar la
comparacion.

observamos que, si bien algunos detalles de la region de sincronzia-
cion difieren, cualitativamente los resutlados son consistentes con los
gue obtuvimos hasta ahora bajo la hipotesis de mondémeros (compa-
rar linea punteada y linea de rayas en la Fig. 9.7C). Crucialmente, lo
mismo es cierto para la hipdtesis de dimeros, donde los aspectos mas
importantes de la region de sincronziacion se mantienen al reempla-
zar la Ec. 9.16 en la regulacion del reloj (Fig. 9.7D).

Con este breve analisis exploratorio concluimos que las conclusio-
nes hasta aqui son robustas respecto del tipo de funcién de regulacion
gue elijamos, y no son una caracteristica intrinseca de la relacion entre
el promotor de Hercon Hy S.

9.4 discusién sobre otras hipdtesis

Hacemos aqui un breve interludio para discutir el raciocinio detras
de las hipdétesis que hemos evaluado. Esta tesis no pretende hacer
un recuento exhaustivo de todos los posibles roles de DeltaD en la
sincronizacion del reloj de segmentacién. En cambio, nos limitamos
a evaluar hipétesis basadas en evidencia experimental, a veces mas
directa, a veces mas circunstancial. En el caso de la hipétesis de moné-
meros, ensayos in vitro mostraron que todos los dimeros de ligandos
Delta se pueden formar, y que el heterodimero es el que predomina.
Luego, exeprimentos in vivo mostraron que los ligandos colocalizan,
fortaleciendo esta hipoétesis. En el caso de mondémeros, utilziamos el
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paradigma usual de la via Delta-Notch, que se basa en el cuerpo de
evidencia construido a lo largo de los afios investigando esta via. Si-
milamente, el caso de interacciones cis que evaluamos se basa en evi-
dencia en otros modelos animales, en informacién de ortologia y en
informacién recopilada en otros procesos del desarrollo en pez cebra.

En contraste, no evaluamos la posibilidad de que el heterodimero
se forme in vivo, pero no se una a Notch, y que sean los monémeros, o
en su defecto los homodimeros los que se unen y activan a Notch. En
este escenario, el rol del heterodimero seria el de capturar DeltaC y
DeltaD, haciendo que se inhiban mutuamente. De esta forma, DeltaD
tendria oscilaciones pronunciadas, como las tiene en el modelo de di-
meros considerado mas arriba, y activaria a Notch en células vecinas
en contrafase con DeltaC. Asi, la sincronizacion se llevaria a cabo en
medio de una cinchada entre las oscilaciones de DeltaC y de DeltaD.
De todas formas, el comportamiento general del sistema seria similar
al de monémeros, donde DeltaD provee una sefial basal, que en este
caso seria oscilatoria, pero nunca se anularia, como la de DeltaC.

Similarmente, no investigamos a fondo la posibilidad de que sélo
los homodimeros se formen, y activen y unan a Notch. Esto corres-
podneria a asumir que el heterodimero no se forma in vivo. En este
escenario los dimeros jugarian papeles similares a los de los monéme-
ros. Esta hipotesis tiene un paso extra en la sefializacion, comparado
con el modelo de mondmeros, por lo que tal vez eliminaria el reque-
rimiento de un exponente efectivo alto.

Otra opcién es que el heterodimero si se forme, se una a Notch y lo
active, en conjunto con los monémeros, en vez de los dimeros. En este
caso, el sistema se comportaria casi igual que el modelo de dimeros,
donde ahora seran los monomeros los que aporten la asimetria que
permita describir corretamente los fenotipos de desincronizacion.

También podriamos considerar configuraciones alternatias de la
red de interacciones en cis. Por ejemplo, agregar al sistema evaluado
mas arriba una interaccion en trans de DeltaC (es decir, un modelo
donde ambos Delta interactan en cis y en trans con Notch). Esto pro-
veeria al sistema de la sincronizacion estacionaria remanente en la
region que describe al mutante de DeltaD, y le permitiria plausible-
mente obtener valores de ALD consistentes con los experimentales. En
este punto, sin embargo, el comportamiento del sistema seria equiva-
lente al de mondmeros, donde las interacciones en cis sélo se encar-
gan de disminuir los niveles efectivos de sefializacién, que deberan
ser suplidos aumentando la escala de concentracion de la sefial, como
vimos mas arriba. En este caso, el rol de DeltaD seria nuevamente el
mismo que en el modelo de monomeros.

Similarmente, podriamos considerar toda la combinatoria posible
de interacciones en cis y en trans en el caso donde los ligandos dime-
rizan, donde ahora es posible que coexistan mondémeros y dimeros,
cada uno con un rol en la sefalizacion, siguiendo tal vez la Ref [176].
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Todos estos casos, no fueron evaluados debido a la ausencia de evi-
dencia que los respalde o, més aun, a la evidencia que los contradice.

9.5 resumen

En resumen la hipétesis de que los mondémeros de los ligandos de
Notch unen a Notch y lo activan es compatible con los fenotipos ex-
perimentales estacionarios y de desincronizacion. Bajo esta hipaétesis,
el rol del DeltaD pareceria ser el de proveer una sefial basal constan-
te, sobre la cual las oscilaciones de la sefial debido a la actividad con
DeltaC sincronzian al sistema. En contraste, otras hip6teiss alternati-
vas que evaluamos no son capaces de reproducir toda la evidencia
experimental. Por lo tanto, en lo que sigue contrastaremos prediccio-
nes que podemos hacer bajo las hipotesis de dimeros 0 monémeros
uniéndose a Notch.






EL ROL DE DELTAD

En este capitulo nos centramos en la motivacién original de esta
segunda parte de la tesis: nos preguntamos cual es el rol de DeltaD,
un componente de la red de sefializacién de Notch que no presenta
oscilaciones por regulacion transcripcional, en la sincronizacion del
reloj de segmentacién del pez cebra.

10.1 dos escenarios

Para atender esta pregunta, estudiamos las contribuciones de ca-
da ligando a la actividad total de ligandos K(t) (Fig. 10.1A). Hemos
presentado dos escenarios que podrian explicar los datos: uno en el
gue se forman dimeros que se unen a receptores Notch, con los hete-
rodimeros dominando la sefalizacion —al que llamamos escenario de
dimeros—, y otro en el que los mondmeros se unen y activan directa-
mente los receptores Notch —al que llamamos escenario de monéme-
ros. La actividad de acoplamiento todal esta dada en cada escenario
por las Ecs. (7.45) y (9.6).

En el escenario de dimeros, las oscilaciones de gran amplitud de
K(t) son impulsadas principalmente por las oscilaciones del heterodi-
mero ge(t). Las contribuciones de los homodimeros, gf(t)y cg(t),
presentan oscilaciones de amplitud mucho menor,yaque gy ¢ son
un orden de magnitud menores que g (Tabla C.2). Esto confirma el
rol de DeltaD como pareja de DeltaC en el heterodimero, que actla
como principal activador de los receptores Notch. En el escenario de
mondémeros, p d(t) se mantiene relativamente constante y es ¢ c(t)
el que contribuye con el componente oscilatorio de K(t). Esto sugie-
re que en este caso el rol de DeltaD es proporcionar un nivel basal
de sefalizacion que eleva K(t) a valores absolutos mas altos. En esta
interpretacion, los niveles de ¢c(t) por si solos no son suficientes
para sincronizar el sistema, lo que da lugar al fenotipo observado en
el mutante DeltaD.

De estas maneras distintas, ambos escenarios satisfacen un reque-
rimiento en comun: generar oscilaciones de suficiente amplitud en la
actividad total de ligandos K(t), que transporta la sefial. Estas osci-
laciones impulsan a la sefial s(t) en la Ec. (7.49) a cruzar periédica-
mente el umbral definido por la escala adimensional , y asi logran
sincronizar los osciladores.
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Figura 10.1: Los roles de los componentes de sefializacon difieren entre el
escenario de dimeros y el escenario de monoémeros. (A, B) Des-
composicién de las contribuciones a la actividad total de union
de ligandos K(t) (linea negra sélida). (A) Actividad de acopla-
miento de dimeros gf(t) (linea naranja), ¢g(t) (linea roja soli-
da), ee(t) (linea roja punteada). (B) Actividad de acoplamiento
de monoémeros ¢c(t) (linea naranja), p d(t) (linea roja).

10.2 oscilaciones de deltad

Estos roles de DeltaD, distintos en cada escenario, nos motivan a
buscar posibles diferencias en su dinamica. En el escenario de di-
meros, DeltaD se encuentra tanto como mondémero como formando
parte de dimeros. Encontramos que la concentracion total adimensio-
nal de DeltaD, dt(t) = d(t) + e(t) + 2g(t), muestra oscilaciones pro-
nunciadas, Fig. 10.2B. En contraste, en el escenario de mondémeros,
dr(t) = d(t) presenta oscilaciones de baja amplitud. Cuantificamos
la amplitud relativa como la diferencia entre el maximo y el minimo,
dividida por el valor promedio de la oscilacién. Esto arroja una am-
plitud relativa del 71% en el escenario de dimeros, y del 7% en el
escenario de mondémeros.

Es interesante evaluar numéricamente la amplitud de las oscilacio-
nes de DeltaD total, dado que es una cantidad que se puede asociar a
mediciones experimentales. Se han desarrollado reporteros de expre-
sion de DeltaD [114], esto es, peces transgénicos que expresan una
variante de DeltaD que tiene adosada una molécula fluorescente. Mi-
diendo la variacion de intensidad del fluoréforo a lo largo del tiempo
se puede inferir la variacion de la concentracion de DeltaD. En princi-
pio, este ensayo cuantificaria la cantidad de DeltaD presente en todas
sus formas —maduro o sin marudad, libre o unido a otras proteinas
en dimeros y complejos.

10.2.1 Degradacion del complejo DeltaD:NECD

La cuantificacion numérica de esta cantidad tiene una asuncion de-
trds que puede ser importante revisar. Cuando un ligando se une a
un receptor Notch, este se cliva, de modo que se libera NICD en la
célula que recibe la sefial. EI NECD restante, unido al ligando Delta,
es internalizado en la célula emisora de sefial y eliminado del siste-
ma [194-196]. El modelo, hasta aqui, no contempla la dinamica de es-
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te complejo ya que no participa directamente en la sefalizacion [137,
197]. Sin embargo, para contabilizar la cantidad total de DeltaD pre-
sente en una célula, puede ser relevante considerar al ligando que
forma parte del complejo internalizado.

