Algo de dinamica en redes biologicas

¢ Por qué nos interesa?

Entre otras cosas porque se observo que,
en distintas circunstancias, el ingreso de los
factores de transcripcion al nucleo (en
células eucariotas) es pulsatil.

En ese caso, ¢importa la amplitud de los
pulsos o importa su frecuencia?

Por otro lado uno de los aspectos
importantes del desarrollo embrionario es la
coordinacion de las decisiones regulatorias
a lo largo del tiempo.

Otro ejemplo de variacion en el tiempo es el
de las baterias de genes que se expresan
en diferentes momentos durante el ciclo
celular.

También hablamos de switches que pueden
variar al cambiar las condiciones del medio.

Para entender estos aspectos varios es que
abordaremos brevemente la cuestion de la
expresion génica dependiente del tiempo.
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Fig. 1. Pulsing is ubiquitous in cellular regulation. (A) Pulsatile dynamics involve the transient, simultaneous
activation of many molecules of a given type (circles), even under constant enwvironmental conditions. Cells pulse
asynchronously, making pulsing difficult to detect with static snapshots and necessitating tracking of cell lineages
over time (right, schematic). (B) Pulsing occurs in a diverse array of pathways, molecular types, organisms, and time
scales (1-6). For each example, a schematic of the type of requlation is shown at left, a typical filmstrip & shown at

center, and a qualitative schematic plot of typical dynamics is shown at right.

Fig. de Levine et al, 2013



Un poco mas sobre los pulsos de FTs.

Fig.
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Fig. 2. Pulsing enables diverse cellular functions. (A Cells modulate pulse
characteristics, including amplitude, frequency, and duration, to implement
diverse regulatory functions. (B) A transcription factor (green) may activate
different target promoters at different thresholds or with different affinities (light
and dark arrows). Concentration-based regulation (amplitude modulation, AM)
would therefore lead to different, nonproportional, response profiles (bottom
left). In contragt, frequency-modulated (FM) pulsing, by effectively controlling the
fraction of time that all target genes are expressed, leads to expression of targets
in fixed proportions (bottom right), indicated by overlap of expression curves
(each is normalized to its own maximum) (12). (€ Pulsed regulation functions in

a developmental timer. B. subtilis respond to sudden nutrient limitation by
proliferating for multiple cell cycles before sporulating (schematic). A model of
the underlying circuit (inset) is based on a positive-feedback loop (arrows) with a
hypothesized time delay (Af). This drcuit can generate progressive growth in
pulses of phosphordlation of the sporulation master regulator SpoDA (green
trace), via steplike growth in the kinase concentration (blue trace). The timer
terminates when a threshold level of SpoOA is reached (dashed lin® (10). (D)
Examples in which dynamic multiplexing enables a single pathway to transmit
multiple signals (2, 13). In each case, distinct types and levels of inputs generate
diginct dynamic activation pattems for the indicated regulatory protein.



Modelando la dinamica de la transcripcion mas mecanisticamente

La idea es escribir ecuaciones dinamicas para las concentraciones y/o probabilidades
relevantes en el problema regulatorio de interés. Para ello podemos llevar adelante una
descripcion en términos de la cinética de accion de masas. Una descripcion alternativa es
usando variables aleatorias (en lugar de ecuaciones para probabilidades o concentraciones).

El escenario mas simple es considerar
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Vamos a hacer primero unas estimaciones para ver hasta qué punto son validos los calculos
de equilibrio que vinimos haciendo. Esta suposicion de equilibrio se justifica cuando la unién
de la polimerasa al promotor se produce en una escala de tiempo mucho mas rapida que el
tiempo que tarda la polimerasa en iniciar la transcripcion desde el momento en que se une.
En ese caso, la polimerasa esta en un pre-equilibrio rapido con el ADN y la cantidad de
transcripcion es proporcional a la fraccion de tiempo que la polimerasa esta unida.

