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Resumen

El axolotl es un vertebrado que posee la inigualable capacidad de regenerar com-
pletamente la médula espinal luego de una amputacion. Pese a que estas capacidades
regenerativas de esta salamandra se conocen desde hace mas de 250 anos en el ambito
cientifico, poco se sabe ain sobre los mecanismos que subyacen a la regeneracion de la
médula espinal. El objetivo general de esta tesis consiste en entender mecanisticamen-
te la regeneracién de la médula espinal del axolotl en términos de procesos celulares y
moleculares o de senalizacion. Anteriormente nuestro grupo encontré que la amputacién
de la cola del axolotl conduce a la reactivacion de un programa similar al del desarro-
llo en las células ependimales de la médula espinal (Rodrigo Albors et al., 2015. eLife.
4:¢10230), caracterizado por una zona de alta proliferacién que emerge 4 dias después
de la amputacién (Rost et al., 2016. eLife. 5:¢20357). Sin embargo, se desconocia qué
subyace a este patron espacio-temporal de proliferacién celular. En esta tesis, utilizamos
modelado matemético computacional estrechamente vinculados a datos experimentales
(en una aproximacion de biologia de sistemas), para estudiar la regeneracion de la médu-
la espinal del axolot]l en dos escalas: una escala celular y una escala de senalizacion. En
una primera aproximacion estudiamos el proceso regenerativo con un modelo de esferas
duras en una dimensién, que incluye informacién precisa de la posicion de las células
en su ciclo celular, y demostramos que la respuesta regenerativa es consistente con una
senial que recluta células ependimales durante ~ 85 horas después de la amputacion
dentro de ~ 830um de la médula espinal anteriores al plano de amputacién. Luego, nos
valemos de la tecnologia del indicador de ciclo celular basado en la ubiquitinacion fluo-
rescente (FUCCI) que adaptamos a los axolotls (AxFUCCI) para visualizar los ciclos
celulares in vivo y determinamos la distribucién espacio-temporal de las células de la
médula espinal en las fases del ciclo celular, confirmando el tiempo de aparicién predicho
y el tamano de la zona de reclutamiento inducida por la amputaciéon revelando, ademas,
sincronia del ciclo celular entre las células ependimales. Con la intencién de comenzar a
abordar aspectos mecanicos de la interaccién entre las células ependimales, desarrolla-
mos un paquete computacional de un celular vertex model (SysVert) que nos permitié
la implementaciéon de un modelo en dos dimensiones de la médula espinal del axolotl
durante el proceso regenerativo. Los resultados obtenidos en el marco de este trabajo de
tesis nos acercan mas a la comprensién del proceso regenerativo de la médula espinal
del axolotl.
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CAPITULO |
Intfroduccidn

Nuestros antepasados observaron la complejidad y la belleza de
la vida, y comprendieron que tenia que existir un gran creador.

—Carl Sagan

1.1 Modelando la complejidad bioldgica:
biologia de sistemas

Tradicionalmente la ciencia fue dividida en diferentes disciplinas. Esto se debe a
que ante la complejidad de los diferentes procesos que tienen lugar en la naturaleza fue
necesario dividirlos de algiin modo. Al dividirla de esta manera, se comenzaron a estudiar
fendomenos simples. El organismo vivo era descompuesto en células, sus actividades en
procesos fisiologicos y por ultimo fisicoquimicos. Existen aspectos de la naturaleza que
no pueden ser explicados solamente utilizando una disciplina. En cambio, la concepcion
organismica (o sistémica) es bdsica para la biologia moderna. Es necesario estudiar
no solo las partes y procesos aislados, sino también resolver los problemas decisivos
hallados en la organizaciéon y el orden que los unifican, resultantes de la interaccién
dinamica de partes y que hacen al diferente comportamiento de éstas cuando se estudian
aisladas o dentro del todo. En muchos fenémenos biolégicos, pero también de las ciencias
sociales y del comportamiento, resultan aplicables expresiones y modelos matematicos
que son implementados en lenguajes de programacion computacional para poder ser
resueltos. La similitud estructural entre estos modelos y su isomorfismo en diferentes
campos se tornaron ostensibles, y en el centro quedaron precisamente problemas de
orden, organizacion, totalidad, teleologia, etc., excluidos programaticamente de la ciencia
mecanicista. Tal fue, la idea de la “teorfa general de los sistemas” (Von Bertalanffy, 1976).
En este marco la biologia, la fisica y la computacion se fueron combinando de forma de
poder explicar ciertos fendmenos que previamente no fueron explicados, dando asi lugar
a la biologia de sistemas.

Durante el siglo veinte, podemos encontrar ejemplos notables de esfuerzos intelectua-
les que combinaron biologia y fisica. Un ejemplo destacable son los trabajos de D’Arcy
Thompson quien sostenia en su libro “On growth and form” que para estudiar la forma
final de los organismos no es suficiente con estudiar los aspectos genéticos del proceso
sino que ademads es necesario considerar los efectos de las leyes fisicas (Thompson et al.,
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1917) Nicolas Rashevsky es otro antecedente, quien aplic6 métodos matematicos para el
estudio de la dindmica del transporte en tejidos (Rashevsky et al., 1938). En el campo
de la ecologia podemos encontrar a Alfred Lotka o Vito Volterra (Murray et al., 2003)
que propusieron sus famosas ecuaciones para modelar la dinamica predador-presa de po-
blaciones de animales. En el campo de la neurociencia podemos mencionar a Alan Lloyd
Hodgkin y Andrew Fielding Huxley (Hodgkin, et al., 1952) y su modelo de potenciales
de accién en células excitables. Finalmente, resaltaremos los trabajos de Alan Turing
(Turing, 1952), Hans Meinhardt y Alfred Gierer (Gierer & Meinhardt, 1972) en el es-
tudio de patrones durante el desarrollo o regeneracion de tejidos. Turing fue el primero
en proponer un modelo para la formaciéon de patrones a partir de un mecanismo de
reaccion-difusion. Luego Meinhardt y Gierer desarrollaron un modelo similar aunque en
forma independiente. Los trabajos mencionados fueron utilizados para estudiar diferen-
tes aspectos inherentes a la formaciéon y el establecimiento de tejidos en los seres vivos.
Sin embargo, las caracteristicas dindmicas y estructurales de los tejidos durante el de-
sarrollo y la regeneracion fueron estudiadas mayoritariamente mediante aproximaciones
de biologia cualitativa hacia fines del siglo pasado.

En anos mas recientes, se han empezado a estudiar utilizando abordajes cuantitativos
diferentes procesos, tanto de senalizaciéon como mecéanicos en tejidos durante el desarrollo
o durante procesos regenerativos. Los avances en métodos experimentales, tales como la
microscopia confocal, microscopia de superresolucion, edicién génica, etc., permitieron
obtener informacion con alta resolucion espacial y temporal en los tejidos. Esto dio lugar
a la apariciéon de diferentes modelos computacionales capaces de explicar los resultados
experimentales.

En esta tesis presentaré dos modelos matematicos: uno de ellos, espacialmente unidi-
mensional, inspirado en el modelo de esferas duras y el otro, espacialmente bidimensio-
nal, de un modelo computacional llamado celular vertex model, que en esta tesis llamaré
“modelo de vértices” (Fletcher et al., 2013). Estos modelos me permitieron modelar la
regeneracion de tejidos animales, en particular la regeneracion de la médula espinal del
axolotl.

1.2 Regeneracion de tejidos animales

Todos los organismos han evolucionado desarrollando estrategias que les posibilitan
mantener su forma y funciones a lo largo de su vida adulta. El término regeneracion es
usado para referirse a muchos fenémenos que van desde la reconstitucién de las células
sanguineas hasta el restablecimiento completo del cuerpo de organismos como la plana-
ria. En esta tesis, con regeneracion me referiré al proceso que permite a un organismo
recuperar la funcién de un érgano o estructura que ha sido dafiado/a. Una pregunta
fascinante, aun sin respuesta satisfactoria es por qué la amputacion de un tejido o de un
6rgano induce una respuesta regenerativa en algunos organismos.

La comprensiéon de los mecanismos moleculares que regular los procesos regenerativos
mediante el estudio de los modelos animales poseedores de estas sorprendentes capacida-
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des, podrian permitir dar un salto en el campo de la medicina regenerativa en humanos.
Si bien los mecanismos y los tipos celulares involucrados en el proceso de regeneracion de
estos organismos son de una naturaleza variada, es evidente que hay senales comunes. Un
conjunto de senales provistas por el sistema inmune parecen actuar como una primera
respuesta a la injuria. Posteriormente, se requiere la activacion de redes de senaliza-
ci6én conocidas por su importancia en la regulacién del desarrollo embrionario (Chernoff,
1996; Clarke and Ferretti, 1998), y aunque algunas cascadas de senalizaciéon han sido
involucradas en estos procesos regenerativos (como BMP o Wnt, por ejemplo), atin no se
han identificado mecanismos claros que conecten la amputacién con la respuesta celular
y molecular en estos tejidos. Es razonable pensar que los mecanismos de sefializacion
responsables de la formaciéon de patrones, proliferacién y diferenciacion subyacentes a
los procesos de regeneracion recapitulen los eventos que tienen lugar en el desarrollo
embrionario. De esta forma, la capacidad de mantener o re-acceder a patrones de las
siguientes senales quimicas y factores de crecimiento que son cruciales durante el desa-
rrollo embrionario podrian ser fundamentales para generar una respuesta regenerativa
exitosa a una injuria tisular.

Concretamente, el resultado mas comtn de las lesiones de la médula espinal y el
cerebro en mamiferos adultos, incluidos los humanos, es la pérdida significativa de tejido.
Esta pérdida conduce a condiciones paralizantes ya que, una vez que se pierde el tejido
neural, no se puede reemplazar debido a la capacidad aparentemente limitada del sistema
nervioso central (SNC) de los mamiferos para repararse a si mismo (Banfi et al., 2000;
Huibregtse et al.,2000). Los requisitos clave para una regeneracion exitosa de la médula
espinal son la presencia de un niimero adecuado de neuronas y glia, ya sea como resultado
de la produccién de novo a partir de células madre neurales o de una supervivencia celular
significativa después de una lesién, y la capacidad de estas neuronas para desarrollar
axones que pueden re-enervar con éxito sus objetivos.

1.3 Modelo de estudio: axolotl (ambystoma
mexicanum)

El axolotl (Figura 1.1) tiene la notable capacidad de regenerar la médula espinal
lesionada (Freitas, Yandulskaya & Monaghan, 2019; Tazaki et al., 2017; Chernoff et
al., 2003), y por lo tanto representa un sistema tnico para estudiar los mecanismos
de regeneracion exitosa de la médula espinal. La médula espinal de las salamandras es
esencialmente similar a la de otros vertebrados. Consiste de materia gris, conteniendo los
somas de las células ependimales, neuronas y astrocitos; y la materia blanca, rodeando la
materia gris, conteniendo fibras ascendentes y descendentes, asi como oligodendrocitos.
Quiza una de las caracteristicas mas salientes de la médula espinal de las salamandras
y actores clave en el proceso de regeneracion son las células ependimales, que recubren
el canal central y conservan el potencial de las células madre neurales durante toda la
vida (Becker, Becker y Hugnot, 2018).
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Figura 1.1: axolotl (ambystoma mexicanum).

1.4 Potencial regenerativo de las células
ependimales en la médula espinal del
axolotl

El epitelio ependimario permanece proliferativo y sufre neurogénesis continuamente
bajo condiciones homeostaticas en el adulto. Desde el punto de vista morfologico, las
células ependimales mantienen su polaridad apico-basal y conforman un neuroepitelio
pseudo-estratificado similar al que hay en el tubo neural embrionario de los mamiferos.
A nivel molecular, estas células expresan marcadores de células madre tales como SOX2,
Musashi-116 y GFAP, asi como marcadores de pluripotencia como OCT4 (Fahmy and
Moftah, 2010; Hunter et al., 1991; Moftah et al., 2008; O’Hara and Chernoff, 1994;
O’Hara et al., 1992; Zaky and Moftah, 2014). Mas alla de sus similitudes morfolégicas se
presume que estas células tendrian funciones similares a la de la glia radial. Podria espe-
cularse que en el mantenimiento de este fenotipo de alguna forma inmaduro subyaceria
su plasticidad celular y su potencial regenerativo.
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1.5 Aceleracidén del ciclo celular durante la
regeneracion de la meédula espinal del
axolofl

En estudios anteriores de nuestro grupo, se encontro que la lesion de la médula espinal
en el axolotl gatilla la reactivacion de un programa similar al del desarrollo en las células
ependimales, provocando una transicion de divisiones celulares lentas y neurogénicas a
rapidas y proliferativas (Rodrigo Albors et al., 2015). Se demostré que en la médula
espinal ilesa y en la region no regenerativa de la médula espinal lesionada, las células
ependimales se dividen lentamente, completando un ciclo celular en 14,2 4-1, 3 dias. Por
el contrario, las células ependimales en la zona de regeneracion aceleran su ciclo celular y
se dividen cada 4,9 + 0,4 dias (Rodrigo Albors et al., 2015; Rost et al., 2016). Mediante
el uso de un enfoque de modelado matematico, se mostré que la aceleracién del ciclo
celular es el principal impulsor del crecimiento regenerativo de la médula espinal, y que
otros procesos como el influjo de células, los re-ordenamientos celulares y la activacién de
células madre neurales desempenan papeles més pequenos (Rost et al., 2016). Un anélisis
cuantitativo de la proliferacion celular en el espacio y el tiempo permitié identificar una
zona de alta proliferacion que emerge 4 dias después de la amputacion dentro de los
800um adyacentes al sitio de la lesién y se desplaza hacia el extremo posterior con el
tiempo a medida que crece la médula espinal en regeneracién (Rost et al., 2016) (Fig.
2.1). Sin embargo, qué subyace a este patrén espacio-temporal preciso de proliferacién
celular continda siendo un enigma. Los fenémenos de formacién de patrones que ocurren
durante el desarrollo pueden reproducirse cuantitativamente mediante la invocacion de
seniales morfogenéticas que se propagan desde fuentes localizadas (Morelli et al., 2012).
Por tanto, es concebible que la amputacion de la cola desencadene una senal que se
propague o difunda a lo largo de la médula espinal lesionada para acelerar el ciclo
celular de las células residentes.

1.6 QObjetivos de este trabajo de fesis

El objetivo general de este proyecto se constituye en entender mecanisticamente
la regeneracion de la médula espinal del axolotl en términos de procesos celulares y
moleculares o de senalizacion. Para ello, en esta tesis se implementa una aproximacion
de biologia de sistemas que implica llevar a cabo modelado mateméatico alimentado
por el andlisis de datos experimentales previos y actuales de nuestros colaboradores
experimentales. En particular, el propodsito de la tesis es modelar las fases tempranas
de la regeneracion de la médula espinal del axolotl en dos niveles: un nivel celular y un
nivel de sefializacién.

1. En una primera aproximaciéon me propongo estudiar el proceso regenerativo con
un modelo de esferas duras en una dimension que incluya informacién precisa de la
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posiciéon de las células en su ciclo celular, a los fines de capturar las generalidades
del proceso regenerativo.

2. A continuacién me propongo validar este modelo con datos experimentales de la
respuesta regenerativa de la médula espinal del axolotl, haciendo énfasis en la
distribucién espacio-temporal de la proliferacién en dicha respuesta.

3. Luego me propongo indagar en la existencia o no de procesos de sincronizacién
durante la respuesta regenerativa.

4. Con la intenciéon de comenzar a abordar aspectos mecéanicos de la interaccién
entre las células, me propongo desarrollar un modelo de vértices celular en dos
dimensiones de la médula espinal del axolot]l durante la regeneracion.

5. Con este objetivo me propongo, ademas, desarrollar un paquete computacional
que permita la implementacion del modelo en dos dimensiones mencionado.

La estructura de esta tesis es la siguiente: en el capitulo 2, se presenta la metodo-
logia y los métodos empleados. En el capitulo 3, “Modelado de la regeneracion de la
médula espinal del axolotl en 1D”, desarrollo y exploro un modelo espacialmente uni-
dimensional capaz de capturar cuantitativamente los resultados experimentales de las
cinéticas de crecimiento de la médula espinal del axolotl en regeneracién. En el capitulo
4, “Determinacion del transito a través del ciclo celular mediante FUCCI en axolotl in
vivo”, presento los resultados de las determinaciones experimentales de las distribuciones
espacio-temporales de las células de la médula espinal en las fases del ciclo celular obteni-
das mediante AxFUCCI (una adaptacion de novo de la técnica de FUCCI para el axolotl)
y los comparo con las predicciones del modelo 1D. En el capitulo 5, “Sincronizacion in-
ducida por el reclutamiento y sincronizacién pre-existente a la amputaciéon: predicciones
del modelo 1D”, analizo la probable necesidad asi como las consecuencias de las sincroni-
zaciones asumidas por el modelo 1D. En el capitulo 6, “Implementacion computacional
del modelo de vértices: SysVert”, describo mi implementaciéon de un modelo de vértices
celular, SysVert, que posibilita el modelado de tejidos en dos dimensiones. En el capitulo
7, “Modelado de la regeneracién de la médula espinal del axolotl en 2D”, utilizando la
parametrizacién del modelo 1D, modelo la regeneracién de la médula espinal del axolotl
en dos dimensiones (mediante SysVert) y recupero los resultados experimentales. Adicio-
nalmente, llevo a cabo un andlisis de la compresion del tejido a nivel celular e hipotetizo
su eventual papel en la interrupcion del proceso de reclutamiento celular durante la
respuesta regenerativa. Finalmente, discuto los resultados obtenidos que en conjunto
aportan nuevos indicios acerca de donde y cuando buscar las senales responsables de
dirigir la regeneracion de la médula espinal.



CAPITULO 2

Modelado de |a
regeneracion de la médula
espinal del axolofl en 1D

La simplicidad es la mdzima sofisticacion.

—Leonardo da Vinci

2.1 Modelo de médula espinal en desarrollo

Teniendo en cuenta la simetria del tubo ependimal y que las células ependimales
se organizan como un epitelio pseudoestratificado (Joven & Simon, 2018), modelé el eje
antero-posterior (AP) de la médula espinal como una fila de células ependimales (consul-
te la seccién de Métodos computacionales para obtener mas detalles). Modelé las células
ependimales como esferas rigidas de didmetro uniforme y asumi que pueden encontrarse
ciclando o quiescentes y defini la fraccién de células que se encuentran ciclando como
la fracciéon de crecimiento, GF. Modelé la dindmica de proliferacion de las células que
se encuentran ciclando de la siguiente manera: asumi que en la condicion inicial, cada
ciclo la célula estd en una coordenada aleatoria a lo largo de su ciclo celular, donde la
coordenada inicial del ciclo celular y la longitud del ciclo celular siguen una distribucion
exponencial y lognormal, respectivamente. En la médula espinal, tras la division celu-
lar, i) las células hijas heredan la longitud del ciclo celular de la distribucién lognormal
de la madre y ii) las células hijas se trasladan posteriormente, desplazando las células
posteriores a ellas. Esta tltima caracteristica del modelo es la implementacién de lo que
definimos anteriormente como “mecanismo de empuje celular” (Rost et al., 2016). Este
modelo predice que después de un tiempo de aproximadamente la duraciéon de un ciclo
celular, ocurriran eventos mitéticos a lo largo del eje AP y contribuiran al crecimiento
de la médula espinal (Figura 2.1A).
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Figura 2.1: Modelo de crecimiento de la médula espinal ilesa y en regenera-
cion basado en el acortamiento de las fases G1 y S de las células.
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Figura 2.1: A) Médula espinal ilesa. Modelo 1D de células ependimales alineadas a
lo largo del eje AP. En el tejido sano, las células ependimales ciclan con una
duracion larga del ciclo celular (ver Figura 2.2) y cuando se dividen las célu-
las “empujan” posteriormente y el tejido de la médula espinal crece. Como
ejemplo, dos células madre (en azul) en la fila superior dan lugar a cuatro
células hijas en la segunda fila (también en azul) después de una divisién.
Esto da como resultado un crecimiento de dos didmetros celulares dentro
de un periodo de tiempo de aproximadamente un ciclo celular largo. B)
Regenerador de la médula espinal. Después de la amputacion (coorde-
nada AP y tiempo igual a cero) se libera una senal anteriormente desde el
plano de amputacion durante un tiempo T y se propaga mientras se reclu-
tan células ependimales residentes hasta el limite de reclutamiento tedrico
¢ ubicado en —Aum desde el plano de la amputacién. Después de cierto
tiempo, el limite de reclutamiento ¢ se superpone al switchpoint experimen-
tal (ver Figura 2.2). C) Los mecanismos propuestos de acortamiento
del ciclo celular consisten en la omision parcial de la fase G1 y el
mapeo proporcional entre fases S largas y cortas. En el panel cen-
tral, se representan dos ejemplos (flechas verdes discontinuas) de células
que estaban en la fase G1 larga (inmediatamente antes del reclutamiento)
que se sincronizan (inmediatamente después del reclutamiento). Ademas,
hay tres ejemplos (flechas naranjas punteadas) de células que estaban en
la fase S larga (inmediatamente antes del reclutamiento) que se mapean
proporcionalmente (inmediatamente después del reclutamiento). Todos es-
tos ejemplos se muestran en detalle en la Figura 2.3. El didmetro de los
circulos es aproximadamente proporcional a la longitud del ciclo celular de
la célula..

2.2 Modelo de regeneracion de la médula
espinal

A continuacién, eliminé las células mas posteriores del tejido para modelar la ampu-
tacién de la cola y la respuesta regenerativa en las restantes (Np) células in silico (consulte
la Figura 2.1B y la seccién de métodos computacionales para mas detalles). Asumi que
la amputacién desencadena la liberacién de una senal que se propaga en sentido ante-
rior desde el sitio de la lesién con velocidad constante a lo largo del eje AP, reclutando
células al inducir un cambio en su ciclo celular. Estableci que el reclutamiento celular
se detiene al tiempo T, reclutando Aum de células anteriores al plano de amputacién.
Anoto la posiciéon AP de la célula méds anterior reclutada por la senal como ¢(t), y llamo
a esto el limite de reclutamiento, tal que (t = T) = —A. En el modelo, todas las células
anteriores al las células ubicadas en ¢(t) no se reclutan y contintian ciclando lentamente
durante las simulaciones (Figura 2.2). Por el contrario, las células posteriores a &(t) se
reclutan en un tiempo t dentro del intervalo 0 < t < T y modifican irreversiblemente su
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ciclo de acuerdo con su fase del ciclo celular en el momento del reclutamiento.

Debido a que previamente demostramos que la duracién de las fases G2 y M no
cambia con la amputacién (Rodrigo Albors et al., 2015), asumi que las células en G2
o M dentro de la zona de reclutamiento continuara ciclando como antes (Figura 2.1C,
seccion Métodos computacionales). En contraste, dado que demostramos que las células
en regeneracion pasan por fases G1 y S mds cortas que las células no regenerativas (G1
se acorta de 152 £ 54 horas a 22 4+ 19 horas; S acorta de 179 4 21 horas a 88 + 9horas,
Rodrigo Albors et al., 2015), razoné que la senal instruye a las células reclutadas para
acortar G1 y S, acortando de manera efectiva su ciclo celular.

Para explicar como las células ependimales pueden acortar las fases G1 y S en res-
puesta a la sefial de lesion, concibo un mecanismo de acortamiento de G1 en el que
se salta cierta parte de esta fase del ciclo celular. Implementé este mecanismo de la
siguiente manera (Figura 2.1C, Figura 2.3, Computacional métodos seccién 1.1.1): si en
el momento del reclutamiento la célula estd en G1, hay dos posibles transformaciones
de sus coordenadas. Si la coordenada del ciclo celular esta ubicada antes de la diferencia
entre la longitud G1 larga (no regenerativa) y la longitud G1 acortada (regenerativa),
el reloj celular se reinicia; es decir, su coordenada transformada del ciclo celular serd
el comienzo de la fase G1 acortada en el siguiente paso de simulacién (inmediatamente
después de las fases G2 + M). Por el contrario, si la coordenada original del ciclo celular
de la célula se encuentra situada después de la diferencia entre la longitud G1 larga y la
longitud G1 acortada, no hay cambio en el tiempo para entrar en fase S. La diferencia
entre las longitudes G1 largas y cortas constituye una especie de umbral. Si la célula
en G1 se encuentra antes de este valor, salta y si estd después, continiia ciclando como
antes. Este mecanismo de salto en G1 predice una sincronizacién parcial del ciclo celu-
lar a medida que las células transitan a través de G1 (Figura 2.1 - Figura 2.7) - una
implicaciéon importante que probamos experimentalmente mas tarde.

Debido a que todo el ADN debe duplicarse antes de la divisién celular, consideré un
mecanismo diferente para el modelado del acortamiento de la fase S: si la coordenada del
ciclo celular pertenece a S en el momento del reclutamiento, la nueva coordenada del ciclo
celular de esta célula se mapeara proporcionalmente a la coordenada correspondiente de
una fase S reducida en el siguiente paso de simulacion (Figura 2.1C, Figura 2.3, seccién
Métodos computacionales). Por ejemplo, si la célula reclutada estéd en un 40% en su fase
S (larga) cuando la senal llega, estard en el 40% de su fase S corta en el siguiente paso de
simulacion. Las células hijas de las células reclutadas heredan fases G1 y S cortas de sus
progenitores y en consecuencia, tienen longitudes de ciclo celular cortas (Figura 2.1C).
Finalmente, asumi que el reclutamiento de un célula inactiva induciria su progreso de GO
a G1 después de un retraso arbitrario (métodos computacionales). Para parametrizar las
duraciones de la fase celular de las células ciclicas reclutadas y no reclutadas, la fraccién
de crecimiento y geometria celular, utilizamos nuestros datos experimentales anteriores
de regiones de regeneracién y no regeneracion de la médula espinal del axolotl (Rodrigo
Albors et al., 2015) (seccién de métodos computacionales).

El modelo predice que si esperamos un tiempo similar a la duracion del ciclo celular
corto, observaremos mayor proliferaciéon posterior a ¢ que anterior a él. En particular,
si este modelo es correcto, la prediccion para ¢ (Figura 2.1B) debe coincidir con la
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Figura 2.2: Distribucién espacio-temporal de la proliferacion celular duran-
te la regeneraciéon médula espinal axolotl. switchpoint experimental
(puntos negros) que separa areas de baja proliferacion celular (zona de ciclo
celular largo, verde oscuro) debido a una alta proliferacién celular (zona de
ciclo celular corto, verde claro) a lo largo del eje anterior-posterior (AP)
(representado horizontalmente) de la médula espinal axolotl. La regién ra-
llada marca el espacio fuera del embrién mientras la region punteada marca
la parte no afectada del embrién (adaptado de la Fig.2 F” de Rost et al.,
2016). Cada valor del switchpoint se determiné como el borde que separa
dos zonas espacialmente homogéneas asumidas por un modelo matemati-
co, que se ajusto a la distribucién espacial experimental de la fraccién de
crecimiento y el indice mitético a lo largo de la médula espinal del axolotl
(Rost et al., 2016).
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Figura 2.3: Explicacién adicional de la transformacion de coordenadas del

ciclo celular invocada por el modelo. Las células en la fase G1 al
momento del reclutamiento pueden omitir el resto de la fase, dependiendo
de donde estan ubicados en la fase G1 larga. Si la coordenada de su ciclo
celular esta antes de la diferencia entre las fases G1 larga y corta, se saltan
esta parte inicial de la fase larga G1 y se sincronizan al comienzo de la fase
G1 corta (1, 2). Si la coordenada de su ciclo celular es igual o posterior a la
diferencia entre las fases G1 larga y corto, contintian ciclando como antes,
pero luego pasaran por una fase S corta (3). Esto genera un mecanismo
de sincronizacion parcial (Ver seccion Métodos computacionales). Si las
células estan en fase S al momento del reclutamiento, las células siguen un
mapeo proporcional (4 - 4). Esencialmente, las coordenadas del ciclo celular
dentro de S se escalan a la fase S corta (consulte la seccién de Métodos
computacionales).
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curva experimental del switchpoint que separa la region de alta proliferacion de la de
baja proliferacién a lo largo del eje AP de la médula espinal del axolotl durante la
regeneracion (Figura 2.2).