Modificamos entonces la Ec. (7.22) para incluir la formacién del
complejo:

Xi+ N " Wyi+S . X=C,DEFG, (10.1)

donde Wy; representa el complejo formado por el ligando X y Notch
en la célulai. Suponemos que este complejo es internalizado y degra-
dado con una tasa dy [121, 137, 194], comUn para todos los ligandos
X, por lo que la dindmica del complejo esta dada por

WXi =- dW WXi + kXN Xi N . (10.2)

La formulacién adimensional de la Ec. (10.2) se obtiene a partir de
las Ecs. (7.46-7.48), definiendo
dw
Wy
de forma tal que

Wxi =- wWx + xXin, (10.3)

donde existe una ecuacion de este tipo para cada X = C,D,E F G.
Estas ecuaciones actan como lecturas de salida, readouts, del modelo
principal, ya que no afectan la dinamica de las otras variables. Por
lo tanto, la evolucion de wy; puede obtenerse mediante integracion
exacta de la Ec. (10.3), a partir de la dindmica de Ecs. (7.49-7.56) que
obtenemos numéricamente. Usando un factor de integracion [198],

R
e wi =gwt (10.4)
obtenemos la solucién

Wy (1)=& Wt yxi (t9n(tYe wt'dt . (10.5)
0

La cantidad total de DeltaD en una célula queda entonces dada por

dr(t) = d(t) + e(t) + 29(t) + wp (t) + we(t) + 2wg(t), (10.6)

donde las concentraciones de dimeros y complejos de los dimeros e
Yy g son cero en el escenario de monomeros.

No incluir ecuaciones para Wx; en el modelo, como teniamos has-
ta ahora, equivale a asumir un decaimiento instantdneo del complejo,
lo cual se parametriza como w ! 1 . Para considerar una vida
media finita del complejo, fijamos su tasa de decaimiento al mismo
valor [194] o mayor [121] que la del ligando libre, y evaluamos su
efecto sobre la dindmica del DeltaD total. Observamos que, observa-
mos que el valor basal de las amplitudes aumenta levemente, y que
la amplitud dismimnuye (Fig. 10.2B-D y Tabla 10.1). De todas formas,
la diferencia entre los dos escenarios sigue siendo marcada.
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10.2.2 Reciclado instantaneo

Una hipotesis alternativa a la degradacién del complejo es suponer
que el ligando es reciclado tras activar Notch y ser internalizado. En
el limite en que todo el ligando se recicla instantaneamente [197], la
reaccion de la Ec. (7.22) se transforma en:

X +Nj "™ X +5 , X=CD,EFG, (10.7)

lo que equivale a eliminar los términos de pérdida del tipo - xXx;n
en las Ecs. (7.50-7.54). A diferencia de la hipétesis anterior, esto tiene
un efecto neto sobre la dinamica, ya que hay mas cantidad de ligando
disponible en todo momento. Lo mas destacable es que las pequefias
oscilaciones en los niveles de DeltaD en el escenario de monémeros
desaparecen por completo, ya que eran impulsadas por la interaccion
con los niveles oscilatorios de Notch a través del término que ahora
ha sido eliminado (Fig. 10.2A).

Vemos entonces que, independientemente de la dindmica del com-
plejo de NECD, las conclusiones iniciales —que el escenario de dimeros
tiene oscilaciones de DeltaD total, mientras que el de mondémeros es-
cencialmente no- se mantienen al menos cualitativamente. Sin embar-
go, los valores cuantitativos dependeran de esta dindmica, que debera
ser invstigada experimentalmente si se desea calibrar mas adecuada-
mente este experimento.

Tasa de decaimiento Escenario dimeros Escenario monémeros

1 71% 7%
10 64% 6%
1 26% 0%
Reciclado 27% 0%

Tabla 10.1: Amplitud relativa de las oscilaciones del DeltaD total en los esce-
narios dimero y mondmero, bajo diferentes tasas de decaimiento
del complejo formado por un ligando y el dominio extracelular
de Notch. El caso con tasa de decaimiento 1 corresponde al mo-
delo en el que se elimina instantdneamente el ligando del sistema
tras unirse a Notch.

10.3 experimentos de rescate

Dados los distintpos roles de DeltaD -y presumiblemente, meca-
nismos de sincronizacion también distintos— en cada escenario, bus-
camos perturbaciones cuyos efectos nos permitan diferenciar entre
los dos escenarios. Nos preguntamos entonces qué sucederia si, eli-
minando DeltaD del sistema —el mutante de deltaD en el pez, p =0
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Figura 10.2: Descomposicion de las contribuciones a la concentracion adi-
mensional total de DeltaD d+(t) (linea negra sélida) en el es-
cenario de dimeros (arriba) y en el escenario de monémeros
(abajo). La cantidad total de DeltaD se obtiene como la suma de
DeltaD libre (linea sélida roja), heterodimero (linea punteada ro-
ja) y dos veces homodimero de DeltaD (linea punteada de pun-
tos roja), mas los complejos ligando:NECD (haranja), segun la
Ec. (10.6), en diferentes escenarios: (A) asume reciclaje instanta-
neo del ligando tras unirse a Notch, sin formacién de complejo;
(B) asume degradacion instantanea del complejo, equivalente a
una tasa infinita de decaimiento; (C,D) asumen tasas de decai-
miento decrecientes como se indica.

en la teoria—, introducimos nuevos jugadores que puedan reemplazar
a DeltaD en uno de sus roles pero no en el otro. Sera crucial que es-
tos nuevos jugadores puedan ser implementadas experimentalmente.
Una posibilidad, en términos del modelo, es suministrar una sefial
basal exdgena, que en ausencia de DeltaD reemplace su efecto sobre
la sefial total, pero que no cumpla el papel de pareja de unién necesa-
ria para DeltaC en el escenario de dimeros. Experimentalmente, esto
podria llevarse a cabo por ejemplo expresando constitutivamente el
NICD en todas las células.

Para poner a prueba esta idea, incluimos en el modelo un término
adicional de sintesis para s(t):

§=- gSi+Knj+ g, (10.8)

donde g representa una expresiéon exdégena y no regulada de NICD.
Los mapas de sincronizacién muestran que existe un rango de valores
de s que permiten rescatar el fenotipo mutante DeltaD en el escena-
rio de mondmeros (punto rojo y linea punteada en la Fig. 10.3A). En
contraste, este mismo ensayo de sobreexpresion de NICD no logra res-
catar el fenotipo en el escenario de dimeros (Fig. 10.3). ElI pardmetro
de orden a lo largo de la direccion s muestra un rango de valores
consistentemente altos por encima del umbral Ry en el caso de moné-
meros, mientras que en el escenario de dimeros se observan grandes
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fluctuaciones que permanecen por debajo del umbral (paneles infe-
riores en la Fig. 10.3A).

Otra perturbacién posible consiste en expresar DeltaC de manera
exdgena y no regulada, en el murante de deltaD, lo que describimos
formalmente agregando un término como

k= + ¥ (10.9)

a la Ec. 7.50, donde Z es una tasa de sintesis exdgena de DeltaC.
Numéricamente, este experimento también predice diferentes com-
portamientos en cada uno de los escenarios (Fig. 10.3B).

A B 0 dimeros monémeros

dimeros monémeros 3o

0 500 5
C C
;
U
0 | / \
00 200 20
S S

Figura 10.3: Ensayos de rescate en mutante DeltaD predice resultados dis-
tintos para los escenarios de monémeros y de dimeros. (A-B)
Mapas de sincronziacion de ensayos de rescate por sobreexpre-
sion de (A) NicD y (B) DeltaC en el escenario de (izquierda)
dimeros y (derecha) monomeros. Arriba: parametro de orden
en estado estacionario R en funcién de las tasas de sintesis de
DeltaC endogeno y (A) NicD o (B) DeltaC exdgeno. El punto
rojo indica la condicion mutante DeltaD para s =00 & =0
y la linea punteada roja indica el corte mostrado en los paneles
inferiores. Linea punteada, escala de color y namero de realiza-
ciones como en Fig. 8.5. Abajo: parametro de orden en estado
estacionario R como funcion de (A) sy (B) & alo largo de la
linea punteada en los paneles superiores. Los puntos rojos indi-
can 10 realizaciones independientes y la linea negra representa
el promedio. La linea gris horizontal indica el umbral Ry. Pa-
rametros como en el escenario correspondiente en la Tabla C.2,
salvo por p = 0.

10.4 resumen

En este capitulo definimos dos escenarios compatibles con la evi-
dencia experimental y que asignan roles distintos a DeltaD. En el es-
cenario de dimeros, DeltaD cumple el rol de compafiero necesario de
unién a DeltaC. En el escenaro de monémeros en cambio, DeltaD pro-
vee una sefial basal constante que eleva los niveles de sefalizacio total,
de forma que las oscilaciones en la sefial debido a la actividad de Del-
taC son capaces de sincronizar al sistema. Ademas, propusimos dos
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conjuntos de experimentos, cuyos resultados permitirian diferenciar
entre estos dos escenarios.






SINCRONIZACION POR UNA SENAL BASAL

El escenario de mondmeros plantea la hipotesis interesante de la
existencia de un “umbral” de sincronziacién que la sefial oscilatoria
debe cruzar periédicamente para sincronizar al sistema, y que una se-
fial constante es capaz de elevar los niveles de sefializacion de forma
gue este umbral sea en efecto cruzado. En este capitulo estudiaremos
en mas profundidad esta idea, haciendo uso de modelos simplifica-
dos y resultados analiticos.

11.1 solucién exacta de la dinamica de receptor y se-
nal

A continuacién, buscamos entender como surge la regiéon de sincro-
nizacion y como depende de las tasas de sintesis ¢y p.De hecho,
estos dos parametros funcionan como proxies para la amplitud y el ni-
vel basal de la actividad total de union K, respectivamente (Fig. 11.1A,
B). La amplitud esta positivamente correlacionada con ¢, mientras
gue el nivel basal permanece relativamente constante al variar este
parametro, mientras el sistema esté bien sincronizado (lineas sélidas).
A su vez, el nivel basal estd correlacionado positivamente con p,
mientras que la amplitud se mantiene constante cuando el sistema se
mantiene sincronizado al variar este parametro.