Pensemos en los pasos clave a lo largo del proceso de transcripcion: la unién de la ARN
polimerasa, P, al promotor, D, que regula el gen de interés formando un complejo cerrado con
el ADN, PDc; formacién de un complejo abierto, PDo, en el que las dos hebras de ADN se
separan permitiendo que la ARN polimerasa lea una de ellas; partida del promotor, cuando la
ARN polimerasa comienza a transcribir el gen. Lo podemos modelar como:

k ko pen k escape .
P+D = PD. — PD, — elongation,

donde la ultima transicion deja al promotor libre para que se pueda pegar otra polimerasa.

Si la ARN polimerasa tiene tiempo para unirse y separarse del promotor varias veces antes
de que se forme el complejo abierto, entonces podemos pensar que el primer paso alcanza el
equilibrio que esta caracterizado por la constante de equilibrio Ke = k+/k-. En particular, existe
una separacion de escalas temporales que avala esta aproximacion: en el caso del operon
lac, por ejemplo, la unién de la ARN polimerasa al promotor lacUV5 in vitro es tan rapida que
las velocidades kz: ni siquiera se miden en experimentos tipicos. En cambio, se mide la
constante de equilibrio de Kp = 200 pM-1, y Kopen = 0.151.

Una vez que la ARN polimerasa inicia la transcripcion va produciendo el ARNm a una
velocidad de aproximadamente 50 nucledétidos por segundo, lo que significa que un gen
tipico, de aproximadamente 1000 nucledtidos, se transcribira en aproximadamente 20s, es
decir, una polimerasa produce 3 ARNm por minuto.



La produccion de ARNm a partir de un gen tipico en E. coli se produce a una velocidad de
aproximadamente 10 por minuto.
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El calculo que acabamos de hacer implica entonces que hay alrededor de 3 ARN
polimerasas transcribiendo simultaneamente un gen en cada momento.

Estos numeros son tipicos de la produccion de ARN mensajero en E. coli. EI ARN
ribosdmico, que no se traduce y es un componente clave de los ribosomas, se produce a
velocidades de aproximadamente 1 ARNm por segundo, o sea, mucho mas rapido.

Mas numeros: la vida media de un ARNm como el del operdn lac es de un poco mas de 1
minuto. En estado estacionario, el numero de ARNm creados en la célula durante cualquier
intervalo de tiempo debe, en promedio, equilibrar el numero degradado. Dado que las
moléculas de ARNm se crean a 10 por minuto, la misma cantidad de moléculas debe
degradarse cada minuto, y concluimos que, en promedio, habra 10 moléculas de ARNm por

célula.



En el caso de un promotor regulado como lacUV5, también deberiamos considerar las
velocidades a las que los factores de transcripcion como el represor Lac se pegan y
despegan de la region regulatoria del ADN.

La tasa de unién limitada por difusiéon del represor Lac al ADN del operador es de
aproximadamente 0.003s-'nM-1. Suponiendo que hay 10 moléculas represoras en la célula y
gue una sola molécula dentro del volumen tipico de una E. Coli corresponde a una
concentracion de 1 nM, la probabilidad por unidad de tiempo de que el represor se pegue al
operador es 0.03s™1.

La tasa de disociacion del ADN del operador varia con la fuerza del operador. Para el
represor Lac, puede ir entre 2s-1para O3 y 0.002s-1 para Oid. Estas tasas son del orden e
incluso mas lentas que la tasa de inicio de la transcripcion, lo que sugiere que la suposicion
de equilibrio para este promotor podria no ser valida. Sin embargo, si agregamos una simple
represion al esquema de reaccion que vimos antes se llega a que el razonamiento del
equilibrio también es valido en este caso.

Veamos ahora brevemente como describir la dinamica de la produccion del ARNm.



La pintura mas sencilla esta esquematizada en esta figura:
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Aca k es la tasa a la que se produce el ARNm y y es la tasa a la que se degrada. La
ecuacion que satisface la probabilidad, p(m,t), de tener m ARNms al tiempo t es entonces:

dpim, t)

T = —kpim, )+ kp(m—=1,t) —ympim, ) +y(m+ Lh)pim+1,10).

m-m+1 m-1l-m m-m-1 m+l-—-m

En el caso m = 0 el segundo término de la ecuacidn no esta (ya que los m<0 no tienen
sentido). Una forma alternativa de trabajar es permitir m<0 con la condicién p (m <0, t) = 0.