2.3 Detalles del modelado de desarrollo y
regeneracion de la médula espinal
axolofl

Modelé la médula espinal como una fila densamente empaquetada de células ependi-
males. Dado que asumo todas las células como esferas rigidas idénticas, el modelo implica
efectivamente s6lo una dimensién espacial: eje antero-posterior (AP) de la médula espi-
nal. Asumi que las células se encuentran ciclando o inactivas, donde la fraccién de células
que se encuentran transitando el ciclo es la fraccion de crecimiento GF. Consideré que
cada célula ubicada en la posicion x; en el tiempo t prolifera con una cierta longitud de
ciclo celular aleatoria distribuido lognormalmente T;(x;, t) y tiene una cierta edad dentro
de su ciclo celular, C;(x;,t), definida como una coordenada a lo largo del ciclo celular o
reloj (0 < Ci(x;,t) < T;(x;,t)). En la condicién inicial, cada célula ciclando tiene una
edad aleatoria C;(x;,t =0) = CZQ a lo largo de la longitud del ciclo celular en particular

2c9

T;(x;, t), donde la distribucién de CZQ viene dada por (%)Z TG0 A medida que
avanza el tiempo, cada célula que cicla aumenta su reloj C;(x;,t) de forma determinista
hasta que alcanza su correspondiente valor T;(x;,t). En este preciso momento, la célula
se divide y una hija hereda la coordenada AP de su madre mientras que el otro esta
intercalado entre la primera hija y la célula vecina posterior. Esta tltima caracteristica
del modelo es la implementacion de lo que definimos anteriormente como “mecanismo
de empuje célular” (Rost et al., 2016). Después de la division celular, las células hijas
reinician sus relojes y Cj(x;, ) = 0. Este modelo predice que después de un tiempo de
aproximadamente una duracion de ciclo celular, los eventos mitéticos ocurrira a lo lar-
go del eje AP, contribuyendo al crecimiento de la médula espinal durante el desarrollo
(Figura 2.1A).

Para estudiar la evolucién del tejido en un escenario regenerativo, me centré en la
respuesta del tejido a una amputacion modelada simplemente eliminando las células més
posteriores. Modelé la respuesta regenerativa en las Ny células restantes asumiendo que
la amputacion desencadena la liberacion de una sefial, que se propaga con velocidad
constante en direcciéon anterior sobre el eje AP mientras recluta células ependimales.
Supuse que el reclutamiento de células se detiene a tiempo T, dejando Aum de células
anteriores al plano de amputacién reclutadas y una velocidad de reclutamiento —A/T
durante el intervalo 0 < t < 7. Llamé a la posicion AP de la célula mas anterior
reclutada por la senal como (t), el limite de reclutamiento, tal que, &(t = 7) = —A.

1—

Dado que las células ependimales regenerativas acortan las fases G1 y S sin alterar
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las fases G2 y M que conducen a una aceleracién del ciclo celular (Rodrigo Albors et al.,
2015), asumi que el reclutamiento inducido por senales instruye a las células ependimales
en regeneracion con precisiéon para reducir las fases G1 y S, acortando eficazmente su
ciclo celular (Figura 2.1 C). Represento aqui como G1/9%8 y Glong (G1short y gshorty 1,
duracion de las fases correspondientes para las células ependimales de animales ilesos
(animales en regeneracién). Anoto con T y T*hort 3 la longitud del ciclo celular de
las células ependimales ilesas y regenerativas de axolotl, respectivamente.

Note que una célula i que se encuentra ciclando cuya posicion x; es anterior al limite
de reclutamiento (x; < ¢(#)) no es reclutada y tiene una longitud de ciclo celular T;(x;, f)
igual a T"8 es decir, continua ciclando lentamente durante las simulaciones (Figura
2.2B). En contraste, una célula ciclando i cuya posicién x; es posterior al limite de
reclutamiento (x; > ¢(t)) dentro del intervalo de tiempo 0 < ¢ < T es reclutada y en
consecuencia, tiene una longitud de ciclo celular T;(x;, f) igual a Tshort La progenie de
las células reclutadas (células no reclutadas) tienen una longitud de ciclo celular extraida
de la misma distribucién lognormal de T""* (T*"8) (Figura 2.1C).

Supuse que el reclutamiento de una célula i ubicada en la posiciéon x; en el tiempo
t induce un efecto de transformacion en la coordinada de su ciclo celular C;(x;,t) —
Ci(xj, t), donde Ci(x;,t) y C(x;,t) son las coordenadas del ciclo celular original y trans-
formado, respectivamente. Esto significa que el ciclo celular de estas células experimentan
una transformacién de coordenadas, modificando su ciclo de acuerdo con la fase del ciclo
celular en la que se encuentran en el momento del reclutamiento, como describimos a
continuacién en las siguientes subsecciones (Figura 2.2B):

2.3.1 Cuando las células estan en la fase G1 en el
momento del reclutamiento

Supusimos que si en el momento de la amputacién ¢, una celda i se encuentra en una
coordenada del ciclo celular C;(x;,t) dentro de 0 < C;(x;,t)G1/°"%8 — G1H°"t | ]a nueva
coordenada del ciclo celular es la siguiente (Figura 2.1C y Figura 2.3):

Cl(x;,t) =0 (2.1)

lo que induciria a una sincronizaciéon. Por el contrario, si en el momento de la ampu-
tacién ¢, una célula i se encuentra en una coordenada del ciclo celular C;(x;, t) dentro
de G198 — G1short < Cy(x;,t) < G1%"8  1a nueva coordenada del ciclo celular es:

Cl(x;, t) = Ci(x;, t)(G1lom8 G1shorty (2.2)

Es decir, estas células contintian ciclando como antes. En conjunto, las células en G1
resultan parcialmente sincronizados (Figura 2.1C y Figura 2.3).
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2.3.2 Cuando las células estdn en la fase S en el
momento del reclutamiento

Teniendo en cuenta que en la fase S todo el ADN debe estar duplicado para que ocurra
la division celular, consideré un mecanismo diferente para modelar el acortamiento de
la fase S basado en un mapeo proporcional. La nueva coordenada del ciclo celular de
esta célula se asigna proporcionalmente a la coordenada correspondiente de una fase S
abreviada en el siguiente paso de simulacion. Por lo tanto, asumi que si en el momento
de la amputacion ¢, una célula i estaria en la fase S, es decir, en una coordenada del
ciclo celular Cj(xj,t) dentro de G1/"8 < Ci(x;,t) < G1'78 4- 518 la coordenada
transformada del ciclo celular es relativa a la longitud de la fase S es invariante (Figura
2.1C y Figura 2.3):

Cj(x;, )Gt Cy(x;,t)G1lo8

Gshort o Glong (2.3)

Como consecuencia, la coordenada del ciclo celular transformada es la siguiente:

Sshort

Cl(xi, t) = (Ci(x;, t)GllO”g)W + G1shert (2.4)

2.3.3 Cuando las células estdn en la fase GO en el
momento del reclutamiento

Supuse que si una célula i reclutada esta inactiva en el momento t de reclutamiento,
es decir, en GO, pasa de esta fase a la fase G1-corta después de un cierto retardo tgg_g1-

Ci(xj,t +tgog1) =0 (2.5)
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2.4 El crecimiento regenerativo de la médula
espinal se puede explicar por una senal
gue actua durante las 85 horas después
de la amputacion y recluta células
dentro de los 828y m anteriores al plano
de amputacion

Para evaluar si el modelo podria explicar el crecimiento regenerativo del tubo epen-
dimal y estimar los pardmetros libres, ajusté ¢(f) al switchpoint experimental (Rost et
al., 2016). Especificamente, segui un método de calculo bayesiano aproximado de infe-
rencia, simplificado por el uso del paquete pyABC (Klinger, Rickert & Hasenauer, 2018).
El modelo reprodujo con éxito el switchpoint experimental con los mejores parametros
de ajuste NO = 196 £ 2 células, = 828 £30um y T = 85 % 12 horas (Figura 2.7A;
las distribuciones posteriores de los parametros obtenidas después de la convergencia se
muestran en la Figura 2.4 y consulte la seccién de métodos computacionales para obtener
més detalles) Curiosamente, un andlisis clonal del modelo muestra que mientras que las
células mas anteriores estan ligeramente desplazadas de su posicion original, las células
ubicadas cerca al plano de amputacion terminan en el extremo posterior de la médula es-
pinal regenerada (Figura 2.5A), de acuerdo con las trayectorias celulares experimentales
observadas durante la regeneracién de la médula espinal del axolotl (Rost et al., 2016).
Ademas, la velocidad de un clon aumenta monoténicamente con su coordenada AP (Fi-
gura 2.5B), también en linea con los datos experimentales (Rost et al., 2016). Estos
resultados sugieren que las células conservan su posiciéon relativa a lo largo del eje AP.
Por lo tanto, al graficar la posicion relativa de cada clon al crecimiento del tejido corres-
pondiente menos el limite de reclutamiento &(t), observé que esta cantidad normalizada
se conserva en el tiempo, una huella del comportamiento de escalado caracteristica de
la regeneraciéon (Figura 2.5C). Es importante destacar que con la parametrizacién que
conduce al mejor ajuste del switchpoint experimental, predijimos cuantitativamente la
evolucién temporal del crecimiento regenerativo que se observé in vivo (Rost et al., 2016)
(Figura 2.7B).

Mi modelo asume que las células son esferas rigidas de didmetro uniforme fijado a
partir de la longitud media de células ependimales medidas a lo largo del eje AP (Rost et
al., 2016). Para probar si esta simplificacion podria afectar nuestra predicciéon del creci-
miento de la médula espinal regenerativa, repetimos las simulaciones pero reemplazando
la longitud media de las células por longitudes de células mas grandes y mas pequenas
posibles dentro de un intervalo de 99% de confianza basado en datos anteriores (Rost et
al., 2016). El crecimiento de la médula espinal predicho bajo estos dos escenarios extre-
mos dificilmente podrian distinguirse de la prediccion anterior (Figura2.6 A, B). Obtuve
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Figura 2.4: Aproximacién de calculo bayesiano (ABC) ajuste del modelo de
limite de reclutamiento a los datos experimentales del switch-
point. (A) Distribuciones posteriores de los pardmetros A (I), Ny (IT) y T
(III). (B) Distribuciones posteriores combinadas de Ng y A (I), Ty Ny (IT)
asi como T y A (III). (C y D) Convergencia del ajuste representada por
la tolerancia de ajuste € (B) y la tasa de aceptacién (D) versus el indice
de iteracion. (Ver Métodos computacionales para mas detalles).
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Figura 2.5: El modelo contempla el mecanismo de empuje de la célula: cuan-
to mas posterior estd una célula, cuanto mas rapido se mueve. A)
Las células ubicadas cerca del plano de amputacion terminan en
el extremo posterior del tejido regenerado modelado. B) La velo-
cidad de los clones aumenta mondétonicamente con la coordenada
AP. Representacion de diagrama de caja que muestra la mediana de las
velocidades de los clones agrupadas cada 800um C) Comportamiento
escalado: las células clonadas conservan su orden espacial original.
La posiciéon relativa de cada clon al tejido altamente proliferante
delimitado por su el crecimiento y el limite de reclutamiento se
mantienen constantes en el tiempo. La figura muestra 11 simula-
ciones.
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resultados similares cuando asumi que las células ependimales no tienen una longitud
constante a lo largo del eje AP sino que son extraidas de una distribucién normal para-

metrizada de la datos experimentales sobre las longitudes de las células ependimales a
lo largo del eje AP (Figura 2.6 C).

Cuando simulo un proceso de reclutamiento rapido reduciendo el tiempo maximo de
reclutamiento T a un dia mientras se mantiene la longitud méaxima de reclutamiento
A constante, encuentro que el crecimiento predicho por el modelo sobrestima el creci-
miento experimental (Figura 2.7 - Figura 3.2 A). Por el contrario, cuando disminuyo la
velocidad de reclutamiento aumentando T a 8 dias manteniendo A constante, observo un
crecimiento menor que el observado experimentalmente (Figura 2.7 - Figura 3.2 A). La
reduccion de la distancia de reclutamiento maxima A a cero imita un caso hipotético en el
que la senal es incapaz de reclutar a las células anteriores al plano de amputacion (Figu-
ra 2.8 B). Aumentar A en aproximadamente un 100% sin cambiar T (es decir, aumentar
la velocidad de reclutamiento) da como resultado més células ependimales reclutadas y
un crecimiento de la médula espinal méas réapido que el observado in vivo (Figura 2.8
B). Estos resultados apuntan a un mecanismo de reclutamiento celular espacio-temporal
preciso subyacente a la respuesta de crecimiento tisular durante la regeneracion de la
médula espinal del axolotl

2.5 Crecimiento de la médula espinal
cuando se impide |la aceleracion del
ciclo celular

Luego pregunté cuanto creceria la médula espinal si la aceleracion del ciclo celular
instruida por la senal estd bloqueada. Hice uso de mi modelo y predije el crecimiento
del tejido cuando las longitudes de G1 y S permanecieron inalterados después de la
amputacion. En esta condicion, todas las células se dividirian con las duraciones de las
fases del ciclo celular informadas en condiciones de no regeneraciéon (Rodrigo Albors et
al., 2015). Los resultados muestran que el bloqueo del reclutamiento y, por tanto, la
aceleracion del ciclo celular, ralentiza el crecimiento de tejido, lo que lleva a un recluta-
miento de 694 & 77um en lugar de los 1.127 4+ 103um observados a dia 6 (Figura 2C).
Este resultado es consistente con reducir a cero la longitud maxima de reclutamiento A
(Figura 2.8). Curiosamente, esta consecuencia predicha por el modelo estd en acuerdo
con la que se informé sobre el crecimiento experimental en axolotl knock-out de Sox2,

en el que la aceleracién del ciclo celular no tiene lugar después de la amputacién (Figura
2.7 C, Fei et al., 2014).



20

2 Modelado de la regeneracion de la médula espinal del axolotl en 1D

A 2500

2000

Control

——LImite superior

$ Crecimients experimental

1500

Crecimiento (um)

Tiempo (dias)

w

2500
Control t

—— Limite inferior
2000

$ Crecimiento experimental

1500

Crecimiento (um)

Tiempe (dias)

@)

2500
Controf }

——Aleatorio
2000
$ Crecimiento experimental

1500

1000

Crecimiento {um)

500

L] 1 2 3 4 5 L T B
Tiempo (dias)

Figura 2.6: La incorporacién de la variabilidad de la longitud de la célula

a lo largo del eje AP no afecta la prediccion del crecimiento de
la médula espinal del axolotl. (A)Crecimiento predicho a partir del
modelo que supone longitudes de las células ependimales iguales al valor
medio experimental mas tres sigma de la longitud medida a lo largo del eje
AP (en rojo). (B) Crecimiento predicho a partir del modelo suponiendo
longitudes de células ependimales iguales a la media experimental menos
tres sigma de su longitud medida a lo largo del eje AP (en rojo). (C)
Crecimiento predicho a partir del modelo asumiendo longitudes de células
ependimales extraidas de una distribucién normal parametrizada a partir
de la longitud de las células medidas a lo largo del eje AP (en rojo). En
los tres paneles se representa el crecimiento predicho del modelo asumiendo
longitudes de células ependimales iguales al valor medio experimental de la
longitud delas células medida a lo largo el eje AP (Control, en azul, mismas
simulaciones que se muestran en la Figura 2.7B). La longitud experimental
de las células ependimales a lo largo del eje AP se caracteriza por y =

13,2um, o =0, 1um.
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Figura 2.7:

A) El limite de reclutamiento modelado se ajusta con éxito a
la curva del switchpoint experimental. Simulaciones de mejor ajus-
te del modelo de limite de reclutamiento previsto ¢(¢) se superpone a la
curva del switchpoint experimental. Los mejores parametros de ajuste son
No = 196 £2 células, A = 828 £30um y T = 85+ 12 horas. B) El mode-
lo coincide cuantitativamente con la cinética de crecimiento ex-
perimental de la médula espinal del axolotl (Rost et al., 2016). C)
El modelo reproduce la reduccion del crecimiento experimental
cuando se impide la aceleracion de la proliferacion celular. Predic-
cién del modelo asumiendo que ni las longitudes de la fase S ni la de la fase
G1 se acortaron, superpuestas con las cinéticas de crecimiento experimen-
tal en las que la aceleracion del ciclo celular fue evitada al noquear a Sox2
(Fei et al., 2014). Las lineas en A, B y C muestran las medias, mientras
que las areas sombreadas en azul corresponden a intervalos de confianza de
68, 95 v 99,7%, de mas oscuro a mas claro, calculados a partir del mejor
ajuste de 1.000 simulaciones. D) El acortamiento de la fase S domina
la aceleracién del ciclo celular durante la regeneracién de la mé-
dula espinal del axolotl. Cinética de crecimiento de la médula espinal
predicha por el modelo suponiendo un acortamiento de las fases S y G1
(linea azul), solo acortamiento de la fase S (linea discontinua naranja), solo
acortamiento de la fase G1 (linea discontinua magenta) y ni acortamiento
de S ni Acortamiento G1 (linea verde). La linea magenta y la linea verde
se superponen entre si. Las medias son representado como lineas y cada
area sombreada corresponde a un sigma de 1.000 simulaciones.
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Figura 2.8: El tiempo maximo de reclutamiento (7) y la longitud maxima de
reclutamiento (1) determinan el crecimiento de la médula espinal
del axolotl. A) El aumento (disminucién) de T reduce (aumenta)
el crecimiento de la médula espinal predicho por el modelo. Evolu-
cion temporal del crecimiento de la médula espinal predicha por el modelo
al variar T de 1 dfa (marrén) a 8 dias (rojo). En azul, la prediccién del mode-
lo asumiendo T = 85 412 horas. Ny = 196 & 2 células y A = 830 £ 30um.
B) El aumento (disminucién) de A aumenta (reduce) el crecimien-
to de la médula espinal predicho por el modelo. Evolucién temporal
del crecimiento de la médula espinal predicho por el modelo al variar A
de cero (rojo) a 1.600um (marrén). En azul, la prediccién del modelo asu-
miendo A = 828 = 30um. Ny = 196 + 2 células y T = 85 £ 12 horas. Las
simulaciones representadas en las curvas azules en A y B son las mismas
simulaciones que se muestran en la Fig. 2.7B. Las medias son representados
como lineas, mientras que las areas sombreadas corresponden a intervalos
de confianza del 68%, respectivamente, calculados a partir de 1.000 simu-
laciones.

2.6 El acortamiento de la fase S es suficiente
para explicar el crecimiento inicial de la
medula espinal en regeneracion

Las contribuciones relativas del acortamiento de la fase G1 vs S al crecimiento de
la médula espinal son un factor importante desconocido que es técnicamente dificil de
interrogar in vivo. Hice uso de mi modelo para responder a esta pregunta in silico. Para
ello, mantuve la misma parametrizacién obtenida con la que se recapitulé el crecimiento
de la médula espinal (Figura 2.7 A y B) pero modifiqué el modelo de tal manera que
las células reclutadas acortan la fase S pero no la fase G1 (es decir, dejando la fase
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G1 inalterada) o viceversa. Curiosamente, mis resultados indican que el acortamiento
unicamente de la fase S, puede explicar el crecimiento explosivo de la médula espinal
observado in vivo, independientemente del acortamiento de G1, hasta el dia 4 (Figura 2.7
D, linea azul y linea naranja). En contraposicion, el acortamiento de la fase G1 solamente,
tiene un impacto leve en el crecimiento inicial, ya que da como resultado crecimiento
casi idéntico al caso en el que no se redujeron ni la fase G1 ni la S (Figura 2.7 D, linea
magenta versus linea verde). Sin embargo, desde el dia 4, el acortamiento de solo la fase
S no es capaz de recapitular el crecimiento (Figura 2.7 D, linea azul y linea naranja)
y, de hecho, es el acortamiento de las fases S y G1 que devuelve el mismo crecimiento
que el observado in vivo. Estas predicciones de modelado son una consecuencia de i) la
proximidad de la fase S a la siguiente divisién celular en comparacién con la fase G1 y
ii) el hecho de que la fase S representa 7,5 dias del total 14 dias del ciclo celular largo,
que se reduce a 3,7 dias en el ciclo celular corto de 5 dias y iii) la ventana de tiempo del
crecimiento investigado fue de 8 dias. En conclusion, estos resultados indican que, hasta
el dia 4, el acortamiento de la fase S puede explicar la el crecimiento regenativo de la
médula espinal en el axolotl, mientras que el efecto del acortamiento de G1 se manifiesta
a partir del dia 5.
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Parametro del modelo  Valor/explicacién Fijo/libre
Fase G1 152 horas Parametros fijos,
no regenerativa (promedio) extraidos de
Fase G1 54 horas Rodrigo Albors et al., 2015.
no regenerativa (sigma)

Fase S 179 horas

no regenerativa (promedio)

Fase S 21 horas

no regenerativa (sigma)

Fases G2 + M 9 horas

no regenerativa (promedio)

Fases G2 + M 6 horas

no regenerativa (sigma)

Fase G1 22 horas

regenerativa (promedio)

Fase G1 19 horas

regenerativa (sigma)

Gl.r 130 horas

Fase S 88 horas

regenerativa (promedio)

Fase S 9 horas

regenerativa (sigma)

Fases G2 + M 9 horas

regenerativa (promedio)

Fases G2 + M 2 horas

regenerativa (sigma)

Longitud de la célula 13,2um

a lo largo del eje AP

No

Numero inicial

de células a lo largo
del eje AP,

anterior al the

Parametros libres
(determinados
en esta tesis).

plano de amputacion.

A Regién desde el plano de
amputacion reclutada por
la senal (pum).

T Retraso entre el momento

de la amputacién y el
reclutamiento (dias u
horas).

Cuadro 2.1: Parametros del modelo.



CAPITULO 3

Determinacion del fransito
a fravées del ciclo celular
mediante FUCCI en axolotl
IN VIVO

Tiempo es la medida del movimiento entre dos instantes.

—Aristételes

3.1 Visualizacidon de la progresion del ciclo
celular en axolotl in vivo usando FUCCI

Mi modelo hace suposiciones bien definidas sobre como las fases del ciclo celular se
acortan para dar como resultado una aceleracién del ciclo celular durante 85 horas den-
tro de los 828um del lugar de la lesion. Buscamos validar el modelo determinando la
cinética de esta respuesta rigurosamente, utilizando una herramienta que distingue las
fases del ciclo celular in vivo preservando el contexto espacio-temporal. Para ello, adap-
tamos la tecnologia basada en el indicador de ciclo celular basado en la ubiquitinzacién
fluorescente (FUCCI) para axolotl (Figura 3.1 A) (Zielke & Edgar, 2015). FUCCI es un
reportero codificado genéticamente que distingue las fases del ciclo celular capitalizando
la actividad oscilatoria exclusiva de dos ubiquitin ligasas (Sakaue-Sawano et al., 2008).
SCFSkp2 estd activo en S y G2 del ciclo celular, cuando se dirige al factor de licencia de
ADN Cdtl para la degradacién proteolitica. Por el contrario, APC/CCdhl esta activo
desde mediados de M hasta G1; durante estas fases, apunta a Geminin (Gmnn; a Cdtl
inhibidor) para la degradacion. Fusionando los motivos que apuntan a la degradacion
(degrons) en Cdtl y Gmnn proteinas a dos fluoréforos distintos pone la abundancia de
fluoréforos bajo el control de SCFSkp2 y actividad de APC / CCdhl y permite utilizar
la fluorescencia como lectura para la fase del ciclo celular. Es importante destacar que el
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andlisis de FUCCI no requiere disociacion celular (preservando asi el contexto espacial
dentro del tejido), inmunotincién o medicién del contenido de ADN.

FUCCI se ha adaptado con éxito a varios organismos modelo, incluidos ratones, peces
cebra, Drosophila y células humanas (revisado por Zielke y Edgar, 2015). Disenamos axo-
lotl FUCCI de nowvo al extraer las secuencias que albergan degron de las proteinas axolotl
Cdt1 y axolotl Gmnn. Esto era importante ya que encontramos que el N-terminal de la
proteina Cdtl, que alberga el degron PIP, es divergente a través de modelos animales
(Figura B.1 A). Definimos los fragmentos relevantes de la proteina Cdtl de axolotl (que
alberga el motivo PIP degron y Cy) y la proteina Gmnn de axolot] (que alberga la caja
D degron) usando alineamiento por homologia y comparacién con el pez cebra FUCCI
(suplementos de figura 3.1 1A, B, C, D) (Sugiyama et al., 2009, Bouldin et al., 2014).
El fragmento de axolotl Cdtl [aal-128] se fusioné a la proteina fluorescente mVenus y
el fragmento de axolotl Gmnn [aal-93] a la proteina fluorescente mCherry. Se utiliz6 el
promotor ubicuo de CAGG y la secuencia viral T2A para coexpresar el Cdtl [aal-128]
-mVenus y fusiones Gmnn [aal-93]-mCherry en una transcripcién. El reportero del ciclo
celular especifico de axolotl resultante se refiere como AxFUCCI (Figura 3.1A).

3.2 AXxXFUCCI discrimina fielmente las fases del
ciclo celular in vivo

Realizamos imégenes de células vivas, analisis de contenido de ADN y caracterizacio-
nes basadas en inmunofluorescencia para validar la capacidad de AxFUCCI para infor-
mar las fases del ciclo celular. Primero, electroporamos una linea de cultivo de células de
axolotl inmortalizada (células AL1) con plasmido AxFUCCI y se realizaron imagenes in
vivo. Como era esperado, la fluorescencia AxFUCCI oscilé durante el ciclo celular en el
orden mVenus, Doble positivo, mCherry, Doble positivo, mVenus (Figura 3.1 B, Figura
B.2). Confirmamos que las células positivas para mVenus eran células GO/G1 y que las
células positivas para mCherry eran S/G2 usando un citémetro de flujo para analizar
el contenido de ADN (Figura B.3 A). Las células son transitoriamente AxFUCCI doble
positivo entre GO/G1 y S/G2 (Figura 3.1 B y Figura B.2 A, B); inferimos que estas
células estan en el limite G1/S, como se observa en FUCCI de ratén (Abe et al. 2013).
Curiosamente, y en contraste con FUCCI en otros organismos modelo, observamos una
segunda ventana doble positiva AXFUCCI entre S/G2 y GO/G1, correspondiente al li-
mite G2/M y células M (Figura 3.1 B y Figura B.2A, B). Por lo tanto, AxFUCCI
discrimina las siguientes fases del ciclo celular en axolotl: GO/G1 (solo mVenus); S/G2
(solo mCherry); Transicién G1/S y transicién G2/M (doble positivo) (Figura 3.1 B). Es
importante destacar que la capacidad de AxFUCCI para etiquetar puntos de referencia
definidos en el ciclo celular (es decir, la transicion G1/S y G2/M) nos permitié probar
mas tarde la sincronizacion del ciclo celular, una caracteristica de nuestro modelo.