Con esto en mente, notamos que podemos usar las Ecs. (9.4-9.5)
junto con la Ec. (7.28) para escribir ecuaciones para los valores de
campo medio de la sefial y del receptor Notch:

S(t)=- sS(t)+ K(t)n(t) (11.1)
n(t)=- nn()+ n- KAL), (11.2)

donde escribimos explicitamente la dependencia temporal para resal-
tar que se trata de un conjunto de ODEs acopladas no auténomas.
Podemos entonces proponer una forma explicita, conocida de K(t)
e integrar el sistema. Basandonos en los resultados de las Figs. 10.1
y 11.1 proponemos aproximar K(t) por su expansion de Fourier hasta
primer orden

c . 2
K(t) = — —t +1 +D 11.
(1) 5 sin Tt , (11.3)

donde T es el periodo; la amplitud de pico a valle C es proporcional
a ¢,V elnivel basal D es proporcional a . En este caso, podemos
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Figura 11.1: La amplitud y el valor basal de la sefial y la actividad total de

acoplamiento se correlacionan con las tasas de sintesis de los
mondémeros. (A) Mapa de sincronziacion del escenario de mo-
némeros como en la Fig. 9.2. Punto blanco indica los parametros
del wildtype, triangulos de colores indican valores de las tasas
de sintesis utilziados en B-E, segun se indica en la leyenda. (B, C,
E) (Arriba) amplitud y (abajo) nivel basal de (B) la actividad to-
tal de ligandos K(t), (C) concentracién de her h y (E) sefial s en
funcion de (izquierda) la tasa de sintesis de DeltaC, mantenien-
do fija la de DeltaD, o (derecha) viceversa, segln se indica en la
letyenda. Regiones sincronizadas y no sincronizadas (R > Ry)
se indican con lineas continuas y punteadas, respectivamente.
La amplitud se define como el promedio del pico a valle por
ciclo, el nivel basal como el valor promedio del minimo de cada
ciclo. (D) Correlacion entre (arriba) la amplitud y (abajo) el ni-
vel basal de K(t) y S(t) al variar las tasas de sintesis de (arriba)
DeltaC y (abajo) DeltaD. Los circulos llenos y vacios correspon-
den a datos de la simulacién del modelo completo por encimay
por debajo del umbral de sincronizacidn, respectivamente para
(arriba) p = 21y (abajo) ¢ = 40, los valores wildtype de estos
parametros. Las lineas continuas muestran resultados de la in-
tegracion de la solucion cuasi-estacionaria (naranja, Ecs. (11.11)
y (11.12)) y la exacta (azul, Ecs. (11.1) y (11.2)) usando un K(t)
sinusoidal dado por la Ec. (11.3), donde los pardmetros C y D
controlan la amplitud y el nivel basal de la oscilacién. (B-E) Pa-
rametros segun la Tabla C.2, salvo donde se indiqua lo contrario.
La cruz negra corresponde al valor del wildtype.



11.2 solucién cuaesiestacionaria

encontrar soluciones exactas para las Ecs. (11.1) y (11.2) (Apéndice B).
Usando un factor de integracién [198] obtenemos

2 3
»
n(t)= ny(t)+ N4|0+2 |jCOS(j!t )5
i=0
o, ,° (G
vib T2 Cnr Bz 2

h i
( N tb)cos(jit )+l sin(jit ) +Co, (11.4)

donde definimos la frecuencia de oscilacion ! =15 (5
son funciones de Bessel modificadas, tomamos b = § + D, Cp es una
constante de integracion y nt(t) ! 0 es el comportamiento transito-
rio de n(t). Podemos entonces insertar esta solucion en la Ec. (11.1)
para obtener una solucidn cerrada y exacta que es demasiado extensa
para incluir aqui (Apéndice B).

Parametrizamos la Ec. 11.3 a partir de los resultados de la Fig. 10.1,
de forma que el periodo, la amplitud y el valor basal coincidan con
los del modelo completo. Con estos valores, observamos que la solu-
cion exacta del modelo forzado por una sefial sinusoidal resulta en
oscilaciones de frecuencia, amplitud, y valor basal compatibles con
los del modelo completo (Fig.11.2A, B, linea naranja). Ademas, estas
oscilaciones escalan consistentemente con las que se observa en el
modelo completo: la amplitud de s escala con la amplitud de la sefial
sinusoidal C, y su nivel basal también es consistente con el de la sefial
D (Fig. 11.1D, linea naranja).

Si bien estos resultados aportan validez a la aproximacién sinusoi-
dal de K(t), no esclarecen el efecto de su amplitud y su valor basal en
la sincronziacién, dado que la expresion para s(t) resulta sumamente
opaca de analizar. Por esta razon, dejaremos de lado la solucién exac-
ta y haremos una aproximacion para intentar esclarecer la relacion
entre las cantidades que estamos estudiando.

11.2 solucidén cuaesiestacionaria

Si asumimos que la escala de tiempo de las oscilaciones generadas
por el reloj es mucho mas lenta que la escala de tiempo de la unién
y degradacion de los ligandos, podemos hacer una aproximacion de
estado cuasi-estacionario para la dinamica de ¢j, dj, nj y sj. De es-
te modo, podemos obtener una forma cerrada para la dependencia
temporal de h; consigo mismo. Primero, obtendremos expresiones
para los ligandos, a partir de las cuales podemos calcular el valor de
K(t) como funcion de h; (t). Luego, obtendremos expresiones para el
receptor y la sefial, que finalmente insertaremos en la Ec. (9.1).
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Figura 11.2: Una actividad total de ligandos sinoidal aproxima los resulta-
dos del modelo completo. (A-D) Trazas de (arriba) actividad
total de ligandos, (medio) concentracion de Notch y (abajo) se-
fial en funcion del tiempo cuando utilizamos K(t) dado por (A)
el modelo completo, (B) una aproximacién sinusoidal Ec. (11.3),
(C) una aproximacién adiabatica Ec. (11.10) o (D) una aproxi-
macion de la misma Eq. (11.13) para integrar el sistema exacto
Ecs. (11.1) y (11.2) (linea naranja) o una aproximacién adiabatica
del sistema Ecs. (11.11) y (11.12) (linea azul). En todos los casos
aparece el valor de las cantidades en linea negra. En los paneles
superiores, linea roja es el valor de K(t) para esa columna. En
A la linea naranja coincide exactamente con la linea negra. En B
usamos C = 0,68 B = 0,17y T = 1158, a partir de mediciones
del K(t) en el modelo completo. Otros pardmetros, como en la
Tabla C.2.

Suponiendo que la dinamica de las concentraciones de monémeros
en el lado izquierdo de las Ecs. (9.2) y (9.3) es muy rapida, obtenemos

6 = cf- (hi(t- ¢)) (11.5)
ct cn
D

Las expresiones de campo medio de estas cantidades se calculan me-
diante la Ec. (7.28)

= % (11.7)
c ch

T D

d= 70 ey (11.8)

donde definimos la regulacién promedio de DeltaC por el reloj como

_ X
fo= o f(hitt- o). (11.9)
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Esta es una cantidad que oscila entre 0 y 1, y solo alcanza esos
extremos cuando el sistema esti bien sincronizado. Insertando las
Ecs. (11.7) y (11.8) en la Ec. (9.6), obtenemos una expresion para K
gue depende Unicamente de n y h;:

f
K=_-¢¢¢c, DD | (11.10)
ct ch pt ph

A continuacion, calculamos los niveles en estado cuasi-estacionario
del receptor y la sefial:

ni= g (11.11)
Kn; N K

. = = — . 11.12

S s s N*TK ( )

Aplicando la Ec. (7.28) observamos que, bajo esta aproximacion, los
niveles individuales del receptor y la sefal estan siempre alineados
con sus campos medios: nj = nys; = s. De hecho, esto es verdad
también para el modelo completo (Fig. 9.1). Lo mismo sucede ade-
mas con d; = d. Podemos entonces resolver la Ec. (11.11) usando la
Ec. (11.10) para obtener una expresion de n en términos de h;. Esto
resulta en una expresion cubica que depende de todos los parametros
de las Ecs. (9.2-9.5). Nuevamente, la solucion analitica resulta opaca
para el analisis de los efectos de las tasas de sintesis en la sincroniza-
cion. De todas formas, podemos validar la aproximacion comparando
el efecto de utilizar la expresion para K(t) dada por la Ec. 11.10 en
la dinamica de n y s en el sistema exacto (Ecs.(11.1) y (11.2)) y en el
cuasiestacionario (Ecs. (11.11) y (11.12)). Encontramos que la aproxi-
macion de K sobreestima el valor basal de la oscilacion (Fig. 11.2C
arriba). Esto se debe probablemente a que las oscilaciones de la regu-
lacion promedio de DeltaC por el reloj f no alcanzan el cero, debido a
gue la sincronizacion del sistema no es completa (Figs. 9.1y 9.2). Esto
resulta en oscilaciones de la sefial cuyo valor basal es mayor al del
modelo completo, cuando se integra de forma exacta las ecuaciones
(Fig. 11.2C abajo, linea naranja). En la aproximacion cuasiestacionaria,
sin embargo, la oscilacion de la sefial estd razonablemente de acuerdo
con la del modelo completo (Fig. 11.2C abajo, linea azul). Esta solu-
cion cuasiestacionaria utilizando K(t) cuasiestacionario de de hecho
se comporta de forma sumamente similar al resultado de utilziar el
K(t) del modelo completo en la expresién cuasiestacionaria de Notch
y la sefial (Fig. 11.2A, linea naranja).
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Para simplificar la expresién dada por la solucion del sistema Ecs. (11.10)-

(11.12), notamos que ¢ch cyY ph p (Tabla C.2 y Fig. 9.1),
por lo que podemos aproximar la Ec. (11.10) como

Kt) -C cfc®), o D (11.13)
c D
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donde incluimos la dependencia temporal para enfatizar que, bajo
esta aproximacion, la tasa de sintesis de DeltaC ¢ controla la am-
plitud de las oscilaciones de K(t), y la tasa de sintesis de DeltaD p
controla su nivel basal (Fig. 11.1A). Nuevamente, la aproximacion so-
breestima el valor basal y ahora también la amplitud de K(t), lo cual
se refleja en la dindmica de Notch y de la sefial al ser integrados de
forma exacta (Fig. 11.2D).

Esta linea de pensamiento, si bien parece una aproximacion un tan-
to burda, nos ofrece cierta informacion: muestra explicitamente que,
en el escenario de monodmeros, la tasa de sintesis de DeltaD se en-
carga de controlar el valor basal de la acividad total de acoplamien-
to, mientras que la tasa de sintesis de DeltaC escala la amplitud de
la oscilacion. Sin embargo, este mismo acercamiento revela un pro-
blema en esta linea de pensamiento en general: la amplitud de esta
oscilacion esta intimamente ligada con el estado de sincronizcién del
sistema (Fig. 11.1C, E). Este acoplamiento, si bien no presenta un obs-
taculo insalteable, dificultara la interpretacion de los resultados. Por
esta razon, en lo que sigue tomaremos un acercamiento levemente
distinto al problema que nos permitira analizar por separado el efec-
to del nivel basal y de la amplitud sobre la sincronizacion.