Se puede calcular la ecuacion para el valor medio, d(m(t))
<m>. Como era de esperar, resulta: dt

cuya solucion estacionaria es: (M) = k/)/

=k —y(m(0)).

0 . . Ame—k
Por otro lado, la solucion estacionaria de la p(m) —,  Con A=kl

ecuacion para p (ec. maestra) es:




Como se desprende de los temas que abordan algunos de los papers que podian elegir
contar, un area que viene siendo estudiada desde hace varios anos es la del ruido en la
expresion geénica.

Una forma de cuantificar el ruido es mediante el factor de Fano:

(m?) — (m)?
(m)

Fano factor =

Este factor es 1 para una distribucion como la de Poisson que acabamos de obtener en
nuestro modelo sencillo.

Este factor se puede calcular a partir de experimentos. En una figura ya lo mostramos y lo
repetimos aca.
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En los estudios de equilibrio que hicimos vimos que los promotores pueden existir en muchos
estados diferentes: reprimido, vacio, ocupado por ARN polimerasa, activado, etc.

El modelo de un estado que exploramos antes corresponde a la situacion mas simple en la
que siempre hay una ARN polimerasa en el promotor: cuando una de ellas comienza la
transcripcion y deja el sitio, su lugar es inmediatamente ocupado por otra polimerasa.

Un modelo un poco mas sofisticado como el de la figura puede explicar un factor de Fano >1

(A) (B)
@“ R g TRAJECTORY PROMOTER mRNA WEIGHT
—_— T STATE STATE
. k
o N
jaj S— active — inactive m k_ At

>

Y’

P -.J”r\.
T T
17 ] —_— inactive — active m k, At
j@‘ — j@l:r active —» active m=——=m+ | k At
+
*

e
v 4 >

“mRNA
P active or
o Em— —— 59 — .
mRNA Q inactive m m-1  myAt
Figure 19.36: Trajectories and weights for the case of simple repression. (A) In an increment of time At, the system can suffer

several different fates, including switching between the active and inactive states, degradation of an individual mRNA molecule,
and production of a mRNA molecule while in the active state. (B) The individual trajectories available to the system in time At and

their corresponding weights.



En este modelo el promotor puede estar en dos estados: activado, A, e inhibido, I. Las
transiciones se pueden representar como:

1A X mRNA Z 2.

En este modelo cinético hay que seguir dos variables: el estado del promotor (0 A) y el
numero de moléculas de ARNm, m. Para ello, se definen las siguientes probabilidades: la
probabilidad, pi (m, t), de tener el promotor en estado inactivo y m moléculas de ARNm; la
probabilidad, pa(m, t), de tener el promotor en estado activo y m moléculas de ARNm.

Las ecuaciones que rigen las variaciones de pi y pa son:

dp(m, t)
pldt = —K"piim, O)+ Kk patm, ) —ympi(im, ) +y(m+ L)ppim+ 1,1).
I—A A—l m—m-1 m+1—m
dpa(m,t)
p‘\# = K" pi(m, t)— k pa(m, t) — kpa(m, t) (19.68)

I—-A A—1l m—m-+1
+kpaim—=1,0 —ympa(m, O)+y(m+ L)ypa(m+1,10).
m-1—-m m—sm-1 m+1l—-m

Con estos modelos cinéticos se pueden derivar varios resultados analiticamente. En

particular resulta o ik v y usando estimaciones derivadas de

o 1 +10 0.2 min~* 0.014 min !
— X

(m') 0.03 min ' 0.03 min"! +0.2 min~! +0.014 min!
~ 1+ 3.6 =4.6. (19.94)



Distintas arquitecturas
regulatorias tienen distintos
factores de Fano. Algunos

ejemplos:

kinet mechanism prediction
W) 14
12
EE Ky & élo
- n 8
oo § o
- 4
AT :

10°' 107 10! 10°
fold-change in mean

s
-

L] 12
» Ky = 00023 ¢
o i — Ky - 00235
T gt
tr' - 6
l" 1" § a4
N\ :
I 23 45 67 8910100
foldchange in mean
«©)
& = -
=1
r_ Om ‘".. ]
{EAIG G 2-5\/—————
b
“u'. a:. i
- 2
/\/ “‘w ’w. g
= DNA looping (O%-01)
r ~~DNA looping 03-01)
- o ) 500 1000 1500
—— nteroperator distance (bpl
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La dinamica y los motivos (o arquitecturas) desde el abordaje que usa ideas
de teoria de redes.