Generamos axolotls AxFUCCI transgénicos estables usando transgénesis mediada
por I-Scel, los criamos a la madurez sexual y utilizé la progenie F1 (transmitida por la
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Figura 3.1: A) Panel superior: diseno AxFUCCI. Un promotor ubicuo (CAGG)
impulsa la expresién de dos sondas AxFUCCI (AxCdtl [1-128] -Venus y
mCherry-AxGmnn [1-93]) en una transcripcién. Las dos sondas AxFUC-
CI se separan cotraduccionalmente en virtud de la secuencia de péptidos
T2A viral “autoescindible. Panel inferior: combinaciones de fluorescencia
de AXxFUCCI en cada fase del ciclo celular. B) Obtencién de imagenes
de una sola célula axolotl electroporada con AxFUCCI in vitro.
Cada panel es un solo marco adquirido a la hora indicada (h) después del
inicio de la sesién de imdgenes. Se representa un ciclo celular (desde S/G2
hasta el siguiente S/G2). A las 67 h, las dos células hijas mitéticas se sepa-
raron; la celda hija con un asterisco se representa los paneles restantes. C)
Establecimiento de axolotls transgénicos AxFUCCI. La ubicacién
de la médula espinal se indica en el contexto de la cola. D) Una cola
AxFUCCI fija, aclarada y fotografiada en su totalidad utilizando
microscopia de ldminas de luz. Los datos 3D permiten el corte digital
post-hoc de la misma médula espinal en vistas lateral, dorsal o transver-
sal. Las imagenes muestran proyecciones de maxima intensidad a través de
50um (vistas lateral y transversal) o 150um (dorsal vista) de tejido. Trans.:
Transicion-AxFUCCI (transicién G1/S o G2/M).
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linea germinal) para validaciones posteriores (Figura 3.1 C). Los animales AxXFUCCI se
desarrollaron a un ritmo similar al de sus hermanos no transgénicos, no difirieron en su
proliferacién celular (Figura B.4 A) y tejido de la cola amputado regener6 con similar
cinética a los animales d/d utilizados en nuestro estudio anterior (Figura B.4 B). Células
disociadas de las colas de axolotl AxFUCCI y analizadas usando un citémetro de flujo
exhibieron relaciones de fluorescencia/contenido de ADN esperadas (Figura B.4 C). Co-
mo segundo ensayo, se prepararon secciones de tejido de la médula espinal de axolotls
AxFUCCI y se comparé el contenido de ADN (segin lo evaluado por Fluorescencia DA-
PI) en mVenus frente a células positivas para mCherry. Como era de esperar, las células
positivas para mCherry albergaron significativamente mas ADN que las células positivas
para mVenus (Figura B.4 D, E). En tercer lugar, los axolotl AxXFUCCI fueron inyectados
intraperitonealmente con EdU, un analogo de timidina que se incorpora en ADN duran-
te la fase S. Después de un pulso de EAU de 8 horas, las células positivas para mCherry,
pero no positivas para mVenus, deberian ser positivas para EAU y este fue realmente el
caso (Figura B.4 F). Finalmente, co-secciones de tejido de médula espinal fueron tenidas
con AxFUCCI con marcadores especificos del tipo célular. Neuronas que expresan NeuN,
localizadas en la periferia de la médula espinal, son células diferenciadas posmitoticas
(GO) y deben ser mVenus-positivo (y nunca mCherry-positivo). De hecho, encontramos
que el 100% de las neuronas que expresan AxFUCCI fueron mVenus-positivo (Figura
B.4 G). Por el contrario, Sox2-expresando en las células ependimales, que son células
proliferativas, expresaron mVenus, mCherry o ambos fluoréforos (Figura B.4 H).

Basandonos en estas validaciones, y para simplificar, nos referimos a la fluorescencia
de mVenus como “G0/ G1-AxFUCCI” (verde en las Figuras 3.1 - 3.6), fluorescencia de
mCherry como “S/G2-AxFUCCI” (magenta en las Figuras 3.1 - 3.6) y doble positividad
como “Transition-AxFUCCI” (blanco en las Figuras 3.1 - 3.6).

3.3 Medicidn de la zona de reclutamiento in
Vvivo usando AxFUCCI

Usamos animales AXFUCCI para medir el tamano de la zona de reclutamiento de
células ependimales in vivo. Colas de AxFUCCI fueron amputadas a 5mm de las puntas
de las colas y colas regeneradas fueron recolectadas diariamente hasta 5 dias después de
la amputacién. Implementamos un conducto para limpiar 6pticamente y fijar la imagen
del tejido de la cola AxFUCCI en montura completa, lo que permiti6é volver a seccionar
digitalmente a posteriori los datos de imagenes en cualquier orientaciéon para una medi-
cién precisa (Figura 3.1 D) (Pende & Vadiwala et al., 2020). Es importante destacar que
este conducto no alteré la longitud del tejido de la cola (Figura B.5). Se encontr6 que,
en la amputacién, la mayoria de las células ependimales expresaban G0/G1-AxFUCCI
y solo una minorfa expresé S/G2-AxFUCCI (Figura 3.2 A). En los cinco dias siguientes
a la amputacién de la punta de la cola, la proporcion de células que expresan S/G2-
AxFUCCI aumentaron localmente y de forma pronunciada en el sitio de la amputacion,
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luego se propagaron anteriormente a lo largo de la médula espinal, consistente con la
aparicion de una zona de reclutamiento (Figura 3.2 A y Figura 2.1B).

Como primer paso, cuantificamos el porcentaje de células ependimales que expre-
san GO/G1-AxFUCCI solamente o S/G2-AxFUCCI unicamente dentro de los 1000 —
1600pm de médula espinal anterior al sitio de la amputacién a cada dia después de la
amputacion. Una longitud de 1600um debe abarcar no solo la zona de reclutamiento
sino también células ependimales ubicadas mas anteriormente que no son reclutadas por
la senal de lesién y que contintian en el ciclo lento (Figura 2.1 B). Realizamos nuestras
cuantificaciones en bins adyacentes de 100um para preservar la informacién espacial,
utilizando la punta de la notocorda cortada para denotar el plano de amputacién. Pro-
bamos estadisticamente si las células que expresan GO/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI
se encuentran heterogéneamente distribuidos a lo largo del eje AP en la médula espinal
en regeneracion (es decir, si se puede detectar una zona de reclutamiento), seguimos un
enfoque similar al que usamos anteriormente para determinar el switchpoint (Rost et al.,
2016). Ajusté los perfiles AP espaciales medidos del porcentaje de GO/G1-AxFUCCI
y S/G2- AxFUCCI en cada animal con un modelo matemético asumiendo dos zonas
espaciales homogéneas adyacentes, separadas por un borde antero-posterior (borde AP),
que asumimos fue el mismo para los datos GO/G1 y S/G2-AxFUCCI. Para cada animal
y a cada tiempo, probé si el porcentaje medio de células que expresan GO/G1-AxFUCCI
0 S/G2-AxFUCCI en la region anterior frente a la zona posterior fueron significativa-
mente diferentes al ejecutar una prueba de Kolmogorov-Smirnov. Hasta 3 dias después
de la amputacion, no se detectd significacion estadistica entre anterior y posterior en
el GO/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI (Figura 3.2 B, Figura 4 - Figura 3.3 A-D y Fi-
gura 3.4 A-D). Por el contrario, a los 4 y 5 dias después de la amputacion, los datos
de GO/G1-AxFUCCI y §/G2-AxFUCCI revelaron una diferencia significativa entre las
zonas anterior y posterior, consistente con la aparicién de una zona de reclutamiento
(Figura 3.2 B, Figura 3.3 E, F y Figura 3.4 E, F).

Crucialmente, medi el borde AP de los datos AxFUCCI obteniendo —717 £ 272um
en relacién con el plano de amputacion a dia 4 y —446 £+ 112um a dia 5, superponién-
dose dentro de dos sigma con —782 £50um y —710 & 62um, que fueron los limites
de reclutamiento predichos por nuestro modelo (Figura 3.2 B). Ademaés, la apariencién
de la zona de reclutamiento entre los dias 3 y 4 después de la amputacién se condice
con el reclutamiento de 85 horas en nuestro modelo. Por tanto, los animales AxFUCCI
confirmaron el tiempo de apariciéon y el tamaifio de la zona de reclutamiento previsto.

3.4 Las células en regeneracion tienen una
alta sincronia del ciclo celular in vivo

Mi modelo de acortamiento G1 (Figura 2.1 C y Figura 2.3 2) predice que las células
ependimales en la zona de reclutamiento deben exhibir una alta sincronia entre si en el
ciclo celular durante la regeneracién temprana, una propiedad que no ha sido investigada.
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Figura 3.2: El tamano de la zona de reclutamiento previsto se observa en las
colas AxFUCCI después de la amputacion.
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Figura 3.2: A) Visualizacién de la zona de reclutamiento en colas AxFUC-
CI. En la amputacion, la mayoria de las células ependimales son positi-
vas para GO/G1-AxFUCCI (verde). Después de la amputacién, se observa
una disminucién en GO/G1-AxFUCCI y un aumento en la expresién de
S5/G2-AxFUCCI (magenta) anterior al plano de amputacién y esta zona
aumenta de tamafio anteriormente hasta el dia 5 después de la amputacion.
La médula espinal estd delineada. Las imagenes representan proyecciones
de maxima intensidad a través de 30um de tejido y son compuestos de
dos campos de visién adyacentes. B) Cuantificacién del borde AP que
delimita la zona de reclutamiento en los datos de G0/G1 y S/G2-
AxFUCCI. Porcentaje de células que expresan GO/G1 (en verde) y S/G2
(en magenta) -AxFUCCI cuantificado en contenedores de 100um a lo largo
del eje anteroposterior de la médula espinal. Un modelo matematico que
asume dos zonas adyacentes espacialmente homogéneas separadas por un
borde anteroposterior (borde AP) se ajusté a los datos de GO/G1 y S/G2-
AxFUCCI para cada animal. Se observaron diferencias significativas entre
las zonas anterior y posterior detectadas solo en el dia 4 y 5 (prueba de
Kolmogorov-Smirnov p = 0,0286). La media del borde AP y dos sigmas
son representado como una linea discontinua negra y areas sombreadas en
gris, respectivamente. La posicion AP se define con respecto al plano de
amputacién (Oum). n = 4-6 colas por punto de tiempo, aproximadamente
300 células cada una. Los diferentes simbolos representan diferentes anima-
les; cada linea representa un animal. Los valores de mejor ajuste del modelo
con respecto al porcentaje anterior y posterior de los datos de AxFUCCI
se encuentran en la Figura 3.3. Los ajustes individuales se encuentran en la
Figura 3.4. Para mas detalles, consulte la seccion de Materiales y métodos.

Los axolotls AxFUCCI nos permitieron evaluar la posible sincronia del ciclo celular
ependimal en la regeneracion de la médula espinal.

Realicé una cuantificaciéon mas rigurosa de la distribucion del ciclo celular de nuestra
cantidad total datos en los que nos centramos en los 600um de médula espinal inmediata-
mente anterior al plano de amputacion, dentro de la zona de reclutamiento, y incluyendo
también Transitiones-AxFUCCI (células de transicion G1/S y G2/M) y células de fase
M. En el momento de la amputacién, 85 + 5% de las células ependimales expresaron
G0/G1-AxFUCCI y 11 £ 6% expres6 S/ G2-AxFUCCI (Figura 3.5 A). Observamos que
esta linea de base difiere de la que informamos anteriormente en animales de control
d/d més pequenos, pero encontramos esta tasa de proliferacién basal mas baja para ser
consistente entre los animales en este estudio independientemente del genotipo (Figura
B.4 A) (Rodrigo Albors et al., 2015). Restricciones en la alimentacién y/o cambios en el
manejo de animales durante la pandemia de COVID-19 podria explicar esta diferencia.
Como esperabamos, nuestro modelo podria ser robusto al perfil del ciclo celular de linea
de base, recopilamos mediciones en estos animales para mas andlisis posteriores a este
trabajo.
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Figura 3.3: Estimacion de los porcentajes anterior y posterior de células que

expresan G0/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI ajustado un mo-
delo de dos zonas. Los puntos corresponden al valor de mejor ajuste
de los pardmetros g0g¢1,, g§0g1,, sg2, y g2, a los perfiles AP espaciales
experimentales de de los porcentajes GO/G1-AxFUCCI (en verde) y S/G2-
AxFUCCI (en magenta) que expresan las células para cada animal, en cada
punto temporal (A-E). Cada simbolo identifica a un animal diferente (mis-
mo criterio que en la Figura 3.2). Los diagramas de caja muestran que en
el dia 0 a 3 dias después de la amputacion, los valores anterior y posterior
no son significativamente diferentes entre si (A - D). Por el contrario, de
dia 4 y 5, los valores anterior y posterior son significativamente diferentes
(E, F) (prueba de Kolmogorov-Smirnov p = 0,0286) (Materiales y método
para méas detalles).
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Figura 3.4:

Ajuste individual del modelo de dos zonas a los perfiles AP experimentales
de los porcentajes de GO/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI que expresan
las células. Porcentaje de GO/G1 (en verde) y S/G2 (en magenta) de las
células expresando AxFUCCI cuantificadas en contenedores de 100um a
lo largo del eje anteroposterior de la médula espinal. Modelo matematico
asumiendo dos zonas adyacentes espacialmente homogéneas separadas por
un borde antero-posterior (borde AP) que se ajusté a los datos de GO/G1
y S/G2-AxFUCCI para cada animal a tiempo 0 (A), 1 (B), 2 (C), 3 (D),
4 (E) y 5 (F) dias después de la amputacién. La posicién anteroposterior
se define con respecto al plano de amputacién (Oum). Los mejores valores
de ajuste del modelo con respecto al porcentaje anterior y posterior de los
datos AxFUCCI se encuentran en la Figura 3.3 (Para obtener méas detalles,
consulte la seccién de Materiales y métodos).
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Figura 3.5: Las células ependimales exhiben sincronia del ciclo celular duran-
te la regeneracion de la médula espinal.

Después de la amputacién, detectamos una caida significativa en las células epen-
dimales que expresan GO/G1-AxFUCCI ya en el dia 1. Reciprocamente, el nimero de
células que expresan S/G2-AxFUCCI aument6 significativamente a partir de los 3 dias
y alcanzo el 50% en los dias 4 y 5 después de la amputacion, en comparaciéon con una
linea de base porcentaje por debajo del 10% (Figuras 3.5 A y B). Las células de la fase
M comenzaron a aparecer notablemente desde el dia 4, aunque no fue posible realizar
analisis estadistico debido a la ausencia de células de fase M en muestras a tiempo 0
(Figura 3.5 B). Curiosamente, observamos una “rafaga” breve y transitoria de células
AxFUCCI de transicién en los dias 1 y 2 después de la amputacién. El porcentaje de
células Transition-AxFUCCI aument6 a 21 +12% y 23 4+ 12% respectivamente durante
esta rafaga, antes de volver a disminuir al nivel de linea de base de 5 +4% a los 3 dias
(Figura 3.5 B). Confirmamos la precisién de estas cuantificaciones mediante la prepa-
raciéon y cuantificacion de secciones de tejido de réplicas de médula espinal AxFUCCI
(Figura 3.5 C y Figura B.6 A).

Transition-AxFUCCI podria corresponder a la transicién G1/S o la transicion G2/ M
(Figura 3.1 A). Se planted la hip6tesis de que las células en Transition-AxFUCCl a 1y 2
dias después de la amputacion residian en la transiciéon G1/S, ya que aparecieron entre
la disminucion de las células GO/G1-AxFUCCI en el dia 1 y el aumento de células S/G2-
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Figura 3.5: A) Distribuciones del ciclo celular de las células ependimales du-
rante los primeros cinco dias de regeneraciéon en los 600um mas
posteriores. Proyecciones de méxima intensidad a través de 25um de mé-
dula espinal orientada de anterior a izquierda y posterior a derecha. Médula
espinal delineada. El lumen esté en el centro. Las células en mitosis (M) se
contaron independientemente de AxFUCCI y se identificaron en funcion
de su condensacion de cromatina revelada por tincién con DAPI (no mos-
trado). “-” indica células AxFUCCI-negativas, que fueron insignificante en
todos los momentos. n = 4-6 colas por punto de tiempo, aproximadamente
100 células cada una. Las barras de error indican desviaciones estandar.
B) Datos AxFUCCI separados por fase del ciclo celular. Los datos
cuantitativos del panel A. Datos a dia 0 (inmediatamente después de la
amputacion) se tomaron como referencia y se realizaron analisis estadis-
ticos contra estas lineas de base. Las pruebas de Kruskal-Wallis seguidas
de las pruebas de suma de rangos de Wilcoxon revelaron una disminuciéon
significativa en GO/G1-AxFUCCI desde 1 dia después de la amputacién
(p = 0,02) y un aumento significativo en S/G2-AxFUCCI a partir de 3
dias después de la amputacién amputacién (p = 0,02). ANOVA unidirec-
cional seguido de la prueba HSD de Tukey revelé un aumento significativo
en las células Transicion-AxFUCCI 1 y 2 dias después de la amputacion
(p = 0,04 y 0,02 respectivamente), pero no en los dias posteriores a la
amputacién (p > 0,99). Células mitdticas ausentes en las muestras de 0
dias. El porcentaje de células AxFUCCI-negativas fue insignificante y no
cambié en ningin momento (p = 0.40, suma de rangos Wilcoxon). Cada
punto representa datos de una cola. Las barras de error indican desvia-
ciones estandar. ns: estadisticamente no significativo. C) Se confirmé la
aparicion de células Transition-AxFUCCI 1 y 2 dias después de
la amputacion en secciones de tejido. Imagenes confocales de un solo
plano de secciones transversales de tejido de 10um de espesor fijadas en el
tiempo indicado después de la amputacion. Los porcentajes indican el por-
centaje de células Transicién-AxFUCCI en cada punto de tiempo (media +
desviacion estandar). n = 3 colas por punto de tiempo, aproximadamente
400 células contadas en cada una, lo que corresponde a aproximadamente
750um de médula espinal. D) Las células que expresan AxFUCCI
de transiciéon 1 y 2 dias después de la amputacion residen en la
transicién G1/S. Después de 8 horas (0 dias) o pulso EAU de 24 horas (1
y 2 dias), solo las células G2/M deben etiquetarse con EAU. > 97% de las
células Transicion-AxFUCCI fueron negativas para EAU en 1 y 2 dias des-
pués de la amputacién, lo que indica que residen en la transiciéon G1/S. n =
3 colas por punto de tiempo. Un total de 36, se ensayaron 442 y 315 células
Transicion-AxFUCCI 0, 1 y 2 dias después de la amputacion, respectiva-
mente. E) Dindamica del ciclo celular durante la regeneracién de
la médula espinal axolotl.
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AxFUCCI en el dia 3. Para confirmar esto, sometimos a los animales AxFUCCI a un
pulso de EAU durante 24 horas inmediatamente antes de la recoleccion de las cola a los
0, 1 o 2 dias después de la amputacién. En este ensayo, las células Transition-AxFUCCI
que incorporan EAU deben estar en G2/M, mientras que las que no incorporan EdU
deben estar en G1/S (Figura B.6 B). De acuerdo con nuestras expectativas, las células
Transition-AxFUCCI a 1 y 2 dias después de la amputacion fueron casi en su totalidad
negativos para EAU y, por lo tanto, residian en G1/S (Figura 3.5 D y B.6 C, D).

En resumen, AxXFUCCI revel6 la siguiente dindmica del ciclo celular durante la rege-
neracién (resumida en Figura 3.5 E). La mayoria de las células ependimales de la médula
espinal ilesa residen en la fase GO/G1 del ciclo celular. Después de la amputacion de
la cola, las células ependimales comienzan a salir de GO/G1 dentro del primer dia de
la amputacion, transitan por G1/S en los dias 1 y 2, ingresan en S/G2 desde el dia 3
en adelante y sufren mitosis desde el dia 4. El hecho de que estos comportamientos se
observen facilmente a nivel de poblaciéon indican un alto nivel de sincronia entre células
ependimales en la zona de reclutamiento. La transicién G1/S actia como un discreto
hito en el ciclo celular en el que esta sincronia se puede inferir de forma fiable. Las
células de Transition-AxFUCCI son muy raras ( 5%) en el momento de la amputacion.
Tomamos el aumento de 4,5 veces en las células que expresan Transition-AxFUCCI en
dias 1 y 2 después de la amputaciéon como una fuerte indicacién de sincronia del ciclo
celular durante la regeneracion de la médula espinal temprana, una prediccion clave de
nuestro modelo.

3.5 Una convergencia en la respuesta
regenerativa de distintas lineas de base

Las cuantificaciones de AxFUCCI validaron predicciones clave de mi modelo en tér-
minos del tamano de la zona de reclutamiento de células ependimales y la demostracion
de alta sincronia del ciclo celular durante la respuesta regenerativa. Nos intrigé que estos
acuerdos ocurrieran a pesar de una diferencia significativa en las condiciones iniciales del
ciclo celular (dia 0) entre los animales AxFUCCI de nuestros experimentos y mi modelo,
que se basé en datos descrito en (Rodrigo Albors et al. 2015). Los animales AxFUCCI
tenian un tamafno de 5,5cm desde el hocico hasta la cola y, el dia de la amputacion,
11 £ 6% de las células ependimales expresaron S/G2-AxFUCCI. En contraste, mi mode-
lo fue parametrizado utilizando medidas adquiridas de 3cm, axolotl no transgénico, en el
que el porcentaje inicial de células en fase S fue cuatro veces mayor, como se infiere del
marcador acumulado BrdU (Rodrigo-Albors et al., 2015). A pesar de estas diferencias,
encontramos que la velocidad de regeneracion del tejido de la médula espinal es similar
en los dos conjuntos de datos (Figura B.4 B). Esto podria reflejar un convergencia en la
respuesta regenerativa a nivel del ciclo celular.

Ahondé atin mas la investigacion sobre la cinética de esta convergencia utilizando
nuestro modelo para generar simulaciones diarias de la distribuciéon espacial de las células



3.5 Una convergencia en la respuesta regenerativa de distintas lineas de base 37

en la fase G1 o S y comparar estas simulaciones con las cuantificaciones de la fase del
ciclo celular realizadas a partir de los animales AxFUCCI (Figura 3.6 A-D). Validé las
simulaciones probando dénde y cuando las células ependimales dejarian la fase G1 para
ingresar a fase S y se descubrié que, como era esperado, las transiciones simuladas de G1 a
S eran més frecuentes después del limite de reclutamiento derivado experimentalmente
(Figura 3.6 E), que en el dia 4 y 5 se superponen con los limites AP determinados.
En consecuencia, las divisiones celulares simuladas (fase M) exhiben un patrén similar
(Figura 3.7).

Comparé las simulaciones del modelo con los datos de AxFUCCI. Como se senald,
las condiciones del ciclo celular en dia 0 difieren entre los experimentos AxFUCCI y mi
modelo, pero coinciden cuantitativamente en el dia 4 después de la amputacién (Figura
3.6 A-D). Descubrimos que la apariencion de la zona de reclutamiento ocurre mas tarde
en los animales AxFUCCI (dias 4-5) que en las simulaciones (dia 2). Sin embargo, una
vez que la zona de reclutamiento evidente en los datos de AxFUCCI, su tamano en el
dia 4 y 5 es comparable al predicho por las simulaciones. Por lo tanto, la zona de reclu-
tamiento en la médula espinal AxFUCCI se manifiesta mas sincrénica y rapida que en
las simulaciones, en las que aumenta gradualmente de tamano en una direccién anterior-
a-posterior de los dias 2 a 4. Esto es probablemente es una consecuencia de la mayor
cantidad de células GO/G1 en los animales AXFUCCI en los dias 0-2 en comparacion
con el modelo, que incurre en un colectivo (pero relativamente sincrénico) retraso en la
entrada de la fase S (manifestacién de la zona de reclutamiento). Nuestros datos revelan
dos trayectorias constrastando hacia el logro de una salida regenerativa comun.
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Mapas de calor que representa la distribucion espacio-temporal de las célu-

las GO/G1-AxFUCCI (A), células S/G2-AxFUCCI (B), células predichas
por el modelo en la fase G1 (C) y fase S (D). Los ejes x representan la
posicion AP con respecto al plano de amputacion (posicion AP = Qums).
Los ejes y representan el tiempo (dias) luego de la amputaciéon y las répli-
cas tanto experimentales como simuladas dentro de cada punto de tiempo.
Los cédigos de color corresponden al porcentaje de células en la fase corres-
pondiente. Los datos de las células Transiciéon-AxFUCCI estdn en Figura
3.8. (E) La ocurrencia de transiciones G1-S predicha por el modelo es mas
frecuente dentro de la células reclutadas (circulos grises) en comparacién
con las células no reclutadas (cruces naranjas). En los dias 4 y 5, el limite
de reclutamiento se superponen con los bordes AP. Se muestran simulacio-
nes de 10 semillas independientes y el modelo esta parametrizado como en
la Figura 2.7.
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Figura 3.7: Modelado de distribuciones espaciotemporales de las divisiones
de células ependimales durante la regeneracién de la médula es-
pinal del axolotl. La ocurrencia de divisiones celulares predicha por el
modelo es mas a menudo dentro de los reclutados (rojo cruces) en compa-
racion con las células no reclutadas (circulos amarillos), donde las células
reclutadas y no reclutadas son separadas por el limite de reclutamiento &(t).
El modelo estd parametrizado como en la Figura 2.7 y la Figura 3.6C-E.
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Figura 3.8: Distribuciones espacio-temporales de las células AxFUCCI de
transiciéon durante la regeneracion de la médula espinal del axo-
lotl. Mapas de calor que representan la distribuciéon espacio-temporal ex-
perimental de las células Transition AxFUCCI. La posicion anteroposterior
(AP) se representa horizontalmente con respecto al plano de amputacién
(posicion AP = Oum). En el eje vertical, se muestra el tiempo luego la
amputaciéon (tiempo = 0 dfas) y las réplicas experimentales dentro de cada
tiempo. El cédigo de color corresponde al porcentaje de células Transicion-
AxFUCCI. El aumento de las células AxFUCCI de transiciéon en el dia 1
y 2 después de la amputacion se observa facilmente.
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Sincronizacion inducida
por el reclutamiento y
sincronizacion pre-existente
a la amputacion:
predicciones del modelo
1D

Un minuto que pasa es irrecuperable. Conociendo esto, ;como
podemos malgastar tantas horas?