11.3 sistema forzado 1d

Esta vez realizaremos una aproximacion que no se deriva de un
tratamiento analitico del modelo, sino de la exploracién de la dinami-
ca que hemos hecho hasta ahora. Hemos notado que la amplitud y
el valor basal de la sefial s se correlaciona fuertemente con los de la
actividad total de ligandos K (Fig. 11.1D). Ademas, encontramos que
al introducir un K(t) sinusoidal en las ecuaciones dinamicas para s(t)
obtenemos un comportamiento que es aproximadamente sinusoidal,
cuya amplitud y valor basal es consistente con el del modelo com-
pleto (Fig. 11.2B). Esto sugiere que puede ser razonable aproximar la
sefial misma por su expansién de Fourier hasta primer orden

s(t) = A sin 2—t +1 +B, (11.14)
2 T

donde A es la amplitud de pico a valle de la oscilacién, B el valor
basal y T el periodo. Por los resultados de la Fig. 11.1E asociaremos

la tasa de sintesis de DeltaD p con B, y la de DeltaC ¢ con A.
Con esta expresién para la sefial, no es necesario estudiar una po-
blacion de osciladores, dado que alcanza con estudiar uno y entender
cOmo se sincroniza —o0 no- con la sefial a medida que se varian los pa-
rdmetros de esta. Utilizaremos entonces la expresion en la Ec. (11.14)
para forzar el oscilador central de nuestro sistema, Ec. (7.49). Dado el
nuevo rol de s(t), lo llamaremos de acd en més forzante, en vez de
sefial. Nos interesard medir si el oscilador tiene un periodo igual al
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del forzante, en cuyo caso diremos que el sistema esta sincronizado,
o distinto, en cuyo caso el sistema no esta sincronziado. No nos preo-
cuparemos en principio por la relacién relativa de fases, dado que
en el sistema completo no hemos medido la relacién de fases entre
sy h. Para esto definimos un indice de sincronziacion dado por la
diferencia de periédos de las dos variables

=T - T (11.15)

donde T, es el periodo del oscilador. Asi, = 0 representa un siste-
ma sincronizado, cuando > 0 el oscilador avanza mas lento que el
forzante y si <0, el oscilador avanza mas rapido.

Para evaluar sincronizacion del sistema debemos fijar un valor del
periodo del forzante T que sea distinto del periodo autbnomo del os-
cilador. Asi, en ausencia de sincronizacion el valor de sera no nulo,
y solo cuando los valores de A y B permitan la sincronizacién obten-
dremos 0. En particular, utilizamos un oscilador cuyo periodo
auténomo en presencia de sefializacion es T, = 8,4, por lo que uas-
mos T = 7,3. Construimos asi un mapa de en el espacio de parame-
tros (A, B), y observamos que aparece una region de sincronizacién
cualitativamente muy similar a la del escenario de monémeros (com-
parar Fig. 11.3A con Fig. 9.2). Esto valida a este modelo simplificado
1D como herramienta para estudiar como la sefial basal constante de
DeltaD es capaz de sincronizar al sistema.

114 Ilimite extremadamente no lineal

A continuacion exploramos un limite del sistema forzado. En el
modelo completo, la regulacion positiva f. del oscilador h; por la
sefial s;, Ec. (7.17), tiene forma sigmoidal (Fig. 11.3B-D). A bajos ni-
veles de sefializacidn, su valor es 1, y aumenta hasta  para niveles
altos de sefializacién. Su region de rango dindmico mas alto esta en
torno al umbral -1, donde pequefios cambios en la sefial produ-
cen grandes respuestas. Asi, para niveles intermedios de sefial, una
sefial oscilante se traduce en una modulacion grande de la funcion
regulatoria, impulsando una activacién ciclica de la sintesis de Her
(Fig. 11.3C lineas naranjas). En cambio, para niveles bajos o altos de
sefializacién, una sefal oscilante s produce una variacion mucho mas
acotada en la funcién regulatoria, fallando en transmitir una modula-
cion oscilatoria (Fig. 11.3B, D, lineas naranjas). Por lo tanto, plantea-
mos la hipdtesis de que en el escenario de mondémeros los niveles de
sefializacion debidos Unicamente a DeltaC no alcanzan la region de
alto rango dinamico alrededor de - 1. La sefial constante debida a
DeltaD aumenta los niveles de sefial y permite la sincronizacion.

Un caso limite de este comportamiento ocurre cuando la no lineali-
dad en la funcién regulatoria tiende a infinito, g! 1 , en cuyo caso
f4 (X) se convierte en una funcién escalon de Heaviside (Fig. 11.3E).
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Figura 11.3: Al aumentar la no linealidad, la regién de sincronizacion tiende
hacia una forma de cufa, con un vértice marcado. (A) Diferen-
cia de periodo entre oscilador y forzante en funcién de la
amplitud y el nivel basal del forzante. (B-D) Valor de la funcion
de regulacion (linea oscura) y representacion esquematica de
los valores recorridos por la sefial para un valor (B) bajo, (C) in-
termedio y (D) alto del nivel basal de la sefial (linea naranja). En
el eje horizontla se representa los valores que puede tomar s, en
el eje vertical, los valores de f. (s) correspondientes. En By D
un punto representa un rango de valores de f . (s) dmasiado pe-
quefio para ser visualizado con una barra como en C. (E) Valor
de la funcién de regulacion a medida que varia la no linealidad
efectiva. (F) Representacion esquematica de la condicién nece-
saria para obtener sincronziacion en el limite extremadamente
no lineal, etiquetando las regiones del espacio de parametros
donde el sistema puede (oscuro) o no (claro) sincronizar. (G)
Diferencia de periodo entre oscilador y forzante en funcién de
la amplitud y el nivel basal del forzante en el limite extremada-
mente no lineal. (H) Mapa del pardmetro de orden de Kuramo-
to en funcién de las tasas de sintesis de DeltaC y DeltaD en el
escenario de monomeros en el limite extremadamente no lineal.
Pardmetros y escala de colores como en la Fig. 9.2, salvo por s.
(A, G) Parametros del oscilador como en la Tabla C.2, T = 7,3.
Lineas punteadas corresponden a los bordes de la region dia-
gramada en F. Escala de colores como en la Fig. 11.4.

En este caso limite el valor de la funciéon de regulacién f, no varia con
la sefial mientras el valor maximo de esta sea menor que el umbral
A+B< "1 (11.16)

y tenemos f,. = 1 constantemente. A su vez si el valor minimo de la
sefial es demasiado grande

B> -1, (11.17)

tenemos f+ =  constantemente, y tampoco hay transmisién de se-
fal oscilatoria. S6lo cuando la sefial cruza el umbral -1 el oscilador
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Figura 11.4: La regién en la que la sincronizacion en principio es posible
pero no se obtiene varia con el periodo del forzante. (A) Mapa
de la diferencia de periodo entre oscilador y forzante en fun-
cion de la amplitud y el valor basal del forzante para distintos
valores del periodo del forzante. En todos los casos el periodo
del oscilador es Ty, = 7,7 en la regién por debajo del la region
delimitada por laEc. 11.16 y T, = 8,4 por arriba de la regién de-
limitada por Ec. 11.17. (B) Diferencia de fase entre el oscilador
y el forzante. Se muestra la cantidad solo en la regién donde

= 0, donde el oscilador y forzante mantienen una diferencia
de fase fija. Por fuera de esa region, la diferencia de fase no esta
definida.

recibe informacién temporal de la sefial y es capaz de sincronizarse
con este. Asi, las Ecs. (11.16) y (11.17) definen las condiciones nece-
sarias —pero no suficientes— para obtener sincronziacion en el limite
de extrema no linealidad (Fig. 11.3F), y reinterpretamos el valor de la
escala de concentracion de la sefial como la inversa de un umbral
de sefializacion - 1.

Construyendo un mapa de sincronziacion del oscilador forzado en
funcién de los parametros del oscilador en este caso extremadamen-
te no lineal encontramos en general un muy buen acuerdo entre la
region que cumple la condicidn necesaria para la sincronizacion y la
region con = 0 del mapa (Fig. 11.3G). Existe s6lo una pequefa re-
gion cerca del limite superior de la region de sincronizacion donde la
condicion necesaria parece no ser suficiente. En esta region la péerdi-
da de sincronziacion parece no deberse a la saturacion de la funcién
de regulacion, sino a otro efecto. No exploraremos en profundidad
la causa de la pérdida de sincronizacion en esta region en esta tesis,
pero podemos ver que al variar el periodo del forzante, la region se
achica a medida que T se acerca al periodo autébnomo del oscilador
en la regién superior (Fig. 11.4A). A su vez, observamos que la dife-
rencia de fase entre el oscilador y el forzante es nula en la parte de la
region de sincronizacion cercana a la condicion dada por la Ec. (11.16)
y tiende a , es decir sincronizacién en antifase, al acercarse al limite
superior de la region de sincronziacién (Fig. 11.4B). Los resultados de
la Fig. 11.4 no explican la flata de sincronizacion en la region superior,
pero ilustrna algunos aspectos interesantes del comportamiento.
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Finalmente, construimos un mapa de sincronizacion en el escenario
de mondmeros, donde tomamos el limite extremadamente no lineal,
y encontramos que la region de sincronizacion adquiere una forma
consistente con los resultados para el modelo de oscilador forzado
(Fig. 11.3H, Apéndice A).

115 resumen

En este capitulo evaluamos la hipoétesis de que una sefial basal es
capaz de decidir el estado de sincronizacion del sitema. Primero in-
tegramos de forma exacta las ecuaciones para la sefial, lo cual nos
permitio evaluar la validez de aproximaciones subsiguientes. Luego,
utilizando una aproximacion cuasiestacionaria, encontramos de for-
ma explicita que la tasa de sintesis de DeltaC controla la amplitud
de la oscilacién, mientras que la de DeltaD controla el nivel basal de
sefial. Con estas observaciones, redujimos el sistema de multiples os-
ciladores acoplados a un unico oscilador forzado, donde encontramos
gue, en el limite extremadamente no lineal, la sefial basal es capaz de
decidir el estado de sincronizaciéon segun si el forzante cruza o no un
umbral de sefalizacion.

En resumen, la sincronizacion por efecto de una sefial basal parece
estar mediada por un umbral de sincronizacién, como hipotetizamos
en el Capitulo 10. De hecho, en el escenario de monémeros el valor
de la escala de concentracion es = 0,1. Las oscilaciones de la se-
fial en ese modelo son tales que cruzan periédicamente -1 = 10
en presencia de la sefial basal debido a DeltaD (Figs. 9.1 y 11.1)E.
Al eliminarla, el maximo valor que s alcanza peridédicamente se aleja
del umbral. De la misma forma, en el modelo de cis-inhibicién en-
contramos que la amplitud y el valor basal de s es consistentemente
menor que en el escenario de monémeros (Fig. 9.5). Consecuentemen-
te debimos aumentar el valor de -disminuir el umbral- para lograr
sincronizacion.