Pensemos en un gen que esta regulado por un factor de transcripcion sin entradas
adicionales (o con todas las demas entradas y modos de regulacion postranscripcionales
mantenidos constantes a lo largo del tiempo). Esta interaccidén de transcripcion se describe en
la red mediante X — Y que dice "el factor de transcripcion X regula el gen de Y".

En ausencia de su senal de entrada, Sx, el factor de transcripcion X esta inactivo y no se
produce Y. Cuando aparece la sefial Sx, X pasa rapidamente a su forma activa X* y se une al
promotor del gen Y. El gen Y comienza a transcribirse y el ARNm se traduce, lo que da como
resultado la acumulacidn de proteina Y. La célula produce la proteina Y a un tasa 3.

La produccion de Y se equilibra mediante dos procesos, la degradacion de la proteina (su
destruccion especifica por proteinas especializadas en la célula) y la dilucién (la reduccién de
la concentracion debido al aumento del volumen celular durante el crecimiento). Llamemos
Qdeg Y i, @ las tasas de degradacion y dilucion respectivamente. Definiendo: o =, + a
podemos escribir la ecuaciéon para Y como:

dY/dt = 3 —aY

dc.‘g

donde 3 va a depender de X.

En este ejemplo sencillo la escala temporal de variacion de Y (tanto para su crecimiento
como para su degradacion) es q, o sea, esta determinado por la degradacion que es
independiente de X (de la regulacion).



Veamos como se modifica si X regula su propia produccion. Consideremos:

dX
dt

con f(X) una funcion decreciente de X. Una posibilidad es: f(X)=

f(X)—aX
BK"
K"+ X"
Es posible obtener soluciones numéricas de la ecuacion para
X con esta f de un modo sencillo, pero no es facil obtenerlas AX
analiticamente. Para ganar cierta intuicion trabajemos conla —— = /7—aX while X <K
aproximacion “légica” mencionada anteriormente: f(X)=f si at
X<K'y 0 en caso contrario:

Si se empieza con X=0, esto implica X=p/a (1-exp(- NAR
at)) hasta que X=K. Si B es grande y a es pequeno, Xst
esto ocurre para K=p/a (1-1+at), o sea, t=K/B. A partir

de ahi empieza a decaer, X=K/(a3) exp(-at) hasta

que X<K cuando se vuelve a producir, etc. O sea, Lo
hay una oscilacion alrededor de K cuya amplitud Lo®
tipicamente va decayendo, de modo que X se fija en o
X=K. |

simple regulation

Si comparamos con una ecuacion con el mismo s’
estado estacionario, X=K, pero con Bsimple Y Qsimple L
fjos, es decir: k — 3 /a la dindamica es diferente: Gl

simple simple

A

NAR simple time
Tir2 Tir2




La respuesta acelerada de un circuito con autorregulacion negativa en comparacion con la
regulacion simple se demostro experimentalmente utilizando mediciones de expresion génica
de alta resolucion como se muestra en la figura del libro de U. Alon donde los experimentos
estan en lineas llenas y la teoria en lineas discontinuas.
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FIGURE 2.6 Adapted from (Rosenfeld, Elowitz

and Alon, 2002).

Como ya mencionamos, distintas arquitecturas también resultan en distintos niveles de ruido
transcripcional.



Algunos ejemplos de subgrafos de 3 nodos que pueden aparecer:

/\/\/\/ VARVAN

fan cascade mutual mutual bi-mutual
out in out in
regulatnng regulated mutual semi cllque
mutual mutual cascade clique

Feedforward Feedback
Loop Loop

En E. coli hay 42 “feedforward loops” y ningun FBL de 3 nodos. En las redes aleatorias con la
misma conectividad media A = 500/400 ~ 1.2, solo hay alrededor de 2 “feedforward loops”.

Coherent FFL
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