—Mahatma Gandhi

4.1 Sincronizacidn en la fase G1 al momento
del reclutamiento

En el capitulo anterior se validaron las predicciones del modelo unidimensional de la
médula espinal del axolotl a través de la técnica FUCCI. Como emergente del modelo
propuesto se tiene una sincronizacion de las células que se encuentran en la fase G1
temprana y media del ciclo largo al momento del reclutamiento. Al momento en que la
senal haga efecto sobre las células, estas se sincronizaran al principio de la fase G1 en el
ciclo corto. Con el objetivo de estudiar el papel de esta sincronizacién, realicé una nueva
variante del modelo 1D, en la cual, en lugar de experimentar una sincronizacion a nivel
de la fase G1, las células son mapeadas proporcionalmente, en un mecanismo similar al
que implemento en la fase S. En la figura 4.1 reporto el resultado de las simulaciones
del crecimiento de la médula espinal para esta nueva variante del modelo y lo comparo
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con la variante del modelo de sincronizacién parcial en la fase G1 y mapeo proporcional
de S junto, ademds, con el escenario sin reclutamiento celular. Los resultados indican
que no existen diferencias significativas entre esta nueva variante del modelo de mapeo
proporcional en la fase G1 y la anterior variante del modelo de sincronizaciéon parcial
en G1 dentro de un desvio estandar, concluyendo que la sincronizaciéon parcial a nivel
de la fase G1 no es necesaria para explicar, al menos, el crecimiento experimental de la
médula espinal del axolotl.

Si nos ponemos en la situacién de una célula al principio de la fase G1 en el ciclo largo,
iremos a parar, luego del reclutamiento, al principio de la fase G1 en el ciclo corto. Esto
ocurre en ambas variantes del modelo, tanto para el mapeo proporcional de G1 como
para la sincronizacién parcial de G1. Si una célula se encuentra al final de la porcién
evitable de la fase G1 en la variante de sincronizaciéon parcial terminard igualmente al
principio del ciclo corto de la fase G1. Por otra parte, si una célula se encuentra en esa
misma posicion en la variante del modelo con mapeo proporcional de la fase G1, esta sera
mapeada proporcionalmente al ciclo corto, obteniéndose una mayor aceleracion de la fase
G1 respecto a la variante de sincronizacién parcial. De esta manera, uno podria obtener
cuanto tiempo se ahorrara una célula en las dos variantes del modelo dependiendo de la
posicion inicial en el ciclo celular largo (Figura 4.2 A) y, asimismo, calcular la diferencia
de aceleracién que se espera entre las dos variantes del modelo (Figura 4.2 B). Cuando
se comparan de esta forma las dos variantes del modelo, nos encontramos con un ahorro
considerable en el tiempo de transito por la fase G1 que, por otro lado, no se ve reflejado
en el crecimiento de la médula espinal como se muestra en la Figura 4.1.

Luego estudié cémo es la distribucién de células en fase G1 y en fase S (Figura 4.3A
y B, respectivamente) como funcién del tiempo y el espacio. Se evidencia que las células
salen antes de G1 entre dia 0 y dia 1 para el modelo de mapeo proporcional, mientras
que en el modelo de sincronizacién las células salen de G1 recién para el dia 2. En el
mismo sentido, las células entran entre dia 0 y dia 1 a fase S en el modelo de mapeo
proporcional mientras que en el modelo de sincronizacion parcial entran a fase S recién
a dia 2. Por otra parte, las células mas cercanas al extremo posterior de la médula
espinal a dia 5 vuelven a entrar en fase G1 en forma sincronizada en el modelo de mapeo
proporcional mientras que continian en fase S en el modelo de mapeo proporcional. Los
datos experimentales, por su parte, reflejan una situacion similar a la observada en el
modelo de sincronizacion parcial: las células salen de la fase G1 para entrar en la fase S
recién entre dia 2 y 3. Adicionalmente, a dia 5, las células en el extremo posterior de la
médula espinal contintian en fase S, no llegando a entrar nuevamente en G1 antes que
finalice el dia 5. La observaciéon de los resultados parecen reflejar que es necesaria una
sincronizacién a nivel del ciclo celular durante el reclutamiento para explicar el niimero
de células que se encuentran la fase G1 y la fase S del ciclo celular en tiempo y espacio
en los primeros 5 dias de la regeneracion de la médula espinal del axolotl.
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Figura 4.1: No existen diferencias significativas entre las dos variantes de
acortamiento de la fase G1 para el modelo dentro de un desvio
estandar. El crecimiento para la variante de mapeo de la fase G1 se encuen-
tra por encima del crecimiento para la variante de sincronizaciéon parcial
de la fase G1 a partir de dia 5. De cualquier manera, no existen diferencias
significativas para las dos variantes dentro de un desvio estandar.

4.2 Sincronizacidén en la condicion inicial

En la secciéon anterior exploré el efecto de la sincronizacion como consecuencia del
reclutamiento de las células por la senal. Mi modelo asume otra sincronizacién, ademas,
en la condicién inicial dada por la posicién en la que se encuentran las células a lo largo de
su ciclo celular inmediatamente después de la amputacion. En otras palabras, cada célula
tiene una cierta edad dentro de su ciclo celular, C;(x;, t), definida como una coordenada
a lo largo del ciclo celular o reloj (0 < Ci(x;,t) < T;(x;,t)). En la condicién inicial, cada
célula que se encuentra ciclando tiene una edad aleatoria C;(x;,t = 0) = CZQ a lo largo
de la longitud del ciclo celular en particular, donde la distribucién de C? viene dada por

o
(Tll(r;lc,z ) )2 Tkt En esta seccién exploraré las consecuencias de modificar esta condicién
inicial variando el parametro p, el cudl permite regular esta sincronizacion al inicio de
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Figura 4.2: Las células en la fase G1 experimental presentan una mayor acele-
racion para el modelo de mapeo en comparacion con el de mapeo
proporcional de la fase G1. A) El tiempo ahorrado (en horas) para una
célula en funcién de la posicién inicial en la fase G1 del ciclo celular es
mayor para el modelo de mapeo de la fase G1 cuando se lo compara con el
modelo de sincronizacion parcial. Esta diferencia se incrementa hasta un
maximo (85% de la coordenada incial de la fase G1 larga) correspondiente
al inicio de la fase evitable de la G1 en el modelo de sincronizacion parcial.
B) Aceleracion de una célula en la fase G1 para el modelo de mapeo res-
pecto al modelo de sincronizacion parcial.

las simulaciones (Figura 4.4). En el extremo de p = 0 se tiene una distribucién uniforme,
mientras que a medida que se aumenta el valor de p la distribucion se vuelve exponencial,
con una caida mas pronunciada a medida que p se hace mas grande. Finalmente, p =1
corresponde al caso de una distribucion de estado estacionario.

Cuando p = 0, se obtiene un escenario donde no existe sincronizaciéon en la condi-
cién inicial que corresponde a una distribuciéon uniforme de las células a lo largo del
ciclo celular en todo el tejido. En este escenario, el crecimiento de la médula espinal es
sobrestimado por el modelo para todos los tiempos (Figura 4.4). En los casos p = 1y
p = 2, la predicciéon mejora: p = 1 reproduce mejor los datos experimentales a tiempos
largos pero sobrestima demasiado el crecimiento a tiempos cortos, en cambio p = 2,
genera una prediccién del crecimiento més fiel a los datos experimentales, tanto para
tiempos cortos como para tiempos largos (Figura 4.4). En estos dos casos existe sincro-
nizaciéon de las células: un mayor ntimero de ellas se encuentran en fase G1 dado que
la distribucién es mas pesada mas al principio del ciclo celular que al final de este. Por
ultimo, cuando se tiene p = 3, la sincronizacién es atiin mayor. En esta variante del mo-
delo hay un gran nimero de células en G1 y un niimero muy pequeno de células en fase
S en la condicién inicial. Como consecuencia de esto, el nimero de células que dividen
al principio de la simulacion, es decir tiempos cortos, sera mas pequeiio, reproduciendo



4.2 Sincronizacién en la condicién inicial 45
A Células G1/GO
E‘ 100 ﬁ 100 "ﬁ
':E‘ o 1_5 P.. 0 100
51 B0 D G 1 a0
L¥] (" [*}
: 2 g
e 80 = g2 a0
=
b 3 40 = -4 ] = 40
g 2 4
g * _ -20 B & g y 20
E 5 d = 5 5 E s
-1600 -1200 -B00 -400 ) +d400 -i-BIYH:iIj ‘IW‘J 1200 -800 400 () +400 +BDD 5 -1600 -1200 -800 -400 *dﬂl!l +800

Pasician relativa al plano de amputacion (um) Posicion relativa al pl

Células S/G2

lano de amputacion (im) Posicion relativa al plano de amputacluncum)

= =
2

A g o g 9 w0 T ¢ Pk
2 =
= = =

- . o 1
E g o= - a') g & T 80
o [ . g 2

i
ey - a a
a? - @ E 60 £ 60
E B )
Zs B & g 40
il i a 40 o
3 4 & = .‘ g g 1
] - a E_
a . £ 5 -20
E 5 k20 E -20 E
-
a +400 +300 7

-1600 -1200 -800 400 O

Posician relativa al plano de amputacion{um)

-1600 -1200 -BOO -400 +400 +800
Posician relativa al plano da- amputacion (um)

1600 -1200 -B00 -400 (0 +400 +800
Posicien relativa al plane de amputacian(um)

Simulaciones del modelo
con mapeo de Gl vy
mapeo de S

Simulaciones del modelo
con sincronizacion parcial
de Gl y mapecde S

Experimentos

Figura 4.3: El modelo de sincronizacién parcial de G1 refleja mejor que que
el modelo de mapeo de G1 los datos experimentales. A y B) Al
comparar con los datos experimentales con el modelo de mapeo de la fase
G1 se observa que las células salen de la fase G1 y entran en fase S prema-
turamente (dia 1) y, como consecuencia de esto, salen de fase S e ingresan
nuevamente a fase G1 también antes de lo previsto (dia 5). La prediccion
del modelo de sincronizacién parcial de la fase G1 resulta ser mas fiel a lo
esperado por los datos experimentales.
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Una sincronizacién nula o muy baja (p =0y p =1) llevan a una
sobrestimacion del outgrowh a dias cortos, mientras que una sin-
cronizacién alta (p = 3) lleva a una subestimacién del ougrowth a
dias largos. Cuando las células se encuentran muy sincronizadas en la fase
G1 el nimero de células que llegan a dividir hasta los 8 dias es demasiado
bajo, no alcanzando a recuperar el crecimiento a 8 dias. En el otro extremo,
si la sincronizacion en la fase G1 es baja nos encontramos con un mayor
numeros de células en la fase S, las cuales dividen muy pronto dando un
crecimiento superior al esperado entre los dias 1 y 4. De esta situacion de
compromiso se obtiene que un valor de p = 2 es el que mejor predice el
crecimiento en los 8 dias simulados.
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mejor el crecimiento a tiempos cortos que en los casos anteriores. Por otra parte, dado
que es muy grande el nimero de células que se encuentran inicialmente en fase G1 y
que no llegaran a dividir en los tiempos de simulacién, se observa una subestimacion
grande del crecimiento a tiempos largos (Figura 4.4). En resimen, podemos concluir
que es necesaria una sincronizaciéon en la condicién inicial pero que esta sincronizacién
no debe ser excesivamente alta de forma de poder reproducir exitosamente los datos
experimentales del crecimiento la médula espinal del axolotl.

A continuaciéon me pregunté cuales son las consecuencias de la sincronizacion en la
condicién inicial sobre el nimero de células en fase G1 y fase S (figura 4.5) en tiempo
y espacio. Los resultados mas interesantes tienen que ver con el comportamiento de la
region no reclutada, es decir, alejado del plano de amputaciéon. p = 0, me encontré con
que el numero de células en fase G1 aumenta con el tiempo en esta regiéon. En esta
situacion, estamos lejos de la situacion de estado estacionario: el nimero de células en
fase G1 es menor que la del estado estacionario y el nimero de células en fase S es mayor
a la del estado estacionario. Como consecuencia de esto, puede verse un aumento de la
proporcion de células en G1 y una disminuciéon de la proporcion de células en S. Para
las variantes con p =1y p = 2, las células en la zona no reclutada se encuentran cerca
del estado estacionario y como consecuencia la proporcion relativa de células en fase G1
y fase S no varia demasiado. Por tltimo, en el caso de p = 3 nos encontramos con un
escenario opuesto al de p = 0, el nimero de células en la zona no reclutada en fase
G1 es muy grande y comienza a disminuir a medida que avanza la simulacién mientras
que el nimero de células en fase S aumenta. Sera interesante aprender de nuevos datos
experimentales en condiciones de crecimiento y a tiempos mas largos que ocurre con la
proporcion de células en fase G1 y fase S, con el objeto de saber si las células en la zona
no reclutada se encuentran en estado estacionario, o si por el contrario, existe algtin tipo
de oscilacion en la proporcién de las fases lejos del plano de amputacion.
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Figura 4.5: La sincronizacién en la condicion inicial afecta las proporciones
de células en la fase G1/G0 y S/G2 a lo largo de la simulacién. A
y B) Un grado de sincronizacién muy bajo en la condicién inicial p = 0
lleva a un cambio notable en las proporciones de células tanto en (A) como
en (B) especialmente en la zona regién no reclutada, las células salen de la
fase S para entrar en G1 a lo largo de la simulacién. Anélogamente en el
extremo de alta sincronizacién p = 3, las células salen de G1 para entrar
en fase S en la zona no reclutado a medida que transcurre la simulacién.
Por su parte, en los casos de p =1y p = 2 nos encontramos en la zona
no reclutada con una situacion mas cercana a un estado estacionario.



CAPITULO 5

Implementacion
computacional del
modelo de vértices: SysVert

“5Qué es real? ;Como defines lo real? St estds hablando de lo
que puedes sentir, lo que puedes oler, lo que puedes saborear y
ver, entonces lo real son simplemente senales eléctricas
interpretadas por tu cerebro.”

—DMorfeo (Matrix)

En esta tesis me propuse desarrollar un modelo que incluya aspectos mecanicos de
la interaccion entre células, y para ello realicé una implementacién de un modelo de
vértices celular. Este tipo de modelos se ha utilizado en distintos trabajos para estudiar
cambios de topologia de tejidos en Drosophila, Pez Zebra, Hydra y Xenopus (Aigouy et
al., 2010; Salbreux et al., 2012; Farhadifar et al., 2007; Aegerter-Wilmsen et al., 2012).
Los modelos se desarrollan para resolver un problema biologico especifico y son dificiles
de adaptar a otro sistema, por disntitas razones. Sin embargo, existe alguna excepcion
como el paquete de simulaciones Chaste (Cooper et al., 2020), que propone una biblioteca
C++ de codigo abierto para modelar poblaciones de células o como surgen eventos
especificos a nivel del sistema. Sin embargo, Chaste no cuenta con una interfaz grafica
ni resulta lo suficientemente intuitivo para personas con pocos o escasos conocimientos
de programacion y en particular de C++, por el contrario, se requiere mucho tiempo
para lograr comprender su logica y lograr simular algunos de los ejemplos que ofrece al
nuevo usuario.

Durante mi tesis he desarrollado junto a otros miembros del grupo SysVert, una
implementacién de un modelo de vértices que tiene como objetivo ser lo suficientemente
general para estudiar problemas biolégicos diversos permitiendo, a su vez, a usuarios con
escasos conocimientos en programacion simular un tejido mediante un modelo de vértices.
Python es el segundo lenguaje mas usado en el afio 2021, s6lo por detras de JavaScript,
que por otro lado esta orientado a desarrollo web. Adicionalmente Python esta pensado
para ser un lenguaje intuitivo y con una curva de aprendizaje muy apropiada para
nuevos programadores. Por estas razones decidimos incursionar en una implementacion
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de un modelo de vértices en Python que logre ser amigable con usuarios provenientes
de disciplinas relacionadas a las ciencias biolégicas y médicas que, en general, tienen
escasos o nulos conocimientos en programacion, a la vez que por su naturaleza de co6digo
abierto permita a usuarios con algin conocimientos en programacion modificar el c6digo
o agregar modulos para adaptar el software a problemas mas especificos y contribuir a
su desarrollo.

5.1 Modelo de vértices

El modelo de vértices es un modelo de simulacién computacional basado en agentes
utilizado para modelar tejidos compactos. El mismo es un modelo del tipo “fuera de
la red” (del inglés off-lattice). Esto significa que sus componentes espaciales no tienen
posiciones limitadas dentro de una red sino que se pueden mover libremente por todo el
espacio.

El modelo de vértices consiste en modelar a las células como poligonos. Se le asigna
a cada vértice una posicion en el espacio y en base a ella se realizan calculos para
determinar sus nuevas posiciones de acuerdo a sus interacciones, modeladas por medio
de un Hamiltoniano efectivo, a medida que el sistema evoluciona dinamicamente en el
tiempo. Hasta aqui las capacidades del programa permiten estudiar sistemas en dos
dimensiones. Modelaremos a las células como prismas cuyas caras son poligonos, tal
como muestra la figura 5.1. Debido a que existe una simetria con respecto a la altura
del prisma, es suficiente estudiar lo que le sucede en un plano horizontal que corta a
las células para saber lo que sucede en todo el tejido. Este tipo de aproximacion resulta
de mucha utilidad para el estudio de tejidos en los cudles la region apical del mismo es
practicamente plana.

5.1.1 Descripcion de la implementacion del modelo
de vértices

En primer lugar, se modela a las células como poligonos. Luego a cada vértice se le
asigna una posicion en el espacio. Esta informacién determina el estado del sistema a un
tiempo dado (configuracién inicial). Para que el sistema avance a otro tiempo, se definen
fuerzas que actuaran sobre los vértices y cambiaran su posicion, y por ende la morfologia
de las células. Con estas posiciones podremos definir el estado del sistema en el nuevo
tiempo y repetir este proceso para obtener su comportamiento en tiempos sucesivos.
Definiremos las fuerzas a partir de la energia total del sistema E. Primero debemos
proponer un modelo para el comportamiento de la energia del sistema. Supondremos
que la energia depende de las posiciones de los vértices. Luego simplemente calcularemos
la fuerza resultante sobre un vértice como:

Y F=-ViE (5.1)
i
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W N

Figura 5.1: Esquema aproximado de como se modela a las células en de un
tejido en 2D en un modelo de vértices. La figura A es el modelo
tridimensional. En la figura B se realiza un corte sobre un plano paralelo
a la region apical (superior en este esquema). En la figura C se muestra el
resultado de la interseccion entre ese plano y el tejido.

Donde el subindice i se refiere al vértice i. La sumatoria suma sobre las fuerzas que
actuan sobre el vértice i. Una vez que tenemos calculadas las fuerzas, debemos establecer
como el sistema utiliza esta informaciéon para mover los vértices. Partiremos de la segunda
ley de Newton:

Y F = ma (5.2)
i

Donde nuevamente el subindice i se refiere al vértice 1.

Supondremos que existe una fuerza viscosa y que esta es muy grande (sistema sobre-
amortiguado), y que afecta a los vértices y que tiene la forma —A7;, donde A es una
constante (coeficiente de viscosidad) y 7; es la velocidad del vértice i. En este régimen
sobre-amortiguado la aceleracion es muy pequena y por lo tanto podemos despreciarla.
Con estas aproximaciones obtenemos:

Y FE—A5;=0 (5.3)
i
Y F = Ag; (5.4)
i

4 _ i,
dt A
Donde X; es la posicion del vértice i. Hemos obtenido la expresion para la velocidad a

la que se mueven los vértices. A partir de la velocidad, utilizaremos el método de Euler
para obtener la nueva posicién de los vértices:

(5.5)
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dx;
A = =LA .
Y= t (5.6)
S S dax;
— — —ﬁ
xi(t + At) = xi(t) — XAt (5.8)

Entonces dadas las posiciones del sistema a un tiempo f y una definicién de la energia
total del sistema podemos calcular cudles seran las nuevas posiciones a un tiempo t + At.

La actualizacion de las nuevas posiciones de los vértices en SysVert es llevada a cabo
por la funcién vertex forces definida e invocada en el archivo forces.py.

def vertex_line_force(configuration, vID, lineConstant="default ’):
777 (Calculate the line forces on a vertex
linex = 0
liney = 0
for edgelD in configuration.getVertices()[vID]. getEdgesBelonging():
edge = configuration.getEdges () [edgelD]
if lineConstant = ’default ’:
¢ = edge.getLineConstant ()
else:
¢ = float(lineConstant)
if vID = edge.getVerticesBelonging () [0]:
deltaX , deltaY , modulus = edge.getDistances(configuration)

if modulus != 0:
linex —= ¢ * deltaX/modulus
liney —= ¢ x deltaY /modulus
else:
linex —= ¢ * deltaX/modulus
liney —= ¢ * deltaY/modulus
else:

deltaX , deltaY , modulus = edge.getDistances(configuration)
linex += ¢ * deltaX/modulus
liney += ¢ * deltaY /modulus

return linex , liney

def vertex_area_force(configuration , vID):
Calculate the area forces on a vertex

boxX = configuration.get_box_size(’'x")
boxY = configuration.get box_size(’'y’)
areaX = 0
areaY = 0

# Go through all the cells of that vertex
cellsBelonging = configuration.getVertices () [vID]. getCellsBelonging ()
for celllD in cellsBelonging:

cell = configuration.getCells () [celllD]

area = cell.getArea(configuration)

areaTarget = cell.getTargetArea ()
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def

rho = cell.get_area_elasticity constant ()
hO0 = cell.get_cell_height ()
cellVertices = cell . modified vertices
theVertex = cell.getVertexOrder (vID)
if theVertex = len(cellVertices)—1:
deltaY = cellVertices [0][1] — cellVertices [theVertex —1][1]
deltaX = cellVertices [0][0] — cellVertices[theVertex —1][0]
elif theVertex = 0:
deltaY = cellVertices [theVertex+1][1] — cellVertices[len(

cellVertices) —1][1]
deltaX = cellVertices [theVertex+1][0] — cellVertices[len(
cellVertices) —1][0]

else:
deltaY = cellVertices [theVertex+1][1] — cellVertices [theVertex
—1][1]
deltaX = cellVertices [theVertex+1][0] — cellVertices [theVertex
—1][0]

if abs(deltaX) > boxX/2:
deltaX = deltaX — np.sign(deltaX) x boxX
if abs(deltaY) > boxY/2:
deltaY = deltaY — np.sign (deltaY) x boxY
areaX — (rho) * (hO *x 2) % (area—areaTarget) x deltaY
areaY += (rho) * (h0 xx 2) % (area—areaTarget) * deltaX
return areaX, areaY

vertexiperimeteriforce(configuration , vID) :

boxX = configuration.get_box_size( 'x’)
boxY = configuration.get_box_size('y’)
perimeterx = 0
perimetery = 0

cellsBelonging = configuration.getVertices () [vID]. getCellsBelonging ()
for celllD in cellsBelonging:
cell = configuration.getCells () [cellID ]

perimeter = cell.getPerimeter (configuration)
perimeterTarget = cell.getTargetPerimeter ()
beta = cell.get_perimeter_elasticity__constant ()
cellVertices = cell . modified vertices
theVertex = cell.getVertexOrder (vID)
if theVertex == len(cellVertices)—1:
deltaxPrev = cellVertices [theVertex][0] — cellVertices |
theVertex —1][0]
deltaxNext = cellVertices [theVertex][0] — cellVertices [0][0]
deltayPrev = cellVertices [theVertex][1] — cellVertices]|
theVertex —1][1]
deltayNext = cellVertices [theVertex][1] — cellVertices [0][1]
elif theVertex = 0:
deltaxPrev = cellVertices [theVertex][0] — cellVertices|[len(
cellVertices) —1][0]
deltaxNext = cellVertices [theVertex][0] — cellVertices]

theVertex +1][0]
deltayPrev = cellVertices [theVertex]|[1] — cellVertices [len(
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cellVertices) —1][1]

deltayNext = cellVertices [theVertex|[1] — cellVertices |

theVertex+1][1]

else:
deltaxPrev = cellVertices [theVertex]|[0] — cellVertices |

if

if

if

if

theVertex —1][0]

deltaxNext = cellVertices [theVertex]|[0] — cellVertices |

theVertex+1][0]

deltayPrev = cellVertices [theVertex]|[1] — cellVertices |

theVertex —1][1]

deltayNext = cellVertices [theVertex|[1] — cellVertices |

theVertex +1][1]

abs(deltaxPrev) > boxX/2:

deltaxPrev = deltaxPrev

abs (deltaxNext) > boxX/2:

deltaxNext = deltaxNext

abs(deltayPrev) > boxY/2:

deltayPrev = deltayPrev

abs(deltayNext) > boxY/2:

deltayNext = deltayNext

np.

np.

np.

np.

sign (deltaxPrev)
sign (deltaxNext )
sign (deltayPrev)

sign (deltayNext )

modPrev = np.sqrt (deltaxPrevs+2+deltayPrevx+2)
modNext = np.sqrt (deltaxNext«+x2+deltayNext x+2)
perimeterx += —2xbeta*(perimeter—perimeterTarget)«(deltaxPrev/
modPrev+deltaxNext /modNext)
perimetery += —2xbetax(perimeter—perimeterTarget)«(deltayPrev/
modPrev+deltayNext /modNext)
return perimeterx, perimetery

*

*

boxX

boxX

boxY

boxY

Listing 5.1: Definiciones del célculo de fuerzas de tension de linea (vertex_line_force),
area (vertex__area_ force) y perimetro (vertex_perimeter_force) del tejido

en el archivo forces.py.

def nextTime(configuration , dt, cellTypes, ctlc,signal ,h step):

madeT1 = []

viscosity =1
divisionp = {}
deterministicDiv = {}

cellCycleLength = {}
cellCycleTime = {}

apoptp = {}
apoptc = {}
for c¢Type, data in cellTypes.items():
deterministicDiv [c¢Type] = data|’ deterministicDiv "]

cellCycleLength [¢Type] = data[ cellCycleLength ]
cellCycleTime [cType] = data[’ cellCycleTime ]

divisionp [c¢Type] = data[’ divisionp ]
apoptp [¢Type] = data[ apoptoticProbability ’]
apoptc [¢Type] = data[ apoptoticConstant ']

changeMade = False
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vertices = configuration.getVertices()
cells = configuration.getCells ()
edges = configuration.getEdges ()

lineEnergy = 0
areaEnergy = 0
perimeterEnergy = 0

threshold = signal.get_threshold ()

for celllD, cell in configuration.getCells().items():
cell.calculate_periodic_positions(configuration)
# Comment for non—recruited cells
posX, posY = cell.get_cell center(configuration)
if posX > threshold and cell.get_cell typelD () =
cell .set_cell_type(cellTypes[”17])
cell.cell_cycle_shortening ()

0:

# Calculates line, perimeter and area contributions to forces
vertices_forces = {}
for vertexID, vertex in vertices.items():

vertexID = vertex.getVertexID ()