DISCUSION Y PERSPECTIVAS

En la segunda parte de esta tesis nos hemos enfocado en el reloj
de segmentacién de vertebrados, en particular en el del pez cebra.
Durante el desarrollo embrionario, la formacion de segmentos que
daran origen a vértebras, costillas y otros elementos repetitivos del
cuerpo ocurre de manera secuencial, en un proceso conocido como
somitogénesis. La formacidn de este patron espacial es gobernada por
oscilaciones génicas que actian como temporizador, transformando
asi ordenamiento temporal en espacial. La sefializacion mediada por
la via Delta-Notch permite la sincronizacion de estas oscilaciones en-
tre células vecinas, dando lugar a un ritmo colectivo que define la
posicién y el momento de formacion de cada somito.

En este contexto, exploramos el rol especifico de DeltaD, un ligan-
do de Notch cuya participacion en la somitogénesis es un enigma
desde hace méa de una década. El ritmo de segmentacion esta contro-
lado por la expresion oscilante de genes de la familia her, que regulan
la produccion del ligando DeltaC, responsable de activar receptores
Notch en células vecinas. Este circuito de retroalimentacion permi-
te acoplar los osciladores individuales y generar un ritmo colectivo
coherente. Sin embargo, deltaD no muestra oscilaciones evidentes en
sus patrones de expresion, aunque su ausencia produce defectos en
la segmentacién. Esto plantea la pregunta de cudl es su rol en la sin-
cronizacion.

12.1 dos roles para deltad

En esta tesis abordamos esta pregunta mediante un enfoque tedri-
co. Motivados por datos experimentales disponibles, en los Capitulos
7'y 8 consideramos en primer lugar un modelo en el que los ligandos
deben dimerizarse para unirse al receptor y transmitir una sefial a
una célula vecina. Esta hipotesis asigna a DeltaD un rol claro como
pareja de DeltaC, haciéndolo necesario para la sincronizacion. Mos-
tramos que este modelo es compatible con datos experimentales en
mutantes, tanto en estado estacionario como en los fenotipos de desin-
cronizacion. Si bien el componente clave en esta hipotesis es el hetero-
dimero —que transmite la mayor parte de la sefial-, encontramos que
los homodimeros también son necesarios para explicar las diferencias
observadas en los fenotipos de los mutantes de la via Delta-Notch.
Dado que la evidencia sobre la existencia de dimeros de ligandos es
limitada y mayormente restringida a ensayos extraembrionarios, en
el Capitulo 9 exploramos una hipotesis alternativa donde los moné-
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meros se unen directamente y activan el receptor Notch. Mostramos
gue este modelo también es consistente con los datos experimenta-
les, asignando a DeltaD el rol de proporcionar una sefal basal. Estas
dos hipotesis de acoplamiento confieren a DeltaD roles funcionales
distintos. Por lo tanto, discutimos posibles experimentos que podrian
distinguir entre ambas hipétesis.

Ademas, en el Capitulo 11 pusimos a prueba la validez de la hi-
potesis de que, en presencia de una sefial oscilatoria, la existencia o
ausencia de una sefial basal constante puede definir si un sistema de
osciladores se sincroniza o no. Con un abordaje analitico y un modelo
de un oscilador forzado unidimensional, encontramos que el sistema
tiene un umbral de sincronizacion dado por la escala de concentra-
cion de la regulacion positiva del reloj por la sefial. Asi, validamos la
hipétesis para el rol de DeltaD en el escenario de mondmeros.

12.2 experimentos observacionales podrian distinguir
entre escenarios

Una diferencia clave entre los mecanismos propuestos de sefiali-
zacion radica en el modo en que los ligandos Delta interactian con
el receptore Notch. En particular, la hipétesis de dimeros propone
gue la formacién de complejos de ligando juega un rol predominante
en la unién a los receptores Notch. La dimerizacién de ligandos ha
sido corroborada in vitro mediante anticuerpos contra DeltaC y Del-
taD [144]. Mas recientemente, se reporté también la dimerizacién de
otros ligandos de la via Notch en cultivos celulares de mamiferos [176,
199]. Estos estudios identificaron regiones especificas de la proteina
responsables de la interaccion homofilica, y caracterizaron experimen-
talmente la formacién de dimeros mediante co-inmunoprecipitacion.
En embriones de pez cebra se ha reportado la colocalizacion de li-
gandos Delta en la region del PSM mediante inmunohistoquimica
fluorescente convencional [144]. Sin embargo, seria importante confir-
mar si estos dimeros también se forman como especies moleculares
funcionales en este contexto. Para ello podrian emplearse ensayos
FRET para evaluar la proximidad entre ligandos [200], o el ensayo
N&B para determinar el estado de oligomerizacion [201]. La observa-
cion directa de dimerizacién molecular in vivo seria un fuerte indicio
a favor del rol funcional de los dimeros, apoyando el escenario de
dimeros.

Mas alla de su estado de oligomerizacién, la dinamica temporal de
DeltaD también puede ofrecer pistas sobre su modo de accion. En
el Capitulo 10 encontramos que los dos escenarios predicen dinami-
cas distintas para la concentracion total de DeltaD. En el escenario
de dimeros, se espera que DeltaD exhiba oscilaciones marcadas. En
cambio, en el escenario de monoémeros solo se espera una leve varia-
cion en el tiempo. Por lo tanto, una forma de contrastar entre ambos
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escenarios seria mediante la visualizacion in vivo de una proteina re-
portera de DeltaD, o el uso de anticuerpos, para cuantificar la ampli-
tud relativa de sus fluctuaciones. Un trabajo previo utilizando DeltaD
fusionado a venus-YFP no reporté oscilaciones evidentes [114]. Estos
resultados apoyan el escenario de mondémeros, aungue sera necesario
complementarlos con otros ensayos experimentales.

12.3 los dos escenarios hacen distintas predicciones
ante perturbaciones

Ademas de evaluar las predicciones del modelo a través de obser-
vaciones directas, podemos también explorar perturbaciones que nos
permitan poner a prueba los roles distintos para DeltaD en la sincro-
nizacion celular. Propusimos entonces que seria posible rescatar el
fenotipo del mutante DeltaD utilizando componentes que suplan el
rol de DeltaD faltante en un caso, pero no en el otro. Una posibilidad
consiste en expresar NICD de forma independiente a las interacciones
regulatorias, lo que permitiria evaluar si la activacion constitutiva de
la via es suficiente para restaurar la sincronia en ausencia de sefaliza-
cion a través de DeltaD. Esto podria lograrse mediante enfoques de
biologia sintética que introduzcan versiones modificadas del receptor
Notch [202-204]. Un nivel constante de sefalizacion de NICD aporta-
rian una sefial basal en el escenario de monémeros, pero no suplirian
el rol de pareja de union de DeltaC necesario en el caso de union
mediante dimeros.

Una estrategia similar seria expresar, en el mutante de DeltaD, Del-
taC de forma exdgena y constante, sin regulacion por parte del oscila-
dor via inhibicion por Her, manteniendo a su vez el DeltaC enddgeno
gue proveeria una sefial oscilatoria. Asi, en el escenario de monéme-
ros, el DeltaC exdgeno funcionaria como una sefial basal. Sin embar-
go, en el escenario dimeros, no cumpliria el papel de DeltaD faltante,
ya que se cree que la formacién de homodimeros de DeltaC es mucho
mas débil que la de heterodimeros [144]. En el embrién, esto podria
implementarse mediante la inyeccion de ARNm de deltaC, actuando
como fuente constante de ligando no regulado.

Experimentos previos utilizando esta estrategia mostraron que in-
yectar ARNm de deltaC en embriones heterocigotas para mutantes de
deltaC o deltaD no mejora la recuperacion en un ensayo de pulso con
DAPT, mientras que inyectar ARNm de deltaD en el heterocigoto del
mutante de deltaD si lo hace [205]. Si bien estos experimentos revelan
funciones distintas de DeltaC y DeltaD, la falla del rescate con ARNm
de deltaC no es concluyente, ya que el modelo predice una respuesta
no monétona al nivel de ARNm, que podria enmascarar un rescate
exitoso ante ciertas concentraciones. Para realizar una prueba mas
exhaustiva seria necesario realizar multiples ensayos, variando la do-
sis de ARNm inyectada para explorar la region de rescate posible en
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el escenario de monomeros. Una limitacion de este enfoque puede
ser la estabilidad del ARNm, que implicaria una tasa de sintesis de la
proteina que decrece con el tiempo. Una alternativa para sortear esta
limitacion seria generar una linea transgénica con DeltaC expresado
constitutivamente, o introducir copias de deltaC bajo el promotor de
deltaD. El experimento reciproco, en el que un mutante para DeltaC
es suplementado con un transgén de DeltaD, no deberia rescatar el
fenotipo de desincronizacion en ninguno de los dos escenarios. Este
resultado fortaleceria ain mas la hipétesis del rol diferencial de los
ligandos.

124 la via delta-notch tiene interacciones en cis

Los ligandos de Notch también tienen funciones diferenciadas en
otros contextos [195, 196, 206, 207]. Un estudio reciente generd una
libreria de lineas celulares modificadas para caracterizar los modos
de interaccion ligando-receptor de cuatro ligandos distintos y dos re-
ceptores presentes en células de mamiferos [208]. Este estudio reveld
una variedad de perfiles de inhibicién y activacion, tanto en cis como
en trans, dependiendo de las concentraciones de cada componente.
También se ha demostrado que la inhibicion o activacion en cis de la
via Notch puede desempefiar un papel clave en la toma de decisiones
del destino celular y en la generacion de patrones [121, 158, 188, 194,
209]. En particular, durante la somitogénesis de raton, la interaccion
en cis del ligando DLL3 con Notch es crucial para la segmentacion
correcta del embridn [188]. Ademas, DeltaD interactUa en cis durante
algunos procesos de neurogénesis en embriones de pez cebra [121].
Esto sugiere que mecanismos similares podrian estar presentes tam-
bién en otros contextos del desarrollo, incluyendo la somitogénesis
en pez cebra.

A pesar de que no existe evidencia directa de estos mecanismos
en el reloj de segmentacién, en el Capitulo 9 utilizamos argumentos
de ortologia entre ligandos de mamiferos y de pez cebra, y reinter-
pretamos evidencia en somitogénesis de pez cebra para construir un
modelo donde la actividad en cis resulte central a la somitogénesis.
Propusimos que el ligando oscilante DeltaC se une a Notch exclusiva-
mente en cis, lo que genera una inhibicién mutua mediante la captura
competitiva de moléculas. El ligando con expresion constante DeltaD
se une al receptor Notch tanto en cis —inhibiéndose mutuamente- co-
mo en trans —activandolo. Con una parametrizacion adecuada, este
modelo es capaz de reproducir los fenotipos estacionarios de sincro-
nizacién, pero no es consistente con la evidencia de ensayos de desin-
cronizacion de los fenotipos mutantes. Si bien este modelo representa
potencialmente un tercer rol para DeltaD —como Unico transmisor de
la sefial entre células—, al menos bajo esta formulacién, la inhibicién
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en cis no representa un mecanismo funcional dominante en este con-
texto.

Recientemente, trabajos que muestran dimerizacion in vitro de li-
gandos Delta en lineas celulares de mamiferos asignaron —en un con-
texto donde solo se expresa un ligando- al dimero un rol cis-inhibito-
rio, y proponen que el monémero se encarga exclusivamente de la
trans-activacion durante la formaciéon de patrones [176, 199]. De esta
forma, los autores pueden asignar multiples roles a un Unico ligando
dependiendo de su estado de oligomerizacién. En el contexto de nues-
tro trabajo, podemos considerar una aproximacion donde reemplaza-
mos las concentraciones de dimeros por las de los mondémeros corres-
pondientes a través de una aproximacion cuasiestacionaria. De esta
forma, nuestro analisis sobre la hipotesis de cis-inhibicion puede re-
interpretarse en el contexto de la evidencia de dimeros cis-inhibiendo.
Basado en esto, en principio es esperable que los resultados que obtu-
vimos se mantengan en el contexto de dimeros, y que la cis-inhibicion
no juegue un rol central en la somitogénesis. Sin embargo, seria in-
teresante extender estos modelos, desarrollados para sistemas con un
unico ligando, al contexto del reloj de segmentacion del pez cebra,
donde dos ligandos se coexpresan. Esto permitiria explorar como se
combinan los efectos de la dimerizacion y la cis-inhibicion, y qué con-
secuencias podrian tener sobre la dinamica del acoplamiento y de
sincronizacién.

125 ligandos de notch coexpresan en distintos contex-
tos

Una pregunta que resulta pertinente hacerle a este sistema es por
gué el reloj de segmentacion evolucioné de forma de requerir dos
ligandos para funcionar correctamente. Es siempre peligroso pregun-
tarle “por qué” a la evolucion, siendo que no es un proceso direccio-
nado o inteligente. Aun asi, plantearse la pregunta puede dar lugar a
reflexiones Gtiles que inspiren nuevos experimentos o modelos.

En el marco tedrico, un solo ligando oscilatorio como DeltaC pue-
de sincronizar los osciladores, incluso en ausencia de DeltaD, si su
tasa de sintesis es lo suficientemente alta. Sin embargo, en el embrién
de pez cebra, el ligando DeltaC por si solo presenta un fenotipo de
desincronizacion [107]. La restriccion impuesta por el periodo del re-
loj, del orden de 30 minutos [91], podria entrar en conflicto con una
cinética bioquimica mas lenta de este ligando, lo que podria explicar
la necesidad de un sistema con dos ligandos. Un sistema con dos
ligandos podria también conferir propiedades adicionales, como fle-
xibilidad [210] para ajustar el perfil de acoplamiento a lo largo del
tejido no segmentado [174], de manera analoga a los perfiles de fre-
cuencia [211] o movilidad [173]. Finalmente, estos ligandos cumplen
funciones adicionales en otros contextos del desarrollo y en el indi-
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viduo adulto. Estas funciones probablemente imponen restricciones
sobre la bioquimica y cinética de los ligandos, mas alla de las nece-
sarias para la sincronizacion. Por ejemplo, DeltaC y DeltaD se coex-
presan en células de la retina en desarrollo [144]; DeltaA y DeltaD
se coexpresan en la placa neural [121]; y DeltaA, DeltaC y DeltaD
se encuentran simultdneamente en progenitores neuronales durante
el desarrollo de la médula espinal [212]. De hecho, la coexpresion
combinatoria de multiples componentes de la via de Notch es un
fenomeno generalizado [213].

La sefializacion de Notch cumple funciones diversas en una amplia
gama de procesos del desarrollo y también en enfermedades [104, 116,
214]. Por ejemplo, coordina oscilaciones en antifase durante la neuro-
génesis [119, 120], participa en oscilaciones asociadas a decisiones de
destino en progenitores pancreaticos [123], en la formacion de patro-
nes en la retina [124, 125], en el frente neurogénico de la retina del
pollo [122], en procesos de regeneracion tisular [128] y en la neurogé-
nesis adulta [126]. Esta notable versatilidad de la sefializacion Notch
en distintos contextos sigue siendo una cuestion abierta e interesante.
Comprender cédmo las células utilizan multiples ligandos para comu-
nicarse segun el contexto sera relevante tanto para aplicaciones médi-
cas —como el diagndstico y el desarrollo de terapias—, y también sera
clave para aprovechar esta versatilidad en biologia de gastruloides y
organoides, asi como en la ingenieria de tejidos [129-131, 215, 216].

12.6 perspectivas

A lo largo de esta tesis, analizamos como diferentes mecanismos
de sefalizacion Delta-Notch pueden generar dinamicas de sincroni-
zacion diferenciadas en el reloj de segmentacion del pez cebra. Com-
binamos modelado tedrico con analisis de datos experimentales para
comparar escenarios moleculares plausibles y proponer formas de
contrastarlos funcionalmente.

Estos resultados permiten interpretar observaciones experimenta-
les previas bajo una nueva luz, y proponen predicciones concretas
gue podrian ponerse a prueba mediante ensayos de rescate, visualiza-
cion de proteinas enddgenas o manipulacion genética de los distintos
ligandos. Ademas, establecen una base conceptual sobre la cual ex-
tender el analisis a variantes del sistema —como embriones mutantes
o condiciones perturbadas, tanto genéticas como ambientales— que
ayuden a entender la robustez y adaptabilidad del acoplamiento in-
tercelular.

En conjunto, este trabajo contribuye a entender como una red mole-
cular altamente reutilizada como la via Delta-Notch puede modular
su modo de accién en distintos contextos, incluso dentro de un mis-
mo tejido. Esta flexibilidad funcional plantea desafios y oportunida-
des para futuros estudios experimentales y teéricos, tanto en el marco
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del desarrollo como en otros procesos dindmicos mediados por esta
via. En particular, el enfoque comparativo entre hipotesis moleculares
gue desarrollamos aqui puede servir como marco para analizar otros
sistemas oscilatorios mediados por Notch.
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COMENTARIOS FINALES

En esta tesis investigamos dos sistemas muy distintos: neuronas
circadianas en cerebro de mosca, oscilando en frecuencias ultradianas,
y el reloj de segmentacion del pez cebra, compuesto por osciladores
génicos sincronizados. Revelamos a lo largo de las dos partes de la
tesis diferentes mecanismos para generar oscilaciones colectivas. por
u lado, el entrainment con una sefal externa, desconocida, generando
oscilaciones coherentes neuronas de una region del cerebro de mosca.
Por otro, sincronizacién por acciéon de una via de sefializacion de
efecto local, comunicando el estado de los osciladores individuales
por los valores oscilatorios de un complejo que surge de la interaccion
de dos ligandos de membrana. Finalmente, la sincronizacién mediada
por los niveles oscilatorios de un ligando, pero reforzada por una
sefial constante debido a otro ligando.

A través de formulaciones tedricas que conversan con resultados
experimentales, estudiamos estos sistemas, enriqueciendo los conoci-
mientos existentes en cada area, y sugiriendo nuevas direcciones de
investigacion para continuar explorando.
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METODOS

En este apéndice detallamos los métodos experimentales y numéri-
cos utilziados en esta tesis.

a.l métodos de la parte i
a.l.1 Electrofisiologia

Los protocolos para los experimentos de patch clamp estan descri-
tos de forma detallada en las Refs. [36, 47-49]. Brevemente, las moscas
hembras de entre 3 y 9 dias de edad fueron anestesiadas colocando el
vial sobre hielo durante un breve periodo, y el cerebro fue disecado
en solucidén externa de registro, compuesta por (en mM): 101 NaCl,
3 KCI, 1 CaCl,, 4 MgCl,, 1.25 NaH,>POy4, 5 glucosa y 20.7 NaHCOg3,
pH 7.2, con una osmolaridad de 250 mmol/kg. Tras retirar la pro-
boscide, los sacos aéreos y la cuticula cefalica, el cerebro se fijé con
la cara ventral hacia arriba sobre un cubreobjetos recubierto con Syl-
gard, utilizando unas pocas microlitros de adhesivo tisular Vetbond
(3M).

La preparacioén consistié Gnicamente en tejido cerebral, ya que pre-
servar el tejido visual genera una mayor variabilidad experimental,
debido a la desconexion inconsistente entre la retina y el cerebro cen-
tral durante la diseccién [37].

El tiempo desde la anestesia hasta el establecimiento del registro,
gue denominamos tiempo desde la diseccion, se utilizé de la siguien-
te manera: las LNvs fueron visualizadas mediante fluorescencia roja
en moscas Pdf-RFP, que expresan un fluoréforo rojo bajo el promotor
de Pdf [42], utilizando un microscopio Olympus BX51WI con lente
de inmersién en agua de 60 vy sistemas de iluminacién LEDDI1B y
TK-LED (TOLKET S.R.L., ThorLabs). Una vez identificadas las célu-
las fluorescentes, se las visualizé con IR-DIC utilizando una camara
DMK23UP1300 (Imaging Source) y el software IC Capture 2.4. Las
ILNvs se distinguieron de las sSLNvs por su tamafio y posicién anato-
mica.

Para acceder a la neurona objetivo con el electrodo de registro, se
digirié localmente la glia superficial adyacente a los somas de las
LNvs utilizando una solucion de proteasa XIV (10 mg/ml; P5147,
Sigma-Aldrich) disuelta en la solucion externa de registro. Esto se
logré usando una pipeta de vidrio de punta ancha ( 20 m, tipo
FG-GBF150-110-7.5; Sutter Instrument) y masajeando suavemente con
succion bucal, permitiendo el acceso a los somas subyacentes con mi-
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nima alteracion de los circuitos neuronales. Tras esta digestion, la
solucion de proteasa se lavé rdpidamente mediante perfusion con so-
lucion externa utilizando una bomba peristéltica (catdlogo #ISM831,
ISMATEC).

Los registros se realizaron con pipetas de vidrio borosilicato de pa-
red gruesa (FG-GBF150-86-7.5, Sutter Instrument) traccionadas a una
resistencia de 7-8 M con un extractor horizontal P-97 (Sutter Instru-
ment) y pulidas al fuego para alcanzar 9-12 M . Las sefiales se am-
plificaron con un Multiclamp 700B y se adquirieron con el software
pClamp 10.4 mediante un conversor Axon Digidata 1515 (Molecular
Devices), y se guardaron en archivos .abf.