Ix, ly = forces.vertex_ line_ force(configuration , vertexID)
px, py = forces.vertex_ perimeter_ force(configuration , vertexID)
ax, ay = forces.vertex_ area_force(configuration, vertexID)
ex, ey = forces.vertex_expression_force(configuration, vertexID)

vertices_forces[vertexID] = [(lx + px + ax),(ly + py + ay)]

# Calculates delta positions
deltaX = ((lx + px + ax + ex)xdt) / viscosity
deltaY = ((ly + py + ay + ey)xdt) / viscosity

new_x = vertex.getX () + deltaX
new_y = vertex.getY () + deltaY

# Calculates new positions

if new_x > configuration.get_box_limits( 'right ’):
new_x —= configuration.get_ box_size( 'x’)

elif new_x < configuration.get_ box_limits( ' left ’):
new_x += configuration.get_ box_size( 'x’)

if new_y > configuration.get_box_limits( 'top’):
new_y —= configuration.get_box_size(’y’)

elif new_y < configuration.get_box_limits( bottom’):
new_y += configuration.get_ box_size(’'y’)

if new_x > configuration.get_ box_fixed_ limits(’right’):

vertex . fixed = True

new_x = configuration.get_box_fixed limits( ' right ")
elif new_x < configuration.get_ box_fixed limits(’left ):

vertex . fixed = True

new_x = configuration.get_box_fixed limits(’'left )
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if new_y > configuration.get_ box_fixed_limits( top’):

vertex . fixed = True
new_y = configuration.get_box_fixed_ limits( top’)
elif new_y < configuration.get_ box_ fixed limits(’ bottom’):
vertex . fixed = True
new_y = configuration.get_box_ fixed_limits( ' bottom ")

if vertex.fixed:
new_x = vertex.getX ()
new_y = vertex.getY ()

# Virtual movement
vertex .set_new_x(new_x)
vertex .set_new_y(new_y)

# Saves the forces values to lattice
configuration.save_forces(vertices_forces)

# Updates positions
for vertexID ,vertex in vertices.items():
vertices [vertexID |. update ()

# Division and apoptosis random selection
for dividingCell in list(cells):

if deterministicDiv[str(cells[dividingCell].get cell typelD())]:
# Deterministic division
cells [dividingCell]. cellCycleTimeUpdate ()
if cells[dividingCell]. get_cell cycle_length() <= cells]|
dividingCell ]. get_cell_cycle_time():
vertices , edges, cells = cell division (configuration ,
dividingCell , ctlc, cellTypes)
changeMade = True

else:
# Probabilistic division
if np.random. uniform (0,1) < divisionp [str(cells[dividingCell].
get_cell_typeID ())]:
vertices , edges, cells = cell_division (configuration ,
dividingCell , ctlc)
changeMade = True

if np.random.uniform (0,1) < apoptp[str(cells[dividingCell].
get_cell_typeID())]:
# Apoptosis
cells [dividingCell].set_apoptotic ()
cells [dividingCell]. apoptotic_time_ foward(apoptc[str(cells |
dividingCell ]. get_cell_typelD())])

# T3 swaps
changeMadeT3 = False
edgesMedium = []
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verticesMedium = set ([])
for edgelD, edge in edges.items():
if len(edge.get_cells_ belonging(vertices)) = 1:

edgesMedium . append (edgelD)
for vertexID in edge.getVerticesBelonging():
verticesMedium .add (vertexID)
for vertexID in verticesMedium:
intersectingPosition ,intersectingEdgelID = swaps.check T3(
configuration , vertexID, edgesMedium,step)
if intersectingEdgelD:
vertices , edges, cells = swaps.swap_T3(configuration ,
vertexID , intersectingEdgeID , intersectingPosition)
changeMade = True
changeMadeT3 = True

# T1 swaps
for edgelD in list(edges.keys()):
checkResT1 = swaps.check_T1(configuration , edgelD)

if type(checkResTl) = int and checkResT1 not in madeTl and not
changeMadeT3:
madeT1.append (checkResT1)
vertices , edges, cells = swaps.swap_T1l(configuration ,

checkResT1, ctle)
changeMade = True

# T2 swaps

list T2 = swaps.check_T2(configuration)
if listT2 !I= []:
for celllD in listT2:
vertices , edges, cells = swaps.swap_T2(configuration, celllD)

changeMade = True

# Creates the new configuration
if changeMade:

return Lattice(configuration.data, vertices, edges, cells)
else:

return configuration

Listing 5.2: Archivo solver.py donde se realiza cada iteracién temporal de las
simulaciones, llamando a las funciones responsables del célculo de las
fuerzas, las transiciones y las divisiones.

5.1.2 Energia del sistema

Finalmente, introduciremos un modelo para la energia. El mismo consistira en tres
contribuciones: La energia de deformaciéon Ep, la contractilidad Ec y la adhesion entre
células E 4. La energia del sistema sera simplemente la suma de estas tres contribuciones:

E=Ep+E4s+ Ec (5.9)
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La energia de deformaciéon intenta lograr que cada célula alcance en equilibrio un
area objetivo. La misma sera:

Ep =Y Ap(Ax — Akr)® (5.10)
K

Donde Ap es el coeficiente de deformacion, Ay es el drea de la célula k (ver Figura
5.2), Axr es el drea objetivo (target) de la célula k y la sumatoria se realiza sobre
todas las células. Esta energia también puede ser vista como una energia que depende
del volumen en lugar del area. Debido a que estamos considerando a las células como
prismas, simplemente podemos reescribir al Ap como:

Ap = Apyh} (5.11)

Con Apy el coeficiente de deformacién volumétrico y hg la altura de la célula. Como
el volumen seré el area del prisma por su altura, obtenemos:

Ep =) Apv(Vk — Vir)? (5.12)
k

donde Vi y Vjr son el volumen y el volumen objetivo de la célula k respectivamente.

Con respecto al area objetivo, Nagai y Honda (Nagai & Honda, 2001) proponen
dos modelos. Uno donde las células censan el area de las células con las que estan en
contacto y el area objetivo es el promedio de ellas. El otro consiste en definir al area
objetivo como una constante. En este trabajo utilizaremos el iltimo modelo, siguiendo
también el trabajo de Farhadifar y colaboradores (4).

El término de adhesion esta asociado a tensiones debido a las uniones entre las células.
Se pueden definir distintos tipos de células, es decir, células con distintas propiedades en
sus membranas y obtener por lo tanto distintos tipos de tensiones entre ellas. La misma
sera de la forma:

Ex =) Aujd (5.13)
J

Donde A 4 es la tension de linea de la arista j, d; es el largo de la arista j (ver Figura
5.2) y la sumatoria se realiza sobre todas las aristas del tejido.

Se ha encontrado en trabajos anteriores (Schilling et al., 2011; Landsberg et al. 2009)
que una inhomogeneidad en la tensién de linea es suficiente para explicar por qué los
compartimientos anterior y posterior del disco imaginal del ala de Drosophila Melano-
gaster (mosca de fruta, el modelo biolgico més utilizado para este tipo de estudios)
permanecen separados durante el desarrollo. Es importante que estos compartimientos
permanezcan separados porque en estadios posteriores del desarrollo los mismos daran
lugar a tejidos diferentes.

Siguiendo con el modelo de energia utilizado en este trabajo, el término de contrac-
tilidad sera parecido al de deformacién pero en este caso el perimetro ocupara el lugar
del area:
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A B

\’-r‘-

Figura 5.2: Representacion grafica de un tejido modelado mediante el modelo
de vértices. El panel A muestra como el tejido en el instante inicial esta
formado por células con forma hexagonal (honeycomb). El panel B es un
esquema que muestra a qué nos referimos cuando hablamos del area de una
célula (Ag), de perimetro de una célula (Py) y del largo de una arista (d;).

Ec =Y Ac(Pc— Per)? (5.14)
k

Donde Ac es el coeficiente de contractilidad, Py es el perimetro de la célula k (ver
Figura 5.2), Per es el perimetro objetivo de la célula k y la sumatoria se realiza sobre
todas las células. Este término es importante para lograr que las células tengan una
forma convexa.

5.1.3 Intercambios T (T-Swaps)

Como es usual en este modelo, introduciremos los intercambios T (del inglés “swaps”).
Los mismos son cambios topologicos que se dan en el sistema por distintas razones,
que en general remedan el comportamiento topologico del tejido que se modela. En
esta implementacion utilizaremos los tipos de intercambios conocidos como T1, T2 y
T3. Estos intercambios han sido introducidos en estudios de modelos de vértices en
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espumas, que son los que dan origen al modelo de vértices celular (6). Otras elecciones
de intercambios son posibles.

5.1.3.1 Intercambios T1

Durante el intercambio T1 las células se deforman como muestra la Figura 5.3. El in-
tercambio T1 sucede cuando un lado de un poligono se vuelve menor a una cantidad AL ,
previamente establecida. El lado desaparece y otro nuevo, perpendicular al anterior y con
un largo Lo predefinido, lo reemplaza. Durante este intercambio hay un re-ordenamiento
de vértices entre las células. Dos células obtienen un vértice extra (A y D en la Figura
5.3) y dos células pierden uno, produciéndose adicionalmente un intercambio de vecinos
(B y C en la Figura 5.3).

La implementacion de los intercambios T'1 se implementa en la funcién swap_T1 que
puede encontrarse en el archivo swaps.py.

def swap_TI1(configuration , edgeIlD, cellTypesLineConstant):

From the vertices, edges and cells passed it applies T1 and T2 swaps.
It returns the new vertices, edges and cells dictionaries.
tl: array with possible edges for a Tl swap.

vertices = configuration.getVertices ()
edges = configuration.getEdges ()
cells = configuration.getCells ()

Figura 5.3: Esquema del intercambio T1. El lado en verde tiene un largo menor
al valor limite y sufre un intercambio T1. Cuatro células (A, B, C y D)
participan en el mismo.
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sets = []
for givenVertex in edges[edgelD]. getVerticesBelonging():
sets.append(vertices [givenVertex]. getCellsBelonging ())
sharedCells = np.intersectld (sets[0],sets[1])
for eachCell in sharedCells:
if cells[eachCell]. getVertexNumber () <= 3:
return vertices , edges, cells
# Check if still is necessesary to do the swap
deltaX , deltaY , distance = edges[edgelD]. getDistances (configuration)
cellB = []
cellD = []
if (round(distance ,4) > edges[edgeID ]. minimumDistance) :
return vertices, edges, cells
# Do the swap
ksep = 1.5
newDist = edges[edgelD]. minimumDistance x ksep
# Charge the vertices where we will operate
vi = vertices [edges[edgelD]. getVerticesBelonging () [0]]
vj = vertices [edges[edgelD|. getVerticesBelonging () [1]]

# Calculate the middle point
periodicX , periodicY = edges|[edgelD|. periodic_edge(configuration)

boxX = configuration.get_box_size('x’)
boxY = configuration.get_box_size('y’)

if periodicX:
posX = (vi.getX ()+vj.getX () — boxX) /2
if posX < configuration.get_box_limits(’left ):
posX = posX + boxX
else:
posX = (vi.getX ()+vj.getX())/2
if periodicY:
posY = (vi.getY ()+vj.getY () — boxY) /2
if posY < configuration.get_box_limits(’bottom’):
posY = posY + boxY
else:
posY = (vi.getY ()+vj.getY())/2
middle = [posX, posY]

existEdge = True
# Check if there is only one cell at play

if len(vi.getCellsBelonging()) = 1 and len(vj.getCellsBelonging()) =
1:
# join vertices
newx = middle[0]

newy = middle [1]

for currentEdge in vj.getEdgesBelonging () :
if currentEdge != edgelD:
edges [currentEdge |.set_vertex_ from ID(vi,vj.getVertexID())
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# Destroy edge = edgelD

vi.remove_edges_belonging (edgelD)

del edges[edgelD]

existEdge = False

# remove vertex from cell

cells [vj.getCellsBelonging () [0]]. remove_vertex(vj.getVertexID ())
# save new positions

vertices [vi.getVertexID () ].set_new_x(newx)

vertices [vi.getVertexID () ].set_new y(newy)

vertices [vi.getVertexID () ].update ()

del vertices[vj.getVertexID ()]
# Check if you have only two cells (Cell B and Cell C)
elif (np.asarray(vi.getCellsBelonging () = vj.getCellsBelonging())).
all() or np.asarray ((np.flip (vi.getCellsBelonging () ,axis=0) = vj.
getCellsBelonging ())).all():
# Join vertices
newx = middle [0]
newy = middle[1]
for currentEdge in np.asarray(vj.getEdgesBelonging()):
if currentEdge != edgelD:
edges[currentEdge].set_vertex_from_ID(vi,vj.getVertexID())

# Destroy edge = edgelD

vi.remove_edges_belonging (edgelD)

del edges[edgelD]

existEdge = False

# Remove vertex from cell

cells [vj.getCellsBelonging () [0]].remove_vertex(vj.getVertexID ())
cells [vj.getCellsBelonging () [1]]. remove_vertex(vj.getVertexID ())
# Save new positions

vertices [vi.getVertexID () ].set_new_x(newx)

vertices [vi.getVertexID () ].set_new_y(newy)

vertices [vi.getVertexID () ]|.update ()

del vertices[vj.getVertexID ()]
# Else will do the standar swap algorithm
else:
# Virtually move the points to the new origin

if abs(vi.getX() — middle[0]) > boxX/2:
if vi.getX() — middle[0] > O0:
newy0 = —vi.getX () + middle [0] — boxX
elif vi.getX () — middle[0] < 0:
newy0) = —vi.getX () + middle[0] 4+ boxX

else:
newy0 = —vi.getX () + middle[0]

if abs(vj.getX() — middle[0]) > boxX/2:
if vj.getX () — middle[0] > 0:



5.1 Modelo de vértices 63

112 newyl = —vj.getX () + middle[0] — boxX

113 elif vj.getX () — middle[0] < O:

114 newyl = —vj.getX () + middle[0] + boxX

115 else:

116 newyl = —vj.getX () + middle[0]

117

118 if abs(vi.getY () — middle[1]) > boxX/2:

119 if vi.getY () — middle[1] > O:

120 newx0 = vi.getY () — middle[1] — boxX

121 elif vi.getY () — middle[1] < 0:

122 newx0 = vi.getY () — middle[1] + boxX

123 else:

124 newx0) = vi.getY () — middle[1]

125

126 if abs(vj.getY () — middle[1]) > boxX/2:

127 if vj.getY () — middle[1] > O:

128 newxl = vj.getY () — middle[1] — boxX

129 elif vj.getY () — middle[1] < 0:

130 newxl = vj.getY () — middle[1] + boxX

131 else:

132 newxl = vj.getY () — middle[1]

133

134 # Edge shrinking such that it have norm equal to 1

135 newiv = (newx0,newy0) /(np.sqrt (newx0*+2+newy0*%2))

136 newjv = (newxl,newyl)/(np.sqrt(newxl*+2+newyl*%2))

137

138 # Enlarge the edge to the desired norm

139 newi = newiv * newDist/2 + middle

140 newj = newjv * newDist/2 + middle

141 #if vertex i perioc

142 if newi[0] < configuration.get_ box_ limits(’'left’):

143 newi[0] += boxX

144 elif newi[0] > configuration.get box limits(’right’):

145 newi[0] —= boxX

146 if newi[l] < configuration.get_box_limits( bottom’):

147 newi[l] += boxY

148 elif newi[l] > configuration.get_box_limits( top’):

149 newi[l] —= boxY

150 #if vertex j perioc

151 if newj[0] < configuration.get_box_limits(’left ’):

152 newj [0] += boxX

153 elif newj[0] > configuration.get box_ limits(’right’):

154 newj[0] —= boxX

155 if newj[l] < configuration.get box limits( bottom’):

156 newj[1] += boxY

157 elif newj[l] > configuration.get_ box_limits( top’):

158 newj[1] — boxY

159

160

161 # Finds cells B and C (at least one exists) but dont know which is
which

162 exist2 = False
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celll = list(set(vi.getCellsBelonging()).intersection (vj.
getCellsBelonging ())) [0]

# Checks if the other cell (”cell2”) exists by counting the number
of cells owned by verticies vi and vj
if len(set(vi.getCellsBelonging()).intersection (vj.
getCellsBelonging ())) = 2:
cell2 = list(set(vi.getCellsBelonging()).intersection (vj.
getCellsBelonging ())) [1]
exist2 = True

existA = existB = existC = existD = False
existV1 = existV2 = existV3 = existV4 = False

# Determines which is cell B and which is cell C by looking at
vertices order of vi and vj inside the cells (taking into
account that vi would by 0)

if (cells[celll].getVertexOrder(vi.getVertexID()) > cells[celll].
getVertexOrder (vj.getVertexID ()) and not ((cells[celll].

getVertexOrder (vi.getVertexID ()) = cells[celll].
getVertexNumber ()—1 and cells|[celll].getVertexOrder(vj.
getVertexID()) = 0))) or (cells[celll].getVertexOrder(vi.

getVertexID()) = 0 and cells[celll].getVertexOrder(vj.
getVertexID()) I= 1):
cellC = celll
existC = True
if exist2:
cellB = cell2

existB = True
else:
cellB = celll
existB = True

if exist2:
cellC = cell2
existC = True

# Determines if cell A exists
neighborsA = []
if existB:

neighborsA .append(cellB)
if existC:

neighborsA .append(cellC)

cellsVi = set(vi.getCellsBelonging ()).symmetric_difference(
neighborsA)

if len(cellsVi) = 1:
existA = True
cellA = list(cellsVi)[0]
elif len(cellsVi) > 1:
print (”Error: Trying to do a Tl swap with more than one cell A

)
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print (”Shared cells:” sharedCells)

print(”cellsVi:

exit ()

# Determine

S

neighborsD =

if existB:

if ce

[]

7 ocellsVi)

11 D exists

neighborsD .append (cellB)

if existC:

neighborsD . append (cellC)

cellsVj = set(vj.getCellsBelonging ()).symmetric_difference(
neighborsD)

if len(cellsVj) =
existD = True
list(cellsVj)[0]

cellD =

1:

elif len(cellsVj) > 1:
print (”Error: Trying to do a T1 swap with more than one cell D
")
exit ()
# Assigns vertices 1 and 4
if existC:
vertexl = cells [cellC].next_vertex(vi.getVertexID())
existV1 = True
vertex4d = cells[cellC].previous vertex(vj.getVertexID())
existV4 = True
else:
if existA:
vertexl = cells[cellA]. previous_vertex(vi.getVertexID())
existV1 = True
if existD:
vertex4 = cells[cellD ].next_vertex(vj.getVertexID())
existV4 = True
# Assigns vertices 2 and 3
if existB:
vertex2 = cells [cellB]. previous_vertex(vi.getVertexID())
existV2 = True
vertex3 = cells [cellB].next_ vertex(vj.getVertexID())
existV3 = True
else:
if existA:
vertex2 = cells[cellA]. next_vertex(vi.getVertexID())
existV2 = True
if existD:
vertex3 = cells[cellD ]. previous_vertex(vj.getVertexID ())
existV3 = True

# Vertices
if existC:

exchanges
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# Removes vi from C
cells[cellC].remove_vertex(vi.getVertexID ())
vi.remove_ cells_belonging (cellC)
if existD:
# D gains a new vertex, vi, in the order of vj
cells [cellD ].add_vertex(vi, cells[cellD].getVertexOrder(vj.
getVertexID ()))
vi.addCellsBelonging (cellD)
if existB:
# Removes vj from B
cells[cellB].remove_vertex(vj.getVertexID ())
vj.remove_ cells_belonging (cellB)
if existA:
# A gains a new vertex, vj, in the order of vi
cells [cellA].add_vertex(vj,cells[cellA].getVertexOrder (vi.
getVertexID()))
vj.addCellsBelonging (cellA)
if existV3:
for edgeNum in vj.getEdgesBelonging():
if vertex3.getVertexID () in edges[edgeNum].
getVerticesBelonging () :
edges [edgeNum ] . set_vertex_from_ID(vi,vj.getVertexID())
if existV1:
for edgeNum in vi.getEdgesBelonging():
if vertexl.getVertexID () in edges[edgeNum].
getVerticesBelonging () :
edges [edgeNum ] . set_vertex_from_ID(vj,vi.getVertexID())

vertices [edges[edgelD]. getVerticesBelonging () [0]].set_new_x(newi

[0])

vertices [edges[edgelD]. getVerticesBelonging () [0]].set_new_ y(newi

[11)

vertices [edges[edgelD]. getVerticesBelonging () [1]].set_new_x(newj

[0])

vertices [edges[edgelD|. getVerticesBelonging () [1]].set_new_y(newj

[11)

vertices [edges[edgelD]. getVerticesBelonging () [0]]. update ()
vertices [edges[edgeID]. getVerticesBelonging () [1]]. update ()

#Change line constant if it is in the border
if existEdge:
cellsBelonging = edges[edgeID]. get_cells_belonging(vertices)
if len(cellsBelonging) = 1:
edges [edgelD].set_line_constant(cellTypesLineConstant [str(
cells [cellsBelonging [0]]. get_cell typeID())+M’])
else:
edges [edgelD].set_line_constant (cellTypesLineConstant [str(
cells [cellsBelonging [0]]. get_cell typeID())+str(cells]
cellsBelonging [1]]. get_cell _typeID())])
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return vertices , edges, cells

Listing 5.3: Definiciones de los intercambios T1 del tejido en el archivo swaps.py.

5.1.3.2 Infercambios T2

Un intercambio T2 sucede cuando una célula tiene tres lados y un area menor a un
valor limite AA. Podria ocurrir que células de 4 o 5 lados pasen por un intercambio T2
pero la probabilidad de que eso ocurra es mucho menor que en el caso de células de 3
lados (Stavans et al., 1993). Por ello nos limitaremos a células de tres lados. Durante un
intercambio T2, la célula es eliminada y sus tres vértices se unen en el centro de la misma.
Las tres células que la rodean pierden un vértice durante el intercambio. Es importante
aclarar que este intercambio no estd relacionado necesariamente con la muerte celular
(apoptosis). Si se desea que el modelo tenga en cuenta la tasa de muerte celular, esta debe
ser introducida aparte. Lo que sucede en el intercambio T2 es que la célula eliminada
sale del plano que estamos estudiando debido a que es empujada por sus vecinas. Un
esquema del intercambio T2 se puede ver en la figura 5.4.

La implementacién de los intercambios T2 se implementa en la funcion swap T2 que
puede encontrarse en el archivo swaps.py.

def swap_T2(configuration , celllID):

If a cell has less than 4 vertices and the area is less than a
threshold ,
the cell is removed from the mesh by this function. (Fletcher 2013)

D B D B
—»

C C

Figura 5.4: Esquema del intercambio T2. En el mismo la célula A desaparece y
sus lados se unen en el centro de la misma. Las células B, C y D pierden
un vértice en el proceso.
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vertices = configuration.getVertices ()
edges = configuration.getEdges ()
cells = configuration.getCells ()

# Calculates cell center

centerx, centery = cells[cellID].get_cell center(configuration)
verticesNumber = max(vertices.keys()) + 1
vertices [verticesNumber] = Vertex(centerx, centery)

vertices [verticesNumber |. setVertexID (verticesNumber)

# Assigns cells to the new vertex
myVertices = cells[cellID].get_cell vertices ()
edgesToRemove = [] # edges of the cell that will be deleted
edgesToReplace = [] # edges that will join at the center of the cell
with the new vertex
for vertexID in myVertices:
# Goes through edges of each vertex
for edgelD in vertices [vertexID]. getEdgesBelonging () :
intersect = np.intersectld (edges|[edgelD]. getVerticesBelonging
(), myVertices)
# If only one vertex of the edge belong to the cell then one
vertex of the edge will be replaced
if len(intersect) =— 1 :
edgesToReplace . append ((edgelID ,intersect [0]))
# If both vertices of the edge belong to the cell then that
edge will be deleted
elif len(intersect) =— 2:
if edgelD not in edgesToRemove:
edgesToRemove . append (edgelD)
else: ## Debug
print (?T2 swap, cell with weird number of vertex/edges”)
exit ()
for celllD2 in vertices [vertexID]. getCellsBelonging():
for vertexID2 in np.intersectld (cells[celllID2].
get_cell vertices () ,myVertices):
oldVerticesOrder = cells[celllID2]. getVertexOrder (vertexID2
)
cells [cellID2].remove_vertex (vertexID2)
if verticesNumber not in cells[cellID2]. get_cell vertices():
cells [cellID2].add_vertex(vertices [verticesNumber],
oldVerticesOrder)
if celllD2 != celllD:
vertices [verticesNumber |. addCellsBelonging (cellID2)
del vertices[vertexID]
for changedEdge in edgesToReplace:
edges[changedEdge [0]].set_vertex from ID(vertices[verticesNumber],
changedEdge [1])
del cells[celllID]
for edgeDel in edgesToRemove:
del edges|[edgeDel]
return vertices, edges, cells
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Listing 5.4: Definiciones de los intercambios T2 del tejido en el archivo swaps.py.

51.3.3 Infercambios T3

Los intercambios T3 permiten la adhesion de dos o mas células en el tejido que se
encuentran separadas por medio extracelular. Cuando el tejido crece por divisiones ce-
lulares esta transiciéon permite que se rellenen los huecos intercelulares. Esta transicion
tiene, por lo tanto, gran relevancia por ejemplo, en la cicatrizacién de heridas. Si un
vértice de una célula se encuentra con el lado de otra, entonces el vértice se incorpora
en esta ultima. Existen cuatro clases principales de intercambios T3 (Figura 5.5), depen-
diendo del nimero de células a las que pertenezca el vértice que colisiona con la célula
y si el vértice se conecta o no con la célula sobre la que colapsa a través de un lado.

Los nuevos vértices creados en los reordenamientos estaran siempre a una distancia
de al menos dsgp de los vértices existentes. Si un lado es demasiado corto para acomodar
el nuevo vértice entonces los vértices en los extremos del lado se separan para hacerle
espacio. La inclusion de este proceso de reordenamiento celular permite la simulacion de
problemas de extremos de tejido libres y méviles (Fletcher et al., 2013). En el préximo
capitulo veremos un caso particular de un tejido con extremo libre y mévil: el crecimiento
de la médula espinal del axolotl amputada.

A B C D

TR

Medio Medio Medio Medio

o)

Medi% ‘: Medio Medio Medio Medio Medio

Figura 5.5: Esquema del intercambio T3. Existen cuatro (A-D) casos de inter-
cambios T3 dependiendo de si estan conectados el vértice de la célula que
colapsa con el lado de la célula en la que colapsa y a cuantas células perte-
nece el vértice que colapsa. Los vértices se encuentran denotados con color
naranja y los lados con color azul. Void corresponde al medio extracelular.
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A continuaciéon se detalla la implementacion de los intercambios T3 en el cédigo de

SysVert:
1 def swap_T3(configuration , vertexID, intersectingEdgelD |,
intersectingPosition):
2 vertices = configuration.getVertices ()
3 edges = configuration.getEdges ()
4 cells = configuration.getCells ()
5
6 colapsingEdge = edges|[intersectingEdgelD ]
7 colapsingVertex = vertices [vertexID]
8
9 colapsingVertexEdges = colapsingVertex.getEdgesBelonging () # Edges of
the colapsing vertex
10 colapsingEdgeVertices = colapsingEdge.getVerticesBelonging () #
Vertices of the colapsing edge
1
12 edgesListl = vertices[colapsingEdgeVertices [0]]. getEdgesBelonging ()
13 edgesList2 = vertices[colapsingEdgeVertices [1]]. getEdgesBelonging ()
14 colapsingEdgeEdges = set(edgesListl).union(set(edgesList2)) # Edges
connected to the colpasing edge
15
16 colisionPoint = intersectingPosition
17
18 if len(colapsingVertex.getCellsBelonging()) = 1:
19 if np.intersectld (list(colapsingEdgeEdges) , colapsingVertexEdges).
size > 0:
20 # Case C
21 vertices , edges, cells = t3caseC(configuration ,vertices ,edges,
cells ,colisionPoint ,colapsingVertex ,colapsingEdgeVertices ,
colapsingVertexEdges)
22 else:
23 # Case A
24 vertices , edges, cells = t3caseA(vertices ,edges, cells ,
colapsingVertex ,colapsingEdge)
25 elif len(colapsingVertex.getCellsBelonging()) >= 2:
26 if np.intersectld (list(colapsingEdgeEdges) , colapsingVertexEdges).
size > 0:
27 # Case D
28 vertices , edges, cells = t3caseD(vertices ,edges, cells ,
colisionPoint ,colapsingVertex ,colapsingEdge
colapsingEdgeVertices , colapsingVertexEdges)
29 else:
30 # Case B
31 vertices , edges, cells = t3caseB(vertices ,edges, cells
colapsingVertex ,colapsingEdge)
32 else:
33 raise Exception(’The colapsing vertex in the T3 swap belongs to
more than 2 cells (not implemented)’)
34
35 return vertices ,edges, cells
36
37 def t3caseA (vertices ,edges, cells ,colapsingVertex ,colapsingEdge):
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vl = colapsingVertex

eb = colapsingEdge

cb = cells[colapsingEdge.get_cells_belonging(vertices) [0]]

verticesBottom = eb.getVerticesBelonging ()

if cb.getVertexOrder(verticesBottom [0]) > cb.getVertexOrder (
verticesBottom [1]) :

vrr = verticesBottom [0]

vll = verticesBottom [1]
else:

vll = verticesBottom [0]

vrr = verticesBottom [1]

vINewX ,vINewY = moveVertexOverEdge(vertices ,edges,vll ,vrr,eb.getEdgelD
()

vl.set_new_x(vINewX) # sets vl new position

vl.set_new_y(vINewY) # sets vl new position

vl.update ()

vlEdges = vl.getEdgesBelonging ()

verticesTop = []

for eachEdge in vlEdges:
edgeVertices = edges[eachEdge]. getVerticesBelonging ()
verticesTop .append (edgeVertices [0])
verticesTop .append (edgeVertices [1])

verticesTop = set(verticesTop)
verticesTop .remove(vl.getVertexID ())
verticesTop = list(verticesTop)

ct = cells[vl.getCellsBelonging () [0]]

if ct.getVertexOrder (verticesTop [0]) > ct.getVertexOrder(verticesTop

[1])

vtr = verticesTop [0]

vtl = verticesTop [1]
else:

vtl = verticesTop [0]

vtr = verticesTop [1]

if vtr in edges|[vlEdges[0]]. getVerticesBelonging():
er = edges|[vlEdges [0]]
elif vtr in edges|[vlEdges[1]].getVerticesBelonging():
er = edges|[vlEdges [0]]
else:
raise Exception(’T3 case A edges problem, please report’)

viNewX ,viNewY = moveVertexOverEdge (vertices ,edges ,vrr,vll ;eb.getEdgelD
()

verticesNumber = max(vertices.keys()) + 1

vr = vertices [verticesNumber]| = Vertex (viNewX, vrNewY)

vertices [verticesNumber |. setVertexID (verticesNumber)

eb.set_vertex_ from_ID(vl, vrr) # Replaces Eb with vc

er.set_vertex_from_ ID(vr, vl.getVertexID()) # Replaces El with vl
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edgesNumber = max(edges.keys()) + 1

edges [edgesNumber| = Edge(edgesNumber, vl ,vr,eb.getLineConstant () ,eb.
minimumDistance)

edgesNumber 4+= 1

edges [edgesNumber| = Edge (edgesNumber ,vr, vertices [vrr],eb.
getLineConstant () ,eb. minimumDistance)

def t3caseB(vertices ,edges,cells ,colapsingVertex ,colapsingEdge):
vl = colapsingVertex
veX = colapsingVertex.getX ()
vcY = colapsingVertex.getY ()
eb = colapsingEdge
cb = cells[colapsingEdge.get_cells_belonging(vertices) [0]]

vlOrderBot = max ([cb.getVertexOrder(vll) ,cb.getVertexOrder(vrr)])

cb.add_vertex(vl,vlOrderBot)

cb.add_vertex(vr,cb.getVertexOrder (vl.getVertexID()))

vrOrderTop = ct.getVertexOrder (vl.getVertexID ())+1

ct.add_vertex(vr,vrOrderTop)

vl.addCellsBelonging (cb.get_cellID ())
vr.addCellsBelonging (c¢b.get_celllD ())
vr.addCellsBelonging (ct.get__cellID ())

return vertices , edges, cells

verticesBottom = eb.getVerticesBelonging ()

if cb.getVertexOrder (verticesBottom [0]) > cb.getVertexOrder (
verticesBottom [1]) :

vrr = verticesBottom [0]

vll = verticesBottom [1]
else:

vll = verticesBottom [0]

vrr = verticesBottom [1]

vINewX , vINewY = moveVertexOverEdge(vertices ,edges,vll ,vrr,eb.getEdgelD
()

vl .set_new_x(vINewX) # sets vl new position

vl.set_new_y(vINewY) # sets vl new position

vl.update ()

viNewX ,viNewY = moveVertexOverEdge(vertices ,edges,vrr,vll ;eb.getEdgelD

()

verticesNumber = max(vertices.keys()) + 1
vr = vertices [verticesNumber| = Vertex (viNewX, vrNewY)

N NN
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vertices [verticesNumber |. setVertexID (verticesNumber)
eb.set_vertex_ from_ID(vl, vrr) # Replaces Eb with vc

verticesNumber += 1

ve = vertices [verticesNumber] = Vertex (veX, vcY)
vertices [verticesNumber |. setVertexID (verticesNumber)

ctl
ct2

cells [vl.getCellsBelonging () [0]]
cells [vl.getCellsBelonging () [1]]
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133 if ctl.getVertexOrder(vtc) > ctl.getVertexOrder(vl.getVertexID()):

134 ctl = ctl

135 ctr ct2

136 vtl = ctl.getVertexOrder(vl.getVertexID ()—1)

137 vtr = ct2.getVertexOrder (vl.getVertexID ()+1)

138 else:

139 ctl = ct2

140 ctr = ctl

141 vtl = ct2.getVertexOrder(vl.getVertexID ()—1)

142 vtr = ctl.getVertexOrder(vl.getVertexID ()+1)

143

144 verticesTop = vl.getEdgesBelonging ()

145 for edgelD in verticesTop:

146 if vtr.getVertexID () in edges[edgelD ]. getVerticesBelonging():

147 er = edges|[edgelD]

148 elif vtl.getVertexID () in edges[edgelD]. getVerticesBelonging():

149 el = edges[edgelD]

150 else:

151 ec = edges[edgelD]

152 ecVertices = set(ec.getVerticesBelonging ())

153 ecVertices.remove(vl.getVertexID())

154 vte = list(ecVertices) [0]

185

156 er.set_vertex_from_ID(vr, vl.getVertexID()) # Replaces Er with vr

157 ec.set_vertex_ from_ ID(vc, vl.getVertexID()) # Replaces Er with vr

158

159 edgesNumber = max(edges.keys()) + 1

160 edges [edgesNumber| = Edge(edgesNumber,vl,vc,ec.getLineConstant () ,ec.
minimumDistance)

161 edgesNumber 4+= 1

162 edges [edgesNumber| = Edge(edgesNumber ,ve,vr,ec.getLineConstant () ,ec.
minimumDistance)

163 edgesNumber += 1

164 edges [edgesNumber| = Edge(edgesNumber ,vr,vertices[vrr],eb.
getLineConstant () ,ec. minimumDistance)

165

166 vllOrderBottom = c¢b.getVertexOrder (vll)

167 cb.add_vertex(vl,vllOrderBottom)

168 cb.add_vertex(ve,vllOrderBottom)

169 cb.add_vertex(vr,vllOrderBottom)

170 vtcOrderBottom = ctl.getVertexOrder (vtc)

171 ctl.add_vertex(vc,vtcOrderBottom)

172 vtrOrderBottom = ctl.getVertexOrder (vtr)

173 ctr.add_vertex(ve,vtrOrderBottom)

174 ctr.add_vertex(vr,vtrOrderBottom)

175

176 vl.addCellsBelonging (cb.get_cellID ())

177 ve.addCellsBelonging (¢b. get__cellID () )

178 ve.addCellsBelonging (ctr.get__cellID () )

179 vce.addCellsBelonging (ctl. get__cellID ())

180 vr.addCellsBelonging (cb.get_cellID ())

181 vr.addCellsBelonging (ctr.get_cellID ())
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vr.addCellsBelonging (ctl.get_cellID ())
return vertices, edges, cells

def t3caseC(configuration ,vertices ,edges, cells ,colisionPoint ,
colapsingVertex ,colapsingEdgeVertices ,colapsingVertexEdges):
vc = colapsingVertex
ct = cells[ve.getCellsBelonging () [0]]
colapsingVertexVertices = []
for eachEdge in colapsingVertexEdges:
for eachVertex in edges[eachEdge]. getVerticesBelonging():
colapsingVertexVertices.append(eachVertex)
vl = vertices[np.intersectld (colapsingEdgeVertices ,
colapsingVertexVertices) [0]]
for edgelD in colapsingVertexEdges:
if vl.getVertexID () in edges|[edgelD]. getVerticesBelonging():
ec = edges[edgelD]
else:
edgeVerticesSet = set(edges[edgelD].getVerticesBelonging () [:])
edgeVerticesSet.remove(vc.getVertexID ())
vt = vertices[list(edgeVerticesSet)[0]]
ec.set_vertex_from_ID(vt, vc.getVertexID ()) # Replaces Ec with vt
configuration .removeVertex(vc.getVertexID ()) # Remove ve from the
lattice
vl .set_new_x(colisionPoint [0]) # sets vl new position
vl.set_new_y(colisionPoint [1]) # sets vl new position
vl.update ()
ct.remove_vertex (ve.getVertexID ())
del vc
del ec

return vertices, edges, cells

def t3caseD (vertices ,edges,cells ,colisionPoint ,colapsingVertex ,
colapsingEdge , colapsingEdgeVertices , colapsingVertexEdges):
vc = colapsingVertex
for vertexID in colapsingEdgeVertices:
for vcEdgelD in vc.getEdgesBelonging () :
if vertexID in edges[vcEdgelD]. getVerticesBelonging():
vl = vertices[vertexID]
for vcEdgelD in vc.getEdgesBelonging():
for vecCelllD in edges|[vcEdgeID]. get_cells_belonging(vertices):
if vcCellID in vl.getCellsBelonging () and vl.getVertexID () not
in edges[vcEdgeID]. getVerticesBelonging () :
el = edges|[vcEdgelD |

eb = colapsingEdge

colapsingEdgeVerticesCopy = colapsingEdgeVertices [:]
colapsingEdgeVerticesCopy .remove(vl.getVertexID ())

vrID = colapsingEdgeVerticesCopy [0]

cb = cells[colapsingEdge.get_cells_belonging(vertices) [0]]
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ve.set_new_ x(colisionPoint [0]) # scts vl new position
ve.set_new_y(colisionPoint [1]) # sets vl new position
ve . update ()
for eachCelllID in el.get_cells belonging(vertices):
if vl.getVertexID () in cells [eachCellID]. get_cell_vertices():
cl = cells[eachCellID |
else:

ct = cells[eachCellID]

vlOrder = max ([ct.getVertexOrder(el.getVerticesBelonging () [0]) ,ct.
getVertexOrder(el.getVerticesBelonging () [1]) ])

eb.set_vertex_from_ID(vc, vl.getVertexID()) # Replaces Eb with vec

el.set_vertex_ from_ID(vl, vc.getVertexID()) # Replaces El with vl

vc.addCellsBelonging (¢b. get_cellID () )

vcOrder = max ([cb.getVertexOrder(vl.getVertexID()) ,cb.getVertexOrder (
vrID)])

cb.add_vertex(vec,veOrder)

ct.add_vertex(vl,vlOrder)

vl.addCellsBelonging (ct.get_cellID ())

vc.remove_ cells belonging(cl.get_ celllID())

cl.remove_vertex(ve.getVertexID())

return vertices , edges, cells

Listing 5.5: Definiciones de los intercambios T3 del tejido en el archivo swaps.py.

5.1.4 Divisidn celular

Un aspecto importante durante el estudio de tejidos en desarrollo o regeneracién es
la division celular. Diversos modelos pueden ser introducidos sobre division celular. En
esta implementacion utilizaremos un modelo sencillo en el cual a cada paso se le asigna
a cada célula una probabilidad, Pjj,;sin, de que lleve a cabo una divisién celular. Se elige
al azar una recta que pasa por el centro de la célula. En la interseccién entre la misma
y los lados de la célula se crean dos vértices. Entre los nuevos vértices se crea un lado
que servird de division entre ambas células. Se puede ver un esquema del mismo en la
figura 5.6. La célula hija heredara las propiedades de la célula madre.

La implementacion de la division celular se encuentra en en la funcién cell division
que puede encontrarse en el archivo cell division__random, _angle.py.

def cell_division (configuration, cellID, cellTypesLineConstant):
cells = configuration.getCells ()
edges = configuration.getEdges ()
vertices = configuration.getVertices()

cellLen = cells[celllD ]. getVertexNumber ()
if cellLen > 3: # check if this is necessesary for all the
cases

randomAnglel = random. uniform (0,2%np. pi)
randomAngle2 = randomAnglel4+np. pi
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Figura 5.6: Esquema de la implementacion de la divisién celular. La célula A es

atravesada por un plano al azar que pasa por el centro de la misma (linea
roja). En la interseccion entre el plano y los lados de la célula se crean dos
vértices y se crea un lado entre ellos. Finalmente se crean las nuevas células

By C).

if randomAngle2 > 2xnp.pi:
randomAngle2 = randomAngle2 — 2xnp. pi

# This find the vertices angles previous and next to the
randomAngle

orderRangel = find_range(configuration ,cellID ,randomAnglel)

orderRange2 = find_range(configuration ,cellID ,randomAngle2)

idOrderl = (cells[cellID]. getVertexFromOrder (orderRangel [0]) .
getVertexID (), cells [cellID |. getVertexFromOrder (orderRangel [1]) .
getVertexID ())

idOrder2 = (cells[cellID].getVertexFromOrder (orderRange2[0]) .
getVertexID (), cells [cellID ]. getVertexFromOrder (orderRange2 [1]) .
getVertexID ())

# This find the new vertices position

newVertexlpos = intersection (configuration ,cellID jrandomAnglel,
idOrderl)

newVertex2pos = intersection (configuration ,celllD ,randomAngle2
idOrder2)

cells ,edges,vertices ,newOrderl = vertex_and_edges_rearrangement (
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cellID | cells ,edges , vertices ,idOrderl ,newVertexlpos,
cellTypesLineConstant )

27 newOrderlID = cells[cellID ]. getVertexFromOrder (newOrderl) .
getVertexID ()
28 cells ;edges ,vertices ,newOrder2 = vertex_and_edges_rearrangement (

cellID , cells ,edges , vertices ,idOrder2 ,newVertex2pos,
cellTypesLineConstant )

29
30 rl = cells[celllID].getVertexOrder (newOrderlID)
31 vertexl = cells [cellID]. getVertexFromOrder(rl)
32 r2 = newOrder2
33 vertex2 = cells [celllD ]. getVertexFromOrder(r2)
34
35 if rl < r2:
36 newVertices = [cells[cellID]. getVertexFromOrder(rl).
getVertexID () ]
37 for vertex in range(rl+41,r2):
38 newVertices.append(cells[cellID ]. getVertexFromOrder (r1+1).
getVertexID ())
39 vertices [cells [celllID |. getVertexFromOrder (r1+1).
getVertexID () ]. remove_cells_belonging (cellID)
40 cells [cellID ].remove_vertex(cells [cellID].
getVertexFromOrder (r1+41).getVertexID ())
41 newVertices.append(cells [cellID ]. getVertexFromOrder (r1+41).
getVertexID ())
42 else:
43 newVertices = [cells[cellID]. getVertexFromOrder(r2).
getVertexID () ]
44 for vertex in range(r2+41,rl):
45 newVertices.append(cells[celllID ]. getVertexFromOrder (r2+1).
getVertexID ())
46 vertices[cells[cellID ]. getVertexFromOrder (r2+1).
getVertexID () ]. remove_cells_belonging (cellID)
47 cells[cellID ].remove_vertex(cells [cellID].
getVertexFromOrder (r2+41). getVertexID ())
48 newVertices.append(cells [cellID ]. getVertexFromOrder (r241).
getVertexID ())
49
50 newEdgeIlD = len(edges)+1
51 while newEdgelD in edges:
52 newEdgelD += 1
53 edges [newEdgelD] = Edge(newEdgelD ,vertexl ,vertex2,
54 cellTypesLineConstant [str(cells [cellID ].
get_cell_typeID ())x2],
55 minDist=1ist (edges.values())[0].
minimumDistance)
56 vertices [vertexl.getVertexID () ].addEdgesBelonging (newEdgelD)
57 vertices [vertex2.getVertexID () ].addEdgesBelonging (newEdgelD)
58
59 newVerticesObj = {}
60 if rl < r2:

61 for vertex ,vertexOrder in zip(newVertices ,range(0,len(
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newVertices))):
newVerticesObj[vertexOrder] = vertices [vertex]
else:
for vertex ,vertexOrder in zip(newVertices ,range (0,len(
newVertices))):
newVerticesObj[vertexOrder] = vertices[vertex]

newCellID = len(cells)+1
while newCellID in cells:
newCelllD 4= 1

cells [newCellID] = Cell (newVerticesObj, newCellID, cells[cellID].
cellType)

cells [newCellID].set_cell cycle length(cells[celllID].
get_cell _cycle_length())

for eachVertex ,vertexOrder in zip(newVertices,range(0,len(
newVertices))):
vertices [eachVertex].addCellsBelonging (newCellID)

for edgelD ,edge in edges.items():
cellsBelonging = edge.get_cells_belonging (vertices)
if len(cellsBelonging) = 1:
edges[edgelD].set_line_constant (cellTypesLineConstant [str(
cells [cellsBelonging [0]]. get_cell typelD ())+M’])
else:
edges[edgelD].set_line_constant (cellTypesLineConstant [str(
cells [cellsBelonging [0]]. get_cell typelID ())+str(cells]|
cellsBelonging [1]]. get_cell_typeID())])

return vertices ,edges, cells

Listing 5.6: Implementacion de la division celular en cell division__random__angle.py.

5.1.5 Condiciones iniciales

Las funciones necesarias para crear la condicién inicial se encuentran en el archivo
voronoi.py, que permite crear un reticulado regular del tipo panal de abejas. Ademas,
el archivo initial__geometry.py da la posibilidad de elegir entre una serie de geometrias
predefinidas para la distribucion de los tipos celulares cuando se define méas de uno.

5.1.6 Condiciones de contorno

Un aspecto importante al realizar una simulacion computacional es definir las con-
diciones de contorno que se utilizaran en la misma. En SysVert se implementaron con-
diciones periddicas y absorbentes. La implementacién de estas condiciones se realiza en
diversos lugares del codigo. Siempre que se realice un cambio en las posiciones de los
vértices se debe chequear si se encuentra o no dentro de la caja para corregir su posicion
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si fuera necesario. Las funciones esenciales que determinan las dimensiones de la caja
entre otras cosas se encuentran en el archivo boundary__conditions.py.

5.2 Estructura de SysVert

La estructura del programa tiene un ntcleo que que consiste en cuatro clases de
objetos: Vertex, Edge, Cell y Lattice, que son sencillamente abastracciones de los vértices,
lados, células del modelo de vértices y de la caja de simulacion. Las clases mencionadas
se encuentran definidas en vertex.py, edge.py, cells.py y lattice.py, respectivamente. En
la clase Lattice “viven” el resto de los objetos del tejido simulado: vertices, lados y
células; al mismo tiempo esta clase contiene métodos que permiten obtener los datos
que emergen de las simulacion del tejido. A cada paso de tiempo el objeto lattice es
actualizado registrando los cambios en el resto de los objetos.

5.2.1 Clase Lattice

Los atributos de esta clase son:

« vertices (diccionario): donde cada clave corresponde a un nimero que identifica al
vértice (vertexID) y el valor a un objeto vértice.

 edges (diccionario): donde cada clave corresponde a un nimero que identifica al
lado (edgeID) y el valor a un objeto lado.

o cells (diccionario): donde cada clave corresponde a un nimero que identifica a la
célula (cellID) y el valor a un objeto célula.

def cell division (configuration, cellID, cellTypesLineConstant, cellTypes)

cells = configuration.getCells ()
edges = configuration.getEdges ()
vertices = configuration.getVertices ()

cellLen = cells[celllD ]. getVertexNumber ()

if cellLen > 3: # check if this is necessesary for all the
cases
randomAnglel = np.random.uniform (0,2xnp. pi)

randomAngle2 = randomAnglel4np. pi

if randomAngle2 > 2xnp.pi:
randomAngle2 = randomAngle2 — 2x%np. pi

# This find the vertices angles previous and next to the
randomAngle
orderRangel = find_range(configuration ,cellID ,randomAnglel)
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orderRange2 = find_range(configuration ,cellID ,randomAngle2)

idOrderl = (cells[cellID]. getVertexFromOrder (orderRangel [0]) .
getVertexID (), cells [cellID ]. getVertexFromOrder (orderRangel [1]) .
getVertexID ())

idOrder2 = (cells[cellID]. getVertexFromOrder (orderRange2[0]) .
getVertexID (), cells [cellID ]. getVertexFromOrder (orderRange2 [1]) .
getVertexID ())

# This find the new vertices position

newVertexlpos = intersection (configuration ,cellID ;randomAnglel ,
idOrderl)

newVertex2pos = intersection (configuration ,celllD ,randomAngle2
idOrder2)

cells ,edges,vertices ,newOrderl = vertex and_edges_rearrangement (

cellID | cells ,edges ,vertices ,idOrderl ,newVertexlpos,
cellTypesLineConstant)

newOrderlID = cells[celllID ]. getVertexFromOrder (newOrderl) .
getVertexID ()

cells ,edges,vertices ,newOrder2 = vertex_and_edges_rearrangement (
cellID | cells ,edges ,vertices ,idOrder2 ,newVertex2pos,
cellTypesLineConstant)

rl = cells[cellID].getVertexOrder (newOrderlID)
vertexl = cells[cellID |.getVertexFromOrder(rl)
r2 = newOrder2

vertex2 = cells [cellID]. getVertexFromOrder(r2)

if rl < r2:
newVertices = [cells[cellID |. getVertexFromOrder(rl).
getVertexID () ]
for vertex in range(rl+1,r2):
newVertices.append(cells[cellID |.getVertexFromOrder (r1+1).
getVertexID ())
vertices[cells[celllID |.getVertexFromOrder(r1+1).
getVertexID () ].remove_cells_belonging (cellID)
cells [cellID ].remove vertex(cells[cellID].
getVertexFromOrder (r1+41). getVertexID ())
newVertices.append(cells[cellID ]. getVertexFromOrder (r1+1).
getVertexID ())
else:
newVertices = [cells[cellID ]. getVertexFromOrder(r2).
getVertexID () ]
for vertex in range(r2+41,rl):
newVertices.append(cells[cellID |.getVertexFromOrder (r2+1).
getVertexID ())
vertices[cells[cellID |. getVertexFromOrder (r2+1).
getVertexID () ].remove_cells_belonging (cellID)
cells [cellID ].remove_vertex(cells[cellID ].
getVertexFromOrder (r2+41). getVertexID () )
newVertices.append(cells [celllID |. getVertexFromOrder (r2+1).
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getVertexID ())

newEdgeIlD = len(edges)+1
while newEdgelD in edges:
newEdgelD 4= 1

edges [newEdgeID] = Edge(newEdgelD ,vertexl ,vertex2,
cellTypesLineConstant [str(cells[celllD ].
get_cell _typelD ()) 2],
minDist=1ist (edges.values())[0].
minimumDistance)
vertices [vertexl.getVertexID()].addEdgesBelonging (newEdgeID)
vertices [vertex2.getVertexID () ].addEdgesBelonging (newEdgelD)

newVerticesObj = {}
if rl < r2:
for vertex ,vertexOrder in zip(newVertices ,range(0,len(
newVertices))):
newVerticesObj[vertexOrder| = vertices [vertex]
else:
for vertex ,vertexOrder in zip(newVertices ,range(0,len(
newVertices))):
newVerticesObj[vertexOrder| = vertices[vertex]

newCellID = len(cells)+1
while newCellID in cells:
newCelllD 4= 1

cells [newCellID] = Cell (newVerticesObj, newCellID, cells[cellID].
cellType)

mCellType = str(cells[celllD].get_cell_typelD())

cells [newCellID ].set_cell_cycle_length(cellTypes[mCellType]|[’
cellCycleLength "] (cellTypes [mCellType][ *cellCycleLengthMean '],
cellTypes [mCellType|[ "cellCycleLengthStd ']))

cells [newCellID ]. cellCycleReset ()

cells [celllID |.set_cell cycle_length(cellTypes|[mCellType][’
cellCycleLength "] (cellTypes [mCellType][ 'cellCycleLengthMean '],
cellTypes [mCellType ][ "cellCycleLengthStd ']))

cells [cellID ]. cellCycleReset ()

for eachVertex ,vertexOrder in zip(newVertices ,range(0,len(
newVertices))):
vertices [eachVertex].addCellsBelonging (newCellID)

for edgelD ,edge in edges.items():
cellsBelonging = edge.get_cells_belonging (vertices)
if len(cellsBelonging) = 1:
#edges [edgelD |.set_line_ constant(cellTypesLineConstant [str
(cells[cellsBelonging [0]]. get_cell _typeID())*2])
edges [edgelD].set_line_constant (cellTypesLineConstant [str(
cells[cellsBelonging [0]]. get_cell _typelID ())+'M’])
else:
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def

def

edges[edgelD].set_line_constant (cellTypesLineConstant [str(
cells [cellsBelonging [0]]. get__cell _typelD () )+str(cells |
cellsBelonging [1]]. get_cell _typeID())])

return vertices ,edges, cells

find_range(configuration ,celllD ,randomAngle) :

cells = configuration.getCells ()
vertices = configuration.getVertices ()
centerX ,centerY = cells[cellID ]. get_cell center(configuration)

allVertices = cells[celllD].get_cell _vertices ()

anglesDict = {}
for eachVertex in allVertices:

boxX = configuration.get_ box_size( 'x’)
boxY = configuration.get_box_size(’y’)
newX = vertices[eachVertex].getX () — centerX
newY = vertices[eachVertex].getY () — centerY

if abs(newX) > boxX/2:

newX = newX — np.sign(newX) * boxX
if abs(newY) > boxY /2:

newY = newY — np.sign (newY) x boxY
vertexAngle = np.arctan2 (newY ,newX)
if vertexAngle < 0:

vertexAngle = vertexAngle + 2xnp. pi
anglesDict [vertexAngle| = eachVertex

if randomAngle in anglesDict.keys():
randomAngle = randomAngle + 0.0001

anglesDictSorted = sorted(anglesDict.items())

allKeys = []

allValues = []

for eachKey in anglesDictSorted:
allKeys .append (eachKey [0])

for eachValue in anglesDictSorted:
allValues.append(eachValue[1])