Las pipetas se llenaron con solucion interna compuesta por (en
mM): 102 gluconato de potasio, 17 NaCl, 0.085 CaCl,, 0.94 EGTAy 8.5
HEPES, pH 7.2, con una osmolaridad de 235 mmol/kg. Los sellos de
gigaohm se lograron con succiéon minima y posterior ruptura contro-
lada de la membrana mediante succion suave en modo voltage-clamp,
con un potencial de retencion de - 60 mV. La actividad espontanea se
registr6 en modo current-clamp (I = 0).

En los experimentos de doble registro, la secuencia se repitié dos
veces consecutivas, obteniendo la configuracion whole-cell primero en
una neuronay luego en la otra (en el caso de registros SLNv-ILNv, se
pached siempre primero la ILNv). Una vez establecida la configuracion
en ambas neuronas, se registré su actividad simultaneamente. Todos
los registros simultaneos se realizaron en pares deneuronas ubicadas
del mismo lado del cerebro.

Los registros se realizaron a temperatura ambiente.

En los experimentos con mecamilamina (M9020, Sigma-Aldrich) y
picrotoxina (P1675, Sigma-Aldrich), tras registrar entre 1 y 3 minutos
en condiciones basales como control, se perfundieron 10 ml de so-
lucion de mecamilamina (10 M) o 10 ml de solucion de picrotoxina
(100 M), ambas preparadas en solucion salina externa, durante apro-
ximadamente 3 minutos. Luego, los farmacos se eliminaron mediante
lavado con solucion salina externa. La perfusién se mantuvo continua
durante todo el experimento.

a.1.2 Curva de respuesta en fase

Para los experimentos de curva de respuesta en fase, se registrod
la actividad de las neuronas durante 1 a 3 minutos inicialmente, con
el fin de determinar la frecuencia basal aproximada de oscilacion,
contando la cantidad de ciclos completados en 60 segundos. Luego
se calculd la frecuencia de estimulacion dividiendo la frecuencia basal
por 5. Para evitar que esta frecuencia coincidiera con la frecuencia de
disparo espontaneo de la neurona, se redonde6 el valor, generando
un desplazamiento de  0.01 a 0.02 Hz. Este ajuste evitdé que los
estimulos caigan consistentemente con la misma fase del ciclo.
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Una vez determinada la frecuencia de estimulacion, se aplicaron
estimulos consistentes en pulsos de - 20 pA de amplitud y 100 ms
de duraciéon. Cada ensayo consistié en 5 barridos consecutivos, cada
uno de 90 segundos. Luego del Gltimo barrido se verific6 que la neu-
rona continuaba disparando rafagas espontaneas con una frecuencia
similar a la registrada al inicio.

a.1.3 Inyeccidn de corriente

Para los experimentos de inyeccion de corriente, se registro la ac-
tividad de las neuronas durante 1 a 3 minutos iniciales. Luego se
aplico un protocolo de estimulacién compuesto por tres barridos. Ca-
da barrido consistié en 30 segundos de registro basal, seguidos por
30 segundos de inyeccidn de corriente negativa, y otros 30 segundos
de registro basal para evaluar el efecto de la estimulacion y el estado
de la neurona y del sello luego de la misma.

Durante el primer barrido no se inyectd corriente, como control.
Durante el segundo se inyectaron - 3 pA, y durante el tercero y alti-
mo se inyectaron - 6 pA.

a.l.4 Codigo

El analisis de los registros electrofisioldgicos se realizd utilizando
codigo en Python desarrollado por esta autor, con las biblioteca cienti-
ficas estdndar (scipy , numpy, pandas , matplotib ). Ademas, se empled
la biblioteca pyABF [217] para la lectura de archivos .abf, y la bibliote-
cajitcode para integracién numérica [218]. El codigo esta disponible
publicamente en https://github.com/mwappner/FlyClock

a.2 métodos de la parte ii
a.2.1 Integracion numérica

Integramos las ecuaciones diferenciales con retardo (DDEs) del mo-
delo de forma numérica utilizando un codigo propio basado en la bi-
blioteca de Python jitcdde  [218]. Esta biblioteca implementa el algo-
ritmo de Shampine-Thompson con pasos de tiempo adaptativos [219],
y convierte el cédigo Python de las DDEs en c6digo C compilado para
acelerar su ejecucion.

Para integrar un sistema de DDEs se debe especificar le valor de
todas las variables del sistema en un intervalo de tiempo previo al
comienzo de la integracion tan grande como el mayor retardo consi-
derado. Fijamos todas las variables de cada célula a un valor constan-
te en el intervalo de tiempo [- ,0]. Para construir mapas de estado
estacionario, asignamos a cada célula un valor aleatorio extraido de
una distribucién uniforme en el rango [2, 6], lo que inicializa el siste-
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ma en un estado desincronizado. En los ensayos de desincronizacion,
elegimos valores en el rango [0,0,01] para inicializar el sistema en
un estado sincronizado. Luego, evolucionamos el modelo durante un
tiempo equivalente a aproximadamente 100 ciclos completos en los
ensayos de estado estacionario, y durante 30 ciclos en los ensayos de
desincronizacion. Para un oscilador genético con autoregulacion ne-
gativa y retardo, una estimacidon de primer orden para la duracién
del ciclo es 2( + 1=d), donde es el retardo de la autoregulacion y d
la tasa de decaimiento, que en nuestro sistema usamos como escala
temporal para adimensionalizar las ecuaciones del modelo [133, 171,
172]. Todos los ensayos numeéricos se realizaron con N. = 100células.

a.2.2 No linealidades altas

Para integrar el sistema en el limite extremadamente no lineal, no
podemos reemplazar expicitamente la funcion de regulacion por una
funcién ecalon de Heaviside, porque el algoritmo de integracién con
paso adaptativo falla. A su vez, si ingenuamente utilizamos un ex-
ponente alto en las expresiones del modelo completo, el tiempo de
computo que tome la integracions sera muy elevado, debido al alto
costo computacional de los exponentes altos y a los pequefios pasos
de integracion que debe realziar el sistema.

Por esta razoén, para integrar el sistema en este limite, utilizamos
una aproximacion numérica, donde reemplazamos la funcion esca-
I6n por una funcién sigmoidea numéricamente eficiente. La biblio-
teca jitcdde cuenta con una funcién para esto, llamada jump . Esta
reemplaza discontinuidades en las ecuaciones por una funcion arco-
tangente escalada apropiadamente, y utilzia una derivada analitica
para mejorar el calulo del paso de integracion.

a.2.3 Cadigo

El analisis de los resultados, las integraciones numéricas y las visua-
lizaciones fueron realizadas utilizando cédigo en Python desarrolla-
do por esta autor, con las biblioteca cientificas estandar (scipy , numpy,
pandas , matplotib ). Ademas, se empled la biblioteca jitcode pa-
ra integracién numeérica [218], como detallamos arriba, y cmcrameri
para visualziaciones [220]. El cédigo estd disponible publicamente
en https://github.com/mwappner/DeltaDimer , pendiente publiacién
del manuscrito.
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CALCULOS SUPLEMENTARIOS

Este apéndice incluye cuentas detalladas cuyo desarrollo no resul-
ta enriquecedor para el desarrollo del trabajo principal, pero cuyo
resultado es relevante para el analisis que realizamos.

b.1 amplitud estacionaria del oscilador de hopf sub
umbral forzado

La Ec. (3.12) del texto principal describe lo que debe cumplir la am-
plitud del oscilador forzado en el estado estacionario rq. Esta puede
reescribirse en términos de R r3 como una ecuacion cubica

Ri(a?+b?)+ R2(b - a)+R( 2+ ?)- f2=0, (B.1)

la cual siempre tendrd una raiz real positiva si < 0 . Para obte-
nerla, utilizamos la formula de Cardano para resolver cubicas reduci-
das [221, 222]. Esto requiere transformar primero la Ec. (B.1) mediante
un cambio de variable [223] R=t - 32—23 lo que da lugar a

t3+pt+q:O, (B.2)
donde
3aza; - a,?
= B.3
3. + 3
_ 2ay 9azasaj + 27az°ag , (B4)
27333

y definimos a; como los coeficientes del término de orden i en la
Ec. (B.1). La formula de Cardano establece que, si existe una solucién
real para la Ec. (B.2), se puede obtener como tg tal que

to= Bur+ Bu, (B.5)
donde
r
| az, p?3
u = > > + 3 (B.6)

Las Ecs. (B.1) a (B.6) nos una solucion para la Ec. (3.12), que no escri-
bimos explicitamente aqui dado que sélo la utilizaremos para ajustes
numeéricos, como detallamos en el texto principal.
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b.2 solucion exacta de la dinamica de receptor y sefal

Asumiendo que la forma de la actividad total de ligandos K(t) es
conocida, las ecuaciones para los campos medios de receptor y de
sefial Ecs. (11.2) y (11.1) son un sistema de ODEs no autonomas, y
pueden integrarse de forma exacta. En lo que sigue, omitiremos la
barra de campo medio para simplificar la notacion. Esto dejara en
evidencia que, como mencionamos en el texto principal, la dindmica
de los receptores y la sefial en las células individuales es idéntica a la
del campo medio de estas cantidades.

Reescribimos estas ecuaciones en la forma estandar

n)+( o+ KONE)= n, (B.7)
s(t)+ ss(t) = K(t)n(t). (B.8)

Este es un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias lineales y
no auténomas con coeficientes variables, que resolvemos mediante
un factor de integracion [198],
R Z R
n(t)y=e (KO ¢ 4 gt e nrKO) (B.9)

Z
s(t)= e s' cs+ dtK(t)n(t)e st (B.10)

donde c, y cs son constantes de integracién determinadas por las
condiciones iniciales. La Ec. (B.10) depende de la solucion n(t), que
puede obtenerse de forma autonoma a partir de la Ec. (B.9). Estas ex-
presiones ya constituyen soluciones semi-analiticas, que pueden ser
verificadas resolviendo numéricamente las integrales y comparando
con la solucion numérica de las Ecs. (9.4) y (9.5) del modelo com-
pleto. Para obtener una solucion completamente analitica, debemos
resolver las integrales en las Ecs. (B.9) y (B.10). Para ello, asumimos
una forma explicita para K(t). En el texto principal argumentamos
gue una eleccién razonable consiste en forma que tenga una compo-
nente constante y una modulacién sinusoidal montada,

K(t) = b+ asin(2=T) (B.11)

donde b es la componente constante, a la amplitud y T el periodo
de la modulacién. Esta formulacion es levemente distinta de la que
utilizamos en el modelo analitico en la Ec. 11.3, pero nos sera (til para
la integracion. Podemos mapear de una expresion a la otra tomando
b= C=2+ D ya= C=2 donde C y D estan definidas en la Ec. 11.3.