1 = bs.bisect_left (allKeys ,randomAngle)
r = bs.bisect_right (allKeys ,randomAngle)

if 1 = len(allKeys):
1 =0
if r = 0:

r = len(allKeys)

idMinus = anglesDictSorted [1][1]
idPlus = anglesDictSorted [r —1][1]

return cells[cellID ]. getVertexOrder (idMinus),cells [cellID ].
getVertexOrder (idPlus)

intersection (configuration , cellID ,randomAngle,idOrder):
boxX = configuration.get_box_size(’'x’)
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137 boxY = configuration.get_box_size(’'y’)

138

139 cells = configuration.getCells ()

140 vertices = configuration.getVertices()

141

142 vertexl = vertices [idOrder [0]]

143 vertex2 = vertices [idOrder [1]]

144

145 newX1l = vertexl.getX()

146 newYl = vertexl.getY ()

147

148 newX2 = vertex2.getX ()

149 newY2 = vertex2.getY ()

150

157 centerX ,centerY = cells[celllID]. get_cell_center(configuration)
152

153 if abs(newXl—centerX) > boxX/2:

154 newX1l = newX1l — np.sign (newXl—centerX) % boxX
155 if abs(newYl—centerY) > boxY /2:

156 newYl = newYl — np.sign (newYl—centerY ) * boxY
157

158 if abs(newX2—centerX) > boxX/2:

159 newX2 = newX2 — np.sign (newX2—centerX) * boxX
160 if abs(newY2—centerY) > boxY /2:

161 newY2 = newY2 — np.sign (newY2—centerY) * boxY
162

163 deltaX = newX2-—mnewXl

164 deltaY = newY2—mnewY1l

165

166 if deltaX != 0:

167 m = (deltaY)/(deltaX)

168 mp = np.tan(randomAngle)

169 if (mp-m) != 0:

170 newX = (newYl — centerY — msnewX1l + mpxcenterX) / (mp-m)
171 else:

172 newX = (newYl — centerY — msnewX1l + mpxcenterX) / (mp-m)
173 newY = newY1l + mx(newX—newX1)

174 else:

175 newX = newXl

176 mp = np.tan(randomAngle)

177 newY = centerY + mpx*(newX—centerX)

178

179 if newX < configuration.get box limits(’'left ’):

180 newX = newX + boxX

181 elif newX > configuration.get_box_limits( 'right’):
182 newX = newX — boxX

183 if newY < configuration.get_box_limits( bottom’):
184 newY = newY + boxY

185 elif newY > configuration.get__box_limits( ' top’):
186 newY = newY — boxY

187
188 return (newX,newY)
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def vertex and_edges_rearrangement (cellID | cells ,edges,vertices ,idRange,

newVertexPos, cellTypesLineConstant ) :
orderRange0 = cells[cellID ]. getVertexOrder (idRange[0])
orderRangel = cells [cellID]. getVertexOrder (idRange[1])
orderRange = (orderRange0 ,orderRangel)
newVertexID = len(vertices)+1
while newVertexID in vertices:

newVertexID 4= 1

vertices [newVertexID] = Vertex(newVertexPos[0] ,newVertexPos[1])
vertices [newVertexID]. setVertexID (newVertexID)
if (len(cells[cellID].get_cell vertices())—1,0) = (orderRange]0],
orderRange [1]) or (len(cells[cellID].get_ cell vertices())—1,0) = (
orderRange [1],orderRange [0]) :
newOrder = 0
else:
newOrder = max(orderRange[0] ,orderRange[1])

cells [cellID ].add_vertex(vertices [newVertexID] ,newOrder)

# Add cells to vertex
vertices [newVertexID|.addCellsBelonging (cellID)
toAdd = np.intersectld (vertices [idRange[0]]. getCellsBelonging (),
vertices [idRange [1]]. getCellsBelonging ())
toAdd = np.delete (toAdd ,np.argwhere (toAdd=cellID ))
if len(toAdd) != 0:
toAdd = int (toAdd)
vertices [newVertexID].addCellsBelonging (toAdd)
toAddOrderRange0 = cells [toAdd]. getVertexOrder (idRange [0])
toAddOrderRangel = cells [toAdd]. getVertexOrder (idRange[1])
if (len(cells [toAdd]. get_cell vertices())—1,0) = (
toAddOrderRange0 ,toAddOrderRangel) or (len(cells [toAdd].
get_cell_vertices())—1,0) = (toAddOrderRangel ,toAddOrderRange0
):
newOrder2 = 0
else:
newOrder2 = max(toAddOrderRange0,toAddOrderRangel)
cells [toAdd].add_vertex(vertices [newVertexID] ,newOrder2)

if newOrder = len(cells[cellID]. get_cell_vertices())—1:
replacePlus = 0

else:
replacePlus = newOrder+1

if newOrder = 0:

replaceMinus = len(cells[cellID]. get_cell_ vertices())—1
else:

replaceMinus = newOrder—1

newEdgelD = len(edges)+1
while newEdgelD in edges:
newEdgelD += 1
vertex2 = cells [celllID |. getVertexFromOrder (replacePlus)
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edges [newEdgeID| = Edge(newEdgelD, vertices [newVertexID], vertex2 ,
cellTypesLineConstant [str(cells [cellID].
get_cell _typelD ())*2],
# minDist=list (edges.items())[0]. minDist)
minDist=1ist (edges.values())[0].
minimumDistance)

vertices [newVertexID |. addEdgesBelonging (newEdgeID)
vertices [vertex2.getVertexID () ].addEdgesBelonging (newEdgeID)

edgesListl = vertices[cells[cellID].getVertexFromOrder (replaceMinus) .
getVertexID () ]. getEdgesBelonging ()

edgesList2 = vertices[cells[celllID |.getVertexFromOrder(replacePlus).
getVertexID () ]. getEdgesBelonging ()

edgelD = np.intersectld (edgesListl ,edgesList2)

edges [int (edgeID) ].set_vertex_from_ID(vertices [newVertexID], cells |
cellID ]. getVertexFromOrder (replacePlus).getVertexID ())

return cells ,edges,vertices ,newOrder

Listing 5.7: Definicién de la clase Lattice en el archivo lattice.py.

5.2.2 Clase Cell

Esta clase define métodos y atributos para las células. El constructor de la clase
recibe los vértices de la células, el celllD y el tipo celular.

Uno de los métodos a destacar de la clase es el periodic__conditions, que calcula las
iméagenes periddicas de los vértices que cruzan los limites de la caja cuando se utilizan
condiciones periddicos de contorno en la simulacion.

class Cell:
?7?”This class defines methods and attributes for cells.
The class constructor receives cell vertices, cell IDs and cell
Types,
and generates the initial condition for all cells.

Args:
cellVerticesPassed: Dictionary of the cell’s vertices. \n
cellID: key that identifies each cell. \n
cellTypePassed: All cell parameters.

cellVertices = {}

def __init__ (self , cellVerticesPassed , celllD , cellTypePassed,
cellCycleLengthPassed=None, cellCycleTimePassed=None):
self.cellVertices = cellVerticesPassed
self . modified vertices = None

self.cellType = cellTypePassed
self.set_celllID (celllD)
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self.set_cell_type(cellTypePassed)

self.deterministicDiv = True
self.cellCycleLength = cellCycleLengthPassed
self.cellCycleTime = cellCycleTimePassed

self . expression = {}
self .expression_color = {}

for vID, v in self.cellVertices.items():
v.addCellsBelonging (self.get_cellID ())

def _ del  (self):

9999

Delete vertices from a cell with a given celllD , that has been deleted.
pass
def periodic_positions(self , configuration):
If in the initial condition then calculates the periodic positions

Args:

configuration (obj)
Returns:

modified vertices (dict)

if self.modified vertices =— None:

return self.calculate_periodic_positions (configuration)
else:

return self.modified vertices

def calculate_periodic_positions(self ,configuration):

Calculates periodic images of vertices that cross boundary limits when
using Periodic Boundary Conditions in order to recover entire cells.

Args:

configuration (obj)
Returns:

modified vertices (dict)

modified__vertices = {}

boxX = configuration.get_box_size( 'x")
boxY = configuration.get_box_size(’'y’)
arrayX = |[]

arrayY = |[]

for vertexID, vertex in self.cellVertices.items():
arrayX .append (vertex.getX())
arrayY .append (vertex.getY ())

minX = np.min(arrayX)
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def

minY = np.min(arrayY)

for vertexID, vertex in self.cellVertices.items():
newx = vertex.getX ()
if configuration.get_periodic_conditions(’x’) and newx—minX >
boxX /2:
newx = vertex.getX ()—boxX
newy = vertex.getY ()
if configuration.get_periodic_conditions(’y’) and newy—minY >

boxY /2:
newy = vertex.getY ()—boxY
modified__vertices[vertexID] = (newx,newy)
self . modified vertices = modified vertices

return self.modified vertices

getVertexNumber (self):

Get the total number of vertices of the cell.

def

def

Returns:
verticesNumber (int)

verticesNumber = len(self.cellVertices)

return verticesNumber

getArea(self ,configuration):

Calculates the area of the cell by means of ’Gauss formula’

Returns:
area (float)

areal = 0
area2 = 0
positions = self.periodic_positions(configuration)

for k in range(0,self.getVertexNumber()—1):

areal += positions[k][0]* positions[k+1][1]

area2 += positions [k+1][0]* positions [k][1]
t1 = positions[self.getVertexNumber () —1][0]* positions [0][1]
t2 = positions [0][0]«* positions[self.getVertexNumber () —1][1]
area = 0.5 * abs(arealdtl—area2—t2)
return area

set__area_ target (self ,newTargetArea):
Modifies the target area of the cell.

Args:
newTargetArea (float)

self.targetArea = newTargetArea
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def

def

def

def

get_area_sign(self ,configuration):

Gives the area sign of the cell (related to order of vertices) for
further calculation.

Returns:
—1 for clockwise ordered vertices. \n
1 for counterclockwise ordered vertices.

areal = 0
area2 = 0
positions = self.periodic_positions(configuration)

for k in range(0,self.getVertexNumber ()—1):

areal += positions[k][0]* positions[k+1][1]

area2 += positions [k+1][0]*positions[k][1]
t1 = positions|[self.getVertexNumber () —1][0]* positions [0][1]
t2 positions [0][0]* positions [self.getVertexNumber () —1][1]
area = 0.5 * (areal+tl—area2—t2)
return np.sign (area)

getPerimeter (self ,configuration):

Calculates the cell perimeter

Returns:
perimeter (float)

perimeter = 0

positions = self.periodic_positions(configuration)

for k in range(0,self.getVertexNumber ()—1):
perimeter += np.sqrt ((positions [k+1][0] —positions [k][0]) *x2+(

positions [k+1][1]—positions [k][1]) *%2)

perimeter += np.sqrt ((positions[0][0] — positions[self.
getVertexNumber () —1][0]) #*x2+(positions [0][1] — positions [self.
getVertexNumber () —1][1]) x%2)

return perimeter

set__perimeter_target (self jnewTargetPerimeter):
Modifies the target perimeter of the cell.

Args:
newTargetPerimeter (float)

self.targetPerimeter = newTargetPerimeter
get perimeter target(self):

Gives the target perimeter of the cell.
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def

def

def

Args:
targetPerimeter (float)

return self.targetPerimeter

getVertexFromOrder (self ,vertexCellID ) :

Given a vertex order in the cell , returns the corresponding vertex

object .

Args:
vertexCellID (int)

Returns:
toReturn (obj)

if vertexCelllD = —1:
# 1 mean the last one

toReturn = self.cellVertices [len(self.cellVertices) — 1]

elif vertexCelllD = —2:
# 1 mean the last one

toReturn = self.cellVertices|[len(self.cellVertices) — 2]

elif vertexCelllD = 1len(self.cellVertices):
toReturn = self.cellVertices [0]

elif vertexCelllD = len(self.cellVertices)+1:
toReturn = self.cellVertices [1]

else:
toReturn = self.cellVertices[vertexCelllID ]

return toReturn

get_cell edges(self):
# Returns a list with all the edges ID of the cell
edgesList = set ()
cellEdges = []
for vertexID, vertex in self.cellVertices.items():
for edge in vertex.getEdgesBelonging():
if edge in edgesList:
cellEdges .append (edge)
edgesList .add (edge)
return cellEdges

getVertexOrder (self ,vertexID):

Given a vertexID, get position in cellVertices ()

Args:
vertexID (int)

Returns:
vertexOrder (int)
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219 for vertexOrder,vertex in self.cellVertices.items():

220 if vertexID = vertex.getVertexID ():

221 return vertexOrder

222

223 def get_cell_vertices(self):

224 no

225 Gives a list of the vertexIDs in the cell.

226

227 Returns:

228 verticesOut (list)

229 v

230 verticesOut = []

231 for vertexOrder ,vertex in sorted(self.cellVertices.items()):

232 verticesOut .append (vertex.getVertexID ())

233 return verticesOut

234

235 def cell_vertices_reorder(self ,configuration):

236 nen

237 Reorder cell vertices when disordered (anti—clockwise).

238

239 Args:

240 configuration (obj)

241 ne

242 if self.get_area_sign(configuration) < 0:

243 newCellVerticesOrder = {}

244 for cellOrder ,vertex in self.cellVertices.items():

245 newCellVerticesOrder [self.getVertexNumber ()—1—cellOrder| =
vertex

246 self.cellVertices = newCellVerticesOrder

247

248 def getTargetArea(self):

249 no

250 Gives the Target area of the cell.

251

252 Returns:

253 targetArea (float)

254 o

255 return self.targetArea

256

257 def getTargetPerimeter(self):

258 v

259 Gives the Target perimeter of the cell.

260

261 Returns:

262 targetPerimeter (float)

263 ne

264 return self.targetPerimeter

265

266 def setVertexFromOrder (self ,orderPassed ,vertexPassed):

267 ne

268 Given a vertex, assigns an order to it in the corresponding cell.

269
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def

def

def

Args:

orderPassed (int) \n

vertexPassed (obj)
self.cellVertices [orderPassed] = vertexPassed
get_cell_center(self ,configuration):
sives X and Y coordinates of the cell center.
Returns:

X position of cell center (float) \n
Y position of cell center (float)

sumX = 0
sumY = 0
positions = self.modified_ vertices

vertexNumber = len(positions)
for vertexID, vertex in positions.items():
sumX += positions [vertexID][0]
sumY += positions [vertexID][1]
if sumX/vertexNumber < configuration.get_box_limits( left ’):
newx = sumX/vertexNumber 4+ configuration.get__box_size('x’)
elif sumX/vertexNumber > configuration.get_box_limits( right ’):
newx = sumX/vertexNumber — configuration.get_box_size(’'x’)
else:
newx = sumX/vertexNumber
if sumY/vertexNumber < configuration.get_box_limits( bottom’):
newy = sumY/vertexNumber 4+ configuration.get_box_size(’y’)
elif sumY/vertexNumber > configuration.get_ box_limits( ' top’):
newy = sumY/vertexNumber — configuration.get_box_size(’y’)
else:
newy = sumY/vertexNumber
return newx,newy

set__cellID (self , celllID):
Assigns celllD to a cell.

Arg:
cellID (int)

self.celllD = celllD
get__celllD (self):
Gives celllD of a cell.

Returns:
cellID (int)

return self.celllD
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322

323 def add_vertex(self ,vertex ,vertexOrder):

324 vy

325 Adds a vertex to a cell.

326

327 Args:

328 vertex (obj) \n

329 vertexOrder (int)

330 v

331 for i in reversed(range(vertexOrder,len(self.cellVertices))):

332 self.cellVertices[i4+1] = self.cellVertices.pop(i)

333 self.cellVertices [vertexOrder] = vertex

334

335 def remove_ vertex(self ,vertexID):

336 v

337 Remove a vertex with key vertexID from a cell.

338

339 Args:

340 vertexID (int)

341 non

342 popOrder = self.getVertexOrder (vertexID)

343 if popOrder+1 = 1len(self.cellVertices):

344 self.cellVertices .pop(popOrder)

345 else:

346 for i in range(popOrder,len(self.cellVertices)—1):

347 self . cellVertices [i] = self.cellVertices.pop(i+1)

348

349 def set_cell_type(self , cellTypePassed):

350 v

351 Set the cell type for a given cell.

352

353 Args:

354 cellTypePassed (dict)

355 v

356 self.cellType = cellTypePassed

357 self.set_cellID (self.celllID)

358 self.targetArea = cellTypePassed [ targetArea’]

359 self.targetPerimeter = cellTypePassed [ targetPerimeter ]

360 self.typelD = cellTypePassed [ typelD ]

361 self.areaElasticityConstant = cellTypePassed|[’
areaElasticityConstant ']

362 self.perimeterElasticityConstant = cellTypePassed [’
perimeterElasticityConstant ’]

363 self.cellHeight = cellTypePassed [’ cellHeight ']

364 self.apoptotic = False

365 self.apoptoticTime = None

366 self .preApoptoticTargetArea = None

367 self .preApoptoticTargetPerimeter = None

368 self . minimumArea = cellTypePassed [ 'minimumArea’]

369

370 def cell_cycle_shortening(self):

371
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def

def

def

def

if 0 <= cycle_position <= gl_reduction:
# cell in the Gl skip
# G1 skipping part 1 (partial synchronization implementation
part 1)
self.cellCycleTime = cycle_position—cycle__position
elif gl_reduction < cycle_position <= gl_length:
# cell in the rest of Gl
# G1 skipping part 2 (partial synchronization implementation
part 2)
self.cellCycleTime = cycle_position—gl_reduction
elif gl_length < cycle_position <= gl_length+s_length:
# cell in S phase
# S mapping (proportional mapping implementation)
self.cellCycleTime = int ((cycle_ position—gl length)*((s_length
—s_reduction)/s_length)+(gl_length—gl_ reduction))
elif gl_length+s_length < cycle_position <= gl_length+s_length+
g2m_ length+2:
# cell in G2/M
self.cellCycleTime = cycle_position—gl_reduction—s_reduction
self.cellCycleLength = cycle_length—gl_ reduction—s_reduction

get_cell_typelD (self):
Gives cell typelD for a cell.

Returns:
typelD (int)

return self.typelD
get__area_elasticity_constant(self):
Gives area FKElasticity Constant for a cell.

Returns:
area Elasticity Constant (float)

return self.areaElasticityConstant
get_perimeter_elasticity constant(self):
Gives perimeter Elasticity Constant for a cell.

Returns:
perimeter Elasticity Constant (float)

return self.perimeterElasticityConstant
get__cell_height (self):

Gives the cell height.



420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448

449
450
451
452
453
454
455
456

457
458
459
460

462
463
464
465
466
467
468

94

5 Implementacion computacional del modelo de vértices: SysVert

def

def

def

def

Returns:
cell Height (float)

9999 9

return self.cellHeight
next_ vertex (self , vID):
Gives the next vertex from the one with ID vID.

Args:
vID (int)
Returns:
Next vertex in the cell (obj)

9999

return self.getVertexFromOrder(self.getVertexOrder(vID) + 1)

previous vertex(self , vID):

9

Gives the previous vertex from the one with ID vID.

Args:
vID (int)
Returns:
Previous vertex in the cell (obj)
try:
return self.getVertexFromOrder(self.getVertexOrder (vID) — 1)
except TypeError:

print (”TypeError: Cell 7, self.get_cellID (), 7 doesn’t have
vertex”, vID )
print(”it has vertices: )
for id, v in self.cellVertices.items():
print(”Local ID: 7, id, "Global ID: 7, v.getVertexID())
print (”Vertex order:”, self.getVertexOrder (vID))
exit ()

periodic_cell(self , configuration):
# Check if cell is periodic in x and/or y asking if the edges are
periodic
cellPeriodicX = False
cellPeriodicY = False
edges = configuration.getEdges ()
for edgelD in self.get_cell_edges():
periodicX ,periodicY = edges[edgelD ]. periodic_edge(
configuration)
if periodicX:
cellPeriodicX = True
if periodicY:
cellPeriodicY = True
return cellPeriodicX ,cellPeriodicY

get_cell cycle_time(self):
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def

def

def

def

def

def

def

def

Gives the 7position” of the cell in the cell

Returns:
typelD (int)

return self.cellCycleTime
get_cell _cycle_length(self):
Gives the length of the cell cycle.

Returns:
typelD (int)

return self.cellCycleLength

set_cell cycle_ time(self  cellCycleTime):
self.cellCycleTime = cellCycleTime

set__cell_cycle_length(self ,cellCycleLength):
self.cellCycleLength = cellCycleLength

get_cell typelD (self):
Gives cell typelD for a cell.

Returns:
typelD (int)

return self.typelD

cellCycleTimeUpdate (self):
self.cellCycleTime += 1

cellCycleReset (self):
self.cellCycleTime = 0

is__apoptotic(self):
Say if a cell is apoptotic or not.

Returns:
True if apoptotic, false if not (bool)

return self.apoptotic
set__apoptotic(self):
Set a cell as an apoptotic one if it is not.

if not self.is_apoptotic():

cycle.
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self.apoptotic = True

self.apoptoticTime = 0

self .preApoptoticTargetArea = self.getTargetArea()

self .preApoptoticTargetPerimeter = self.getTargetPerimeter ()

def apoptotic_time_foward(self ,apoptoticConstant):
Changes cell properties during the cell apoptotic process.

Args:
apoptotic Constant (float)
if self.is_apoptotic():
self.apoptoticTime += 1
newTargetArea = self.preApoptoticTargetArea*np.exp(—
apoptoticConstantxself.apoptoticTime)
newTargetPerimeter = self.preApoptoticTargetPerimeter*np.exp(—
apoptoticConstantxself.apoptoticTime)
self .set_area_ target(newTargetArea)
self.set__perimeter_target (newTargetPerimeter)

Listing 5.8: Definicién de la clase Cell en el archivo cells.py.

5.2.3 Clase Edge

Esta clase define métodos y atributos para los lados. El constructor de la clase recibe

el edgelD, ambos vértices que conforman el lado (vérticel y vértice2), la constante de
linea para calcular la contribucién del borde a la energia (lineConstant) y la distancia
minima a la que se produce la transicion topoldgica T1 (minDist). Cuando un lado es
creado, los vértices correspondientes se asocian a ese lado.

class Edge:

7?7 This class defines methods and attributes for edges.

The class constructor receives the edgelD, both vertices from the
edge (vertexl and vertex2), the Line Constant

to calculate the contribution of the edge to the Energy (
lineConstant ), and the distance at which the T1

topological transition occurs (minDist).

When an edge is created, the corresponding vertices are associated
to that edge.

Args:
edgelD: key that identifies each edge (int).\n
vertexl: One of the vertices of the edge (obj).\n
vertex2: The other vertex (obj).\n
lineConstant: Line Constant to calculate the contribution of
the edge to the Hamiltonian (float).\n
minDist: The distance at which the T1 topological transition
occurs (float).\n
Raises:
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def

def

def

error: If vertexl is equal to vertex2

__init__ (self, edgelD, vertexl, vertex2, lineConstant, minDist):
# Establish edge vertices

self.vertex]l = vertexl

self.vertex2 = vertex2

self.lineConstant = lineConstant

self .edgelD = edgelD

self . minimumDistance = minDist

# Create the link between those vertices:
self.vertexl.addEdgesBelonging (self.edgelD)
self.vertex2.addEdgesBelonging (self.edgelD)

if self.vertexl = self.vertex2:
log.error ("Trying to create an edge with the same two vertices

exit ()

_del  (self):
pass

getEdgeID (self):
Gives edgelD of an edge.

Returns:
edgeID (int)

return self.edgelD
getDistances (self , configuration):
Calculates Distance between vertices (edge length).

Args:
configuration (obj)

Returns:
deltaX (float): X component of the vector between vertexl and
vertex2.\n
deltaY (float): Y component of the vector between vertexl and
vertex2.\n
modulus (float): Distance between vertices (edge length).

deltaX = self.vertexl.getX () — self.vertex2.getX()
deltaY = self.vertexl.getY () — self.vertex2.getY ()
boxX = configuration.get_box_size(’'x’)
boxY = configuration.get_box_size(’'y’)
if abs(deltaX) > boxX/2:

deltaX = deltaX — np.sign(deltaX) * boxX
if abs(deltaY) > boxY/2:
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deltaY = deltaY — np.sign(deltaY) % boxY
modulus = np.sqrt (deltaX+x24+deltaY xx2)
if modulus = 0:

print (”EdgelD: "7, self.getEdgelD())

print (7"vertexl:”,self.vertexl.getVertexID())

print ("vertex2:”,self.vertex2.getVertexID())
return deltaX ,deltaY ,modulus

def getVerticesBelonging (self):
Gives the IDs of the vertices of the edge.

Returns:
vertexl.getVertexID () (int) and vertex2.getVertexID () (int)

return [self.vertexl.getVertexID(),self.vertex2.getVertexID ()]
def getLineConstant(self):

Gives the Line Constant.

Returns:
lineConstant (float)

99

return self.lineConstant
def getLineX (self):
Gives the X components of both vertices.

Returns:
vertexl.getX () (float) and vertex2.getX () (float)

999 9

return (self.vertexl.getX(),self.vertex2.getX())
def getLineY (self):
Gives the Y components of both vertices.

Returns:
vertexl.getY () (float) and vertex2.getY () (float)

return (self.vertexl.getY(),self.vertex2.getY())

def set_vertex_ from_ID (self vertexNew 6 vertexOldID):

99

Given an ID, replaces the vertex by a new one (used on T—Swaps).

Args:
vertexNew: new vertex to assign (obj).\n
vertexOldID: ID of the old vertex (int).

5999
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99

def

def

def

if self.vertexl.getVertexID () = vertexOldID:
self.vertexl.remove_ edges_belonging (self.edgelD)
self.vertexl = vertexNew
self.vertexl.addEdgesBelonging(self.edgelD)

elif self.vertex2.getVertexID () = vertexOldID:
self.vertex2.remove_edges_belonging(self.edgelD)
self . vertex2 = vertexNew

self.vertex2.addEdgesBelonging(self.edgelD)

get__cells_belonging (self ,vertices):

Gives the IDs of the cells to which the edge belongs.

Returns:
cellsBelonging (list).

edgeVertices = self.getVerticesBelonging ()

cellsBelonging = np.intersectld(vertices[edgeVertices [0]].

getCellsBelonging () ,vertices [edgeVertices [1]]. getCellsBelonging

()

return cellsBelonging
set_line constant(self ,lineContantPassed):
Sets a new Line Constant for the edge.