Calculamos primero el prefactor en la Ec. (B.9), que también apare-
ce dentro de la integral entre corchetes,

VA
2t

dt( o+ K@) =( n+b)t- 2T cos . (B.12)




B.2 solucidon exacta de la dinamica de receptor y sefal

La expresion para n(t) queda entonces
Z

n(t) = et n+b)t+ 85 cos(2-) ch + n dte( n*bt- ar cos(2:-)

(B.13)

El primer término describe un comportamiento transitorio que decae
exponencialmente parat  (  + b)™ 1

Cn el n+b)t+ 5T cos(3-) -

= ¢y el Dt gdoos(%) g bt ', 0. (B14)

El segundo término incluye una integral mas dificil de resolver. Aqui

la resolveremos en cierto detalle para el factor de la Ec.(B.13)
z

(t) = dte( n*b)t- at cos(2t=T ) (B.15)

La exponencial del coseno se parece a la distribucion de von Mises,

gue tiene una expansion en términos de funciones de Bessel modifi-
cadas,

8 9

Z < =

aT

® i aT
(t)= dte( n*Pt 5 *t2 AN} 5 Cos T
: -

(B.16)

El primer término es la integral de una exponencial,

z

aT lo(aT=2)
lo = dtelnP)t= T 72 7 gl
° 2 nt+b

y los demas son integrales de productos entre exponenciales y cose-

nos, de la forma
Z

e’ cos(Bt) dt =

Pty Cy, (B.17)

t

AzeiBz[A cos(Bt) + Bsin(Bt)]+ C, (B.18)

por lo que tenemos
A

dte( n+b)t J = .
© T T (h b2 e(j2=T)?
j2 t 2 . j2t
(n+b)cos J? + J?sm J? +C,. (B.19)

Usando estos resultados en la Ec. (B.16) obtenemos

|o(aT=2) ( n+b)t
)= == Zgln +
(== e
X C0h@=2) .oy

(n+b)2+(j2=T)2
Jz?t +%sin Jz?t + C (B.20)

+ 2
=1

( n+b)cos
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Podemos volver ahora a la Ec. (B.13) y escribir la solucién analitica
completa n(t) para el K(t) dado

n(t) = Cp eagicos(%) e-( n+b)t + ] egiCOS(ZTL)

lo(aT=2) _ 2>4 (- Dilj(aT=2)
it S (arb2(2=T )2

j2 t 2 . j2t
(n+Db)cos J? +J?sm J? +C. (B.21)

Ahora que conocemos n(t), retomamos la Ec. (B.10) y buscamos una
solucion analitica s(t), recordando que nuestro objetivo es entender
como depende s(t) de K(t). El primer término en la Ec. (B.10) describe
un decaimiento transitorio exponencial. El segundo término requiere
resolver una integral de K(t)n(t)e s'. La expresion de n(t) todavia
contiene una exponencial de un coseno, que no sabemos integrar di-
rectamente. Por lo tanto, expandiremos este factor en funciones de
Bessel como antes. Esto generara términos que son productos de una
exponencial y dos funciones trigonométricas. Ademas, al estar mul-
tiplicado por K(t), que también tiene un término cosenoidal, surgen
productos triples de funciones trigonométricas y exponenciales. Por
lo tanto, para resolver la integral en la Ec. (B.10), debemos integrar
productos de una exponencial y multiples funciones trigonométricas.

Primero expandimos la exponencial usando la misma expansion
utilizada en las Ecs. (B.15) y (B.16),

a _ aT b T i2t
ezi cos(2t=T ) — lo > + 2 li — cos I? (B.22)
i=1

notando que, por la diferencia de signos, no aparece el factor (- 1)
aqui. Usando esta expresion en la Ec. (B.21), tenemos

nt)=cpel "Dt 1542 Icos(ilt ) +
i=0
% I
+ n logt+t2 I cos(i't ) +
i=0 ntD
R (- D' h : oo
+2 (o +b)cos(jit )+jl sin(jit ) +C

oy Car D2 (i )2
(B.23)

donde, para simplificar la notacién, omitimos el argumento de las
funciones de Bessel,

at

b=l o (B.24)



B.3 aproximacién cuasiestacionaria del modelo de mémeros

y definimos
I = —. (B.25)

A continuacion expandimos el producto entre corchetes, lo multipli-
camos por e st y por K(t) dado por la Ec. (B.11) y realizamos la
integracion.

El resultado es extenso, y escribirlo explicitamente aqui resultaria
poco producente, dado que no analizaremos su expresion analitica en
esta tesis. De todas formas, su expresion es util para validar aproxima-
ciones del modelo completo, como detallamos en el texto principal.

b.3 aproximacién cuasiestacionaria del modelo de mo6-
meros

En el texto principal realizamos una aproximacion cuasiestacoina-
ria del modelo de mondémeros, de donde obtenemos expresiones para
las concentraciones de los ligandos, el receptor y la sefial, Ecs. (11.5),
(11.6), (11.11) y (11.12). De las de ligandos obtuvimos una expre-
sion para el valor cuasiestacionario de la actividad total de ligandos,
Ec. (11.10). Esta depende de parametros del sistema, de una cantidad
fe (t) que representa la regulacién promedio de DeltaC por el reloj, y
del campo medio del receptor n.

Nuestro objetivo es entender cémo s;j(t) depende del oscilador
h; (t), para poder luego reemplazar este resultado en la dinamica del
oscilador y obtener una expresién para el acoplamiento del oscilador
consigo mismo. Para ello, debemos primero obtener ecuaciones pa-
ra el campo medio de receptor y sefial. Aplicando la Ec. 7.28 a las
Ecs. (11.11) y (11.12) obtenemos

N
— (B.26)
N K

s N tK’

=]
1

(2]
1

n ‘DIZ

(B.27)

Como sefialamos en el texto principal, comparando las Ecs. (11.11)
y (11.12) con las Ecs. (B.26) y (B.27) notamos que el valor de la concen-
tracion de receptor y sefial en cada célula es igual al campo medio de
estos valores, nj = n, s; = S. De esta forma, si bien estamos buscando
una expresion para s, podremos reemplazar esta misma expresion en
si en la ecuacion para el oscilador Ec. 9.1.

Para esto debemos primero desacoplar las expresiones de K(t) y
de n(t), de forma que queden escritas en términos de los parametros.
Podemos expandir la Ec. (11.10) para obtener

K(ty= 1€ p( cfc+ p)* c cfeo+ b b
(ct cn)(p+ pn)

(B.28)
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que esta expresada completamente en términos de n. Reordenando
la Ec. (B.26) tenemos

K(t)ﬁ = N- NN. (829)

Reemplazando la Ec. (B.28) en la Ec. (B.29) ontenemos una expresion
enteramente en términos de n, los parametros y fc. Esta expresion
es la que dicta la dindmica cuasiestacionaria del receptor en términos
de la dindmica del reosciladorloj, a través de la regulacion media de
DeltaC por el oscilador fc. Podemos expandirla para obtener explici-
tamente una ecuacion cubica en n

3

NN c ot

_2 -
+n° ¢ p(cfct p- nN)* Nn(cp+ D)+
+n ¢ p( cfc- ~N)* Dc(b- N)* cD N -

- ~ncp =0 (B30)

gue tiene solucién exacta que podemos calcular por la férmula de
Cardano [221, 222].

Sin embargo, ya la expresion de la cubica es oscura a la interpre-
tacion. Las raices del polinomio lo seran maés, y luego deberemos
utilziar esas raices para reemplazar n en la Ec. (11.10) y obtener una
expresion de s en términos de parametros y fc. De este proceso no
buscamos s6lo una expresion analitica, sino interpretabilidad del re-
sultado, lo cual este autor opina que resultard sumamente opaco. Por
esta razén, decidimos no continuar esta linea de pensamiento, y en
el texto principal elegimos un acercamiento distinto, simplificando el
modelo.



TABLAS SUPLEMENTARIAS

parametro IInv slnv descripcion
- 3,46 - 3,88 parametro de bifurcaciéon
a 553=rF 537=r3 intensidad del atractor
- 06 0,6 detuning
b 0 0 no isocronicidad
f 9,14 rg 943 ry intensidad del forzante
observable IInv sinv descripcion

-0032 0,032 retardo de fase
ro 114 885  hemiamplitud
ty 0,023 Q023 tiempo de relajacion

Tabla C.1: Parametros, observables y sus descripciones utilizados en el mo-
delo de la Parte I.
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param. dimeros monom. descripcion
C 1 1 degradacion de DC
D 1 1 degradacion de DD
E 1 1 degradacion de DC:DD
F 1 1 degradacion de DC:DC
G 1 1 degradacion de DD:DD
N 1 1 degradacion de Notch
s 1 1 degradacion de NICD
H 28 28 sintesis de Her
c 26 39 sintesis de DC
D 17 20 sintesis de DD
N 24 30 sintesis de Notch
E+ 1 - dimerizaciéon de DC:DD
E- 0.1 - disociacion de DC:DD
= 0.1 - dimerizacion de DC:DC
E- 0.1 - disociacion de DC:DC
G+ 0.1 - dimerizaciéon de DD:DD
G- 0.1 - disociacion de DD:DD
c - 0.02 unién de DC a Notch
D - 0.01 unién de DD a Notch
E 0.2 - unién de DC:DD a Notch
F 0.02 - union de DC:DC a Notch
G 0.009 - union de DD:DD a Notch
0.1 0.1 umbral de activacion de S
1 1 umbral de inhibicion de DC
H 25 7 EH de auto-inhibiciéon de Her
s 2.5 7 EH de activacién de Her por S
c 2.5 7 EH de inhibicion de DC por
Her
10 10 Intensidad de acoplamiento
H 4.2 4.2 Retardo medio en la sintesis de
Her
=H 0.03 0.03 CV del retardo de sintesis de
Her
C=H 1.7 1.7 Retardo relativo en la sintesis

de DC

Tabla C.2: Tabla de parametros utilizados en los sistemas de la parte Il. Para-
metros del wildtype para los escenarios de mondmeros y dimeros.

X, X, x Y x indican tasas. DCy DC indican DeltaC y DeltaD.
Los dimeros se indican como DX:DX, por ejemplo DC:DC es el
homodimero de DeltaC. S indica la sefial. EH es exponente de
Hill, CV es coeficiente de variacion.



tablas suplementarias

panel param. claro punteado oscuro
A G E 0.02 0.2 0.066
B, H F 0.002 0.02 0.2
C I G 0.002 0.09 0.2
D, £ 0.05 1 3.33
E K p 0.006 0.1 2
F L G 0.006 0.1 2

Tabla C.3:

Parametros utilizados para las curvas de variacion de a frontera
de la regién de sincronziacién en la Fig. 8.8. Claro indica el valor
del parametro en la curva gris claro, punteado el valor en la curva
punteada, que en todos los casos coincide con el valor del wildtype
en la Tabla C.1y lo incluimos aqui a modo de referencia, y oscuro,
el valor en la linea oscura.
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