Args:
lineContantPassed (float).

self .lineConstant = lineContantPassed

periodic__edge (self , configuration):

Identifies if the edge abandons one side of the simulation box

enters the other side, and in which direction.

Args:
configuration (obj).

Returns:
periodicX (bool) and periodicY (bool)

periodicX = False

periodicY = False

deltaX = self.vertexl.getX () — self.vertex2.getX()
deltaY = self.vertexl.getY () — self.vertex2.getY ()
modulus = np.sqrt (deltaX**2+deltaY x%2)

boxX = configuration.get_box_size(’'x’)

boxY = configuration.get_box_size(’'y’)

if abs(deltaX) > boxX/2 and boxX != 0:

periodicX = True
if abs(deltaY) > boxY/2 and boxY != O0:

and
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def

periodicY = True
return periodicX ,periodicY

previous_ periodic_edge(self, configuration):

Identifies if the edge abandons one side of the simulation box and
enters the other side, and in which direction.

Args:

configuration (obj).

Returns:
periodicX (bool) and periodicY (bool)
periodicX = False
periodicY = False
deltaX = self.vertexl.getPreviousX () — self.vertex2.getPreviousX ()
deltaY = self.vertexl.getPreviousY () — self.vertex2.getPreviousY ()

modulus = np.sqrt (deltaX**x2+deltaY x*2)
boxX = configuration.get_ box_size(’'x’)
boxY = configuration.get_box_size(’'y’)

if abs(deltaX) > boxX/2 and boxX != 0:
periodicX = True

if abs(deltaY) > boxY/2 and boxY != 0:
periodicY = True

return periodicX ,periodicY

Listing 5.9: Definicién de la clase Edge en el archivo edges.py.

5.2.3.1 Clase Vertex

Esta clase define métodos y atributos para los vértices. El constructor de clases recibe
las componentes x e y de la posicién del vértice. Cuando se crea una célula o un lado,
la clase correspondiente se asociara automaticamente al vértice.

class Vertex:
777 This class defines methods and attributes for vertices.

def

The class constructor receives x and y components of the vertex
position. When a cell or an edge is created,

the corresponding class will automatically associate them to the
vertex, filling cellsBelonging and

edgesBelonging lists with the given celllD and edgelD.

Args:
xPosPassed: X component of the vertex.\n
yPosPassed: Y component of the vertex.

__init__ (self ;xPosPassed ,yPosPassed):
self .xPos = xPosPassed

self .yPos = yPosPassed
self.xPreviousPos = xPosPassed
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self.yPreviousPos = yPosPassed

self.cellsBelonging = [] # list with celllDs of the cells to which
the vertex belongs.

self.edgesBelonging = [] # list with edgelDs of the edges to which
the vertex belongs.

self . fixed = False

def _ del (self):
pass

def getVertexID(self):
Gives vertex ID.

Returns:
vertexID (int)

return self.vertexID
def getX(self):

Gives X component of vertex position.

Returns:
xPos (float)

%N

return self.xPos
def getY(self):
Gives Y component of vertex position.

Returns:
yPos (float)

return self.yPos
def getCellsBelonging(self):

9N

Gives the IDs of the cells to which the vertex belongs.

Returns:
cellsBelonging (list)

return self.cellsBelonging
def getEdgesBelonging(self):

Gives the IDs of the edges to which the vertex belongs.

Returns:
edgesBelonging (list)
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9999

return self.edgesBelonging

def setVertexID (self, vertexID):

7NN

Sets the vertex ID.

Args:
vertexID (int)

9999 99

self .vertexID = vertexID

def addCellsBelonging(self, cellID):

99

Adds a celllD to the CellsBelonging list.

Args:
cellID (int)

Warns:
Gives a warning if the celllD is already in the list.
if celllD in self.cellsBelonging:
pass #print (Vxxx WARNING xxx Cell ID already in array: 7,
cellID , ” not added to 7, self.getVertexID())
else:
self.cellsBelonging .append(celllD)

def remove_cells_belonging(self , cellID):

I N

Removes a celllD from the cellsBelonging list.

Args:
cellID (int)

99

self.cellsBelonging .remove(celllD)

def addEdgesBelonging(self ,edgelD):

99999

Adds an edgelD to the edgesBelonging list.

Args:
edgelD (int)

Warns:
Gives a warning if the edgelD is already in the list.
if edgelD in self.edgesBelonging:
pass #print (Vxxx WARNING xxx Edge ID already in array: 7,
edgeID, ” not added to 7, self.getVertexID())
else:
self . edgesBelonging .append (edgelD)
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def

def

def

def

def

def

remove__edges_ belonging (self , edgelD):
Removes an edgelD from the edgesBelonging list.

Args:
edgeID (int)

self . edgesBelonging .remove (edgelD)
set_new_x(self , xPos):
Sets (updates) the new X component of vertex position.
Args:
xPos (float)
self .xPosNew = xPos
set_new_y(self , yPos):
Sets (updates) the new Y component of vertex position.
Args:
yPos (float)

self .yPosNew = yPos
update(self):

Sets (updates) the new X and y components of vertex position.

299

self .xPreviousPos = self.xPos
self.yPreviousPos = self.yPos
self .xPos = self .xPosNew

self .yPos = self.yPosNew
getPreviousX (self):

Gives X component of vertex position in the previous step.

Returns:
xPreviousPos (float)

return self.xPreviousPos
getPreviousY (self):

Gives Y component of vertex position in the previous step.

Returns:
yPreviousPos (float)
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return self.yPreviousPos

Listing 5.10: Definicion de la clase Vertex en el archivo vertex.py.

5.3 ¢COmo se corre y que datos se pueden
obtener de una simulacién en SysVert?

Para correr una simulaciéon basta con definir los parametros en el archivo jwrite.py
y correrlo, creando de esta forma un archivo model.json (formato JSON) conteniendo
los parametros de la corrida. Luego llamar a jread.py para dar inicio a la simulacién. El
resultado de las simulaciones podra encontrarse en la carpeta simulations. Dentro de este
directorio el usuario se encontrara con una carpeta que responde al nombre que se le ha
dado al proyecto en el archivo jwrite.py y dentro de ella, con un niimero de imégenes en
formato .pnga distintos tiempos de simulacion (el nimero de archivos queda determinado
por el nimero total de pasos de simulacion y una frecuencia de plotteo definidos también
en juwrite.py). En el directorio del proyecto habra cuatro archivos “log” que contienen
diversos tipos datos de las células, lados y vértices del tejido, que pueden encontrarse
en cells.log, edges.log v wvertices.log respectivamente; y datos de distintas propiedades
emergentes de la simulacién del tejido en el archivo lattice.log.



CAPITULO 6

Modelado de |a
regeneracion de la médula
espinal del axolotl en 2D

Si eres flexible, te mantendrds recto.

—Lao Tse

El modelo de la médula espinal del axolotl en 1D que se presenté previamente tiene
la ventaja de ser un modelo sencillo que permitié una parametrizacién confiable dado
el reducido niimero de parametros, algunos obtenidos a través de experimentos previos
y otros ajustados a uno de los sets de datos experimentales de los que disponiamos, a
la vez que ofrece un costo computacional muy bajo por las mismas razones. El modelo
permitio realizar predicciones interesantes que sirvieron de inspiracion para realizar los
experimentos con AXFUCCI y asi entender como la dindmica de crecimiento del tejido,
la médula espinal del axolotl, es conducida por una regulacion espacio-temporal del ciclo
celular de las células ependimales. Las fuerzas que experimenta un tejido in vivo estan
intimamente relacionadas al citoesqueleto, que a su vez, se relaciona con una serie de
redes de senalizacién que regulan el ciclo celular. En esta seccion estudiaré como es la
distribucién y la evolucion de las fuerzas en el tejido a través de un nuevo modelo de
dos dimensiones implementado en el paquete SysVert buscando posibles indicios sobre
el comportamiento y la naturaleza de la senal hipotética.

6.1 Configuracion de la simulacidn del fejido
en 2D en SysVert

Los parametros de corrida en SysVert se definen en el archivo jwrite.py. Detalleré en
esta seccion la parametrizacion de la simulacién de la médula espinal del axolotl en 2D
a través del modelo de vertex implementado en SysVert.
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6.1.1 Geometria del tejido simulado

Las células ependimales que formal el canal central de la médula espinal del axolotl
se disponen en un tejido pseudo-estratificado. A raiz de esta disposicion modelamos el
tejido como un rectangulo con condiciones periddicas de contorno en el eje y para obtener
el equivalente a un cilindro. En —x la caja de simulacién tiene condiciones absorbentes
para capturar el hecho de que el tejido no puede crecer en esa direccion. Finalmente en
+x el tejido puede crecer libremente, recapitulando la amputacion del tejido.

Las dimensiones del tejido simulado fueron escaladas para reducir los tiempos compu-
tacionales de las simulaciones individuales, 1/10 en el eje y de manera que tendremos 3
células en esta direcciéon y 1/40 en el eje x dejandonos 5 células en esta direccién. A la
izquierda se encontraria la cabeza del animal (lado anterior) y a la derecha el plano de
amputaciéon (lado posterior).

# Lattice parameters
lattice = {
"ncellx ’: round(196/scaladoEspacio), # scaled 1/40
"ncelly ’: round(30/10), # scaled 1/10
"chl’: cellRadio ,
"periodicX ’: False,
"periodicY ’: True,
"fixed 7:{ left *:True,
‘right ": False ,
"bottom ’: False
"top ’: False}}

T
e

Figura 6.1: Mapeo de las simulaciéon 2D a un cilindro que representa la mé-
dula espinal. A) Condicién inicial. Todas las células del tejido poseen
una longitud de ciclo celular largo (células verdes). (B) Mapeo de la
condicion inicial Mapeo del tejido simulado a un cilindro mediante un
software de edicién de imagenes graficando como se abstrae la geometria
cilindrica de la médula espinal a nuestro modelo en 2D.



1
2
3
4
5
6
7
8
9

o O N W N~ O

®©

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

6.1 Configuracion de la simulacion del tejido en 2D en SysVert 107

Listing 6.1: Parametros de la geometria del tejido en el archivo jwrite.py.

En la condicién inicial entonces, tendremos un tejido confluente de 3 células en la
direccion del eje y (ncellr) y 5 células en la direccién del eje x (ncelly). La longitud de
los lados que formaran los hexagonos regulares representando a la células ependimales
estan normalizados a 1 (chl). Como se menciono mas arriba el tejido tendra condiciones
periddicas en el eje y (periodicY’) y condiciones absorbentes en —x

6.1.2 Tipos celulares

En la condicién inicial la mayoria de las células seran de tipo no reclutadas (Non-
recruited), es decir, con un ciclo celular largo (no alcanzadas por la senal). La asignacion
de las posiciones en el ciclo celular se realizaron de la misma forma que para el modelo
1D presentado en el capitulo 3.

celltype = {
“typeName ’: "Non—recruited 7,
“typelD’: 0,
"targetArea’: regularArea ,
"targetPerimeter ’: regularPerimeter ,
"areaFlasticityConstant ': areaElasticityConstant ,
"perimeterElasticityConstant ': perimeterElasticityConstant ,
‘minimumArea’: minimumArea ,
"cellHeight ": cellHeight ,
"divisionp ’: 0,
"deterministicDiv ’: True,
"cellCycleLength ’: lognormal ,
"cellCycleLengthMean ':long_cycle__mean ,
"cellCycleLengthStd ’:long_cycle_std,
"cellCycleTime ’: tc__distribution ,
"apoptoticConstant ’: 0,
“apoptoticProbability 7: 0}

cell [70”] = celltype

celltype = {
"typeName ’: ’Recruited 7,

“typelD’: 1,

"targetArea ’: regularArea ,

"targetPerimeter ’: regularPerimeter
"areaFElasticityConstant ’: areaKlasticityConstant |
"perimeterElasticityConstant ': perimeterElasticityConstant ,
‘minimumArea’: minimumArea ,

"cellHeight ": cellHeight ,

"divisionp ’: 0,

"deterministicDiv ’: True,

"cellCycleLength ’: lognormal ,
"cellCycleLengthMean ":short_cycle_ _mean ,
"cellCycleLengthStd ":short_cycle_std,
"cellCycleTime ’: tc_distribution ,
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"apoptoticConstant : 0,
"apoptoticProbability ’: 0}
cell[717] = celltype

Listing 6.2: Parametros de los tipos celulares del tejido en el archivo jwrite.py.

Luego las células alcanzadas por la senal en nuestra simulacién cambiardn su tipo
celular (implementacién en la clase Cell), acortando su ciclo celular siguiendo el mismo
modelo de sincronizacion parcial de la fase G1 y mapeo proporcional de la fase S que se
uso en el modelo 1D.

6.1.3 Tensiones de linea

Las tensiones de linea se definen de a pares, en una suerte de matriz a la que llamamos
cellTypesLineConstant en SysVert: M representa al medio, 0 a las células de tipo no
recultadas y 1 a las células de tipo recultadas.

Luego se define la distancia minima (minDist) para que sea posible un intercambio
de tipo 1 y la constante de tensién de linea (ctlc).

# M’ stands for Medium

cellTypesLineConstant = {'M0’: 0, '00’:0,
ML: 0, '01°:0, '11°:0}
edges = {
"minDist 7: 0.1,
"ctle 7: cellTypesLineConstant }

Listing 6.3: Tensiones de linea del tejido en el archivo jwrite.py.

Todas las tensiones de a pares fueron definidas con un valor nulo como primera
aproximacion. El fin de esto es evitar la presencia de fuerzas de interaccion entre células o
con el medio, para que el modelo sea similar al modelo unidimensional pero incorporando
a este modelo 2D la capacidad de deformacién y cambio de area de las células.

6.1.4 La sendal

Aprovechando los resultados de las predicciones de mi modelo 1D, validadas con
distintos sets de datos de los que disponiamos en primer lugar, y posteriormente con-
firmados por los primeros experimentos con la técnica FUCCI realizados en axolotl,
parametricé la dindmica de distribucion espacio-temporal de la senal que fue obtenida
a través del ajuste al switchpoint experimental de Rost et al., 2016 y descripta por los
pardametros A (lambda) (escalado de manera de ser coherente con la geometria escalada)
y T (tau).

# Signal parameters

signal = {

"lambda ’: 830/scaladoEspacio , # scaled
"tau’: 5100xscaladoTiempo , # minutes}



1
2

3
4

6.2 Resultados de simulaciéon 109

Listing 6.4: Parametros de la senal en el archivo jwrite.py.

6.2 Resultados de simulacidon

Las simulaciones se corrieron por un total de 11520 pasos (nstep) equivalentes a 8
dias y a pasos de 1min (dt). Cada 100 pasos se exportaron datos de la simulacién para
los vértices, lados, células y propiedades emergentes del tejido (logVerticesFrequency,
logEdgesFrequency, logCellsFrequency y logLattice Frequency).

# Simulations parameters

simu = {

"nstep ’: 11520xscaladoTiempo # 8 days in minutes
,dt 7 dt

, 'checkPointFrequency ’: 20

, ‘runFromCheckPoint ’: False

, checkPointFile’: None

, 'plotFrequency ’: 20

, folder’: ’simulations/ ’—i—str(simulationiname)
,'logVerticesFrequency ’: 20

, 'logEdgesFrequency ’: 20

, 'logCellsFrequency ’: 20

, 'logLatticeFrequency ’: 20

, 'timeSplittedLogs ': False

}

Listing 6.5: Parametros generales de la simulacion en el archivo jwrite.py.

Parametricé los multiplicadores de Lagrange correspondientes a las fuerzas de area
y fuerzas de perimetro de manera que sean lo mas altas posibles manteniendo un tejido
coherente, es decir, que no se rompa debido a que las fuerzas eran demasiado grandes.
Esta parametrizacién me permitié tener un punto de partida lo mas cercano posible al
modelo de esferas duras para explorar posteriormente otras configuraciones de fuerzas y
estudiar como es la respuesta en la dindmica de crecimiento del tejido y en la distribucién
de los tipos celulares en el tejido.

6.2.1 Modelo de médula espinal sin reclutamiento
celular

En primera instancia se realizaron 33 simulaciones del tejido en ausencia de la senal,
por lo que no hay reclutamiento en ninguna célula del tejido en todo el tiempo de
simulacion. En la Figura 6.2 se muestra un ejemplo.

Utilizando las 33 simulaciones generadas a partir de 33 semillas aleatorias se calculo
el crecimiento en cada una de ellas tomando el centro de la célula que se encontraba mas
a la derecha (lado posterior) del tejido simulado. Los resultados de crecimiento predichos
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Figura 6.2: Simulacién de la médula espinal del axolotl en 2D mediante Sys-
Vert sin presencia de la senal. Ejemplo de una simulacién sin presencia
de la senal y por lo tanto sin reclutamiento. Las células son verdes en todo
el tejido y para todo tiempo, es decir, células no reclutadas.

por este modelo se comparan con los datos experimentales de las cinéticas de crecimiento
en las que la aceleracion del ciclo celular fue evitada al noquear a Sox2 (Figura 6.3).
El modelo es capaz de recapitular los datos experimentales en estas condiciones.

6.2.2 Modelo de médula espinal con reclutamiento
celular

En segunda instancia, se incorporé al modelo la senal. Nuevamente se tiene una
velocidad de reclutamiento lineal con el tiempo y bajo la accién de esta senal las células
reclutadas dividen mas rapidamente. En la Figura 6.4 se muestra un ejemplo.

Utilizando las 33 simulaciones generadas a partir de 33 semillas aleatorias se calculo
el crecimiento en cada una de ellas tomando el centro de la célula que se encontraba
mas a la derecha (lado posterior) del tejido simulado. La prediccién del crecimiento para
este modelo se muestra superpuesto a la cinética de crecimiento de la médula espinal en
condiciones regenerativas (Figura 6.5 B). Asimismo se grafica el switchpoint experimental
con el recruitment limit predicho por el modelo (Figura 6.5 A).

El limite de reclutamiento modelado se ajusta con éxito a la curva del switchpoint
experimental y la prediccién del modelo coincide ademas con la cinética de crecimiento
experimental de la médula espinal del axolotl.
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Figura 6.3: El modelo 2D reproduce la reduccién del crecimiento experimen-
tal cuando se impide la aceleracién de la proliferaciéon celular. Pre-
diccion del modelo asumiendo que ni las longitudes de la fase S ni la de la
fase G1 se acortaron, superpuestas con las cinéticas de crecimiento experi-
mental en las que la aceleracion del ciclo celular evitada al noquear a Sox2
(Fei et al.,2014). La linea naranja corresponde a la media, mientras que las
areas sombreadas corresponden a intervalos de confianza de 68, 95 y 99,
7%, de més oscuro a més claro, calculados a partir de 33 simulaciones.

6.2.3 Mecanismo hipotético de interrupcion del
reclutamiento

A continuacién utilicé los dos modelos 2D (con y sin reclutamiento) validados a
partir de las predicciones previas para analizar que ocurre con el area de las células
a medida que el tejido crece. Para esto se calculo el area promedio en todo el tejido
para cada tiempo en ambos modelos (Figura 6.6). Conforme avanza la simulacién, y
se suceden las divisiones celulares, el tejido sufre compresion, es decir, no alcanzan su
area objetivo (Ay;). Esta compresion como consecuencia de las divisiones se hace mas
notable en las simulaciones con reclutamiento que en las que no existe reclutamiento
(como es de esperar debido a la diferencia en el nimero de divisiones). Concretamente
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Figura 6.4: Simulacién de la médula espinal del axolotl en 2D mediante Sys-
Vert en presencia de la senal. Ejemplo de una simulacion sin presencia
de la senal y por lo tanto con reclutamiento. Las células son verdes en la
condicién inicial y son reclutadas linealmente con el tiempo a medida que
avanza la sefial desde el extremo posterior hacia el lado posterior tornan-
dose color azul.
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Figura 6.5: El modelo 2D reproduce los datos experimentales de la médu-
la espinal del axolotl en regeneracién A) El limite de reclutamiento
modelado se ajusta con éxito a la curva de switchpoint experimental. B)
El modelo coincide cuantitativamente con la cinética de crecimiento expe-
rimental de la médula espinal del axolotl (Rost et al., 2016). Las lineas
naranjas corresponde a las medias, mientras que las areas sombreadas co-
rresponden a intervalos de confianza de 68, 95 y 99, 7%, de maés oscuro a
mas claro, calculados a partir de 33 simulaciones.
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esta diferencia comienza a ser evidente entre los dias 3 y 4. Notablemente el modelo 1D
me habia arrojado la prediccién de que la senal deberia extenderse en el tejido hasta las
85 horas post-amputacién (3,6 dias). Este resultado me permite formular la hipdtesis
de que la senal podria detenerse como consecuencia de que las células experimenten una
compresion en el tejido a medida que avanza el proceso regenerativo.

Para explorar con mayor detalle esta hipdtesis se graficé el area promedio de las
células en las 33 simulaciones como funcion del tiempo y el espacio (en bins de 500pm) en
la Figura 6.7. Adicionalmente en la figura 6.7B se superpone el swithpoint experimental
y el limite de reclutamiento promedio en las simulaciones.

En la Figura 6.7A no se ven grandes cambios de area en el tiempo, y donde se observan
los cambios no son muy bruscos. Por otra parte en la Figura 6.7B puede observarse que a
partir de dia 3 comienza a comprimirse levente el tejido en la region mas anterior y esta
compresion aumenta con el tiempo y se mueve posteriormente. Por debajo del limite de
reclutamiento (linea naranja) se encuentran las células reclutadas que entre dia 3 y 4
comienzan a reducir su area. Esto sugiere que un modelo en el cual el reclutamiento de
las células se detenga por accion de la compresion en el tejido podria ser coherente con
los resultados de modelado y experimentales.

6.2.4 Cota en la compresibilidad de las células
durante el proceso regenerativo

Los resultados obtenidos de las simulaciones anteriores corresponden a una parame-
trizacion en la cual los multiplicadores de Lagrange del modelo de vértices son los més
grandes posibles (células lo menos deformables posibles) que hayan permitido modelar
un tejido sin que las fuerzas simuladas hagan que el tejido se rompa. Para explorar una
condicion en la cudl el area de las células fuera todavia més deformable, disminui los
multiplicadores de Lagrange del area y del perimetro en un orden de magnitud respec-
to de los valores correspondientes a las simulaciones mostradas previamente. Realicé
simulaciones con reclutamiento y, como era de esperarse, las células se comprimieron en
promedio con el transcurso de las simulacién (y por tanto, con el aumento de las prolife-
raciones acumuladas), llegando a valores por debajo de las 100;47112 a dia 8 (Figura 6.8).
Estos valores de area celular estan por debajo de lo esperable para los experimentos si se
tiene en cuenta que el desvio estandar en el largo de las células a lo largo del eje AP es
de 0, 1um: propagando el error del area de la célula se obtiene que el 99% de las células
deberia tener un area entre 107 y 119]41712, por lo tanto, las simulaciones en las que
redujimos los multiplicadores de Lagrange para el area y el perimetro conducen a area
celulares predichas significativamente por debajo de las informadas experimentalmente.

La prediccion para el crecimiento de esta variante del modelo refleja la compresion del
tejido, prediciendo un crecimiento muy inferior a la esperada por los datos experimentales
(Figura 6.9).

Esta ultima variante del modelo permite validar la parametrizacion de los multi-
plicadores de Lagrange al indicar una cota inferior sobre los valores que estos pueden
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Figura 6.6: Las células en el escenario con reclutamiento sufren una mayor
compresion que las células en el escenario sin reclutamiento. Cuan-
do las células son reclutadas la probabilidad de division es mayor y como
consecuencia de esto, las células tienen menos espacio para acomodarse (al
menos transitoriamente) porque se tiene una mayor poblacién de células.
La diferencia en el area entre los dos escenarios comienza a hacerse eviden-
te entre dia 3 y 4.

tomar, evitando asi una compresiéon muy alta del tejido que no permita reproducir el
crecimiento experimental observado. Es de notar que este resultado, por otra parte, es
consistente con las determinaciones experimentales de la densidad celular, que sea infor-
mado no cambia demasiado (2,3 £ 0, 6¢cel /um) en el espacio ni en el tiempo en el tejido
en regeneracion (Rost et al. 2016).
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Figura 6.7: Area de las células como funcién del tiempo y el espacio para los
dos escenarios. A) Escenario sin reclutamiento. No existen grandes
cambios del area de las células en el tiempo ni en el espacio, los cambios
observados son relativamente pequenos. B) Escenario con reclutamien-
to. Entre dia 3 y 4 se observa una disminuciéon del area de las células que
comienza en el lado mas posterior del tejido y aumenta a medida que avan-
za la simulacién (y se tiene mas divisiones) hacia regiones anteriores. El
espacio fue binneado de a 500um y se promedio el area de las células en
cada bin y en las 33 simulaciones.
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Figura 6.8: Cuando las células se vuelven poco deformables el tejido se com-

prime por debajo de lo reportado experimentalmente. Segun lo
reportado por los experimentos el 99% de las células deberia tener un area
entre 107 y 119um?2. Esto pone una cota en la compresibilidad de las célu-

las durante las simulaciones.
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Figura 6.9: Cuando las células se comprimen por debajo del area reportada
experimentalmente el modelo no es capaz de reproducir el creci-
miento experimental de la médula espinal.
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CAPITULO /
Discusion

Fue su quietud lo que me hizo inclinarme fascinado la primera
vez que vi a los axolotl. Oscuramente me parecié comprender su
voluntad secreta, abolir el espacio y el tiempo con una
inmovilidad indiferente.

—Julio Cortazar

La respuesta del tejido a la lesiéon de la médula espinal difiere mucho entre los ver-
tebrados. En mamiferos, incluidos humanos, las lesiones en la médula espinal a menu-
do resultan en danos permanentes en los tejidos. En salamandras como el axolotl, sin
embargo, la respuesta de las células ependimales esta estrechamente orquestada para
reconstruir fielmente la médula espinal (Joven y Simon, 2018; Tazaki, Tanaka y Fei,
2017). Después de la amputacion de la cola, las células ependimales de la médula espinal
del axolotl cambian de divisiones celulares lentas neurogénicas, a mas rapidas y prolife-
rativas (Rodrigo Albors et al., 2015). Estos ciclos celulares més réapidos conducen a la
expansion de la fuente de células madres ependimales y conduce a un crecimiento regene-
rativo explosivo. Sin embargo, los mecanismos que regulan la dindmica del ciclo celular
durante la regeneracién no se comprenden completamente. Aqui, utilizando un enfoque
de modelado estrechamente vinculado a datos experimentales, encontramos que el pa-
tron espacio-temporal de proliferacion celular en la regeneracion de la médula espinal del
axolotl es consistente con una sefial que se propaga anteriormente 828um desde el sitio
de la lesién durante las primeras 85 horas después de la amputacién. Aunque, por sim-
plicidad, nos referimos en este manuscrito a una sola senal inducida por la amputacion,
nuestro modelo podria extenderse naturalmente a la salida combinada de multiples se-
nales genéticas, quimicas y/o biofisicas. Ademds, mostramos que el acortamiento de la
fase S es suficiente para explicar el crecimiento explosivo observado durante los prime-
ros dias de regeneracion, pero que tanto S y el acortamiento de G1 son necesarios para
explicar/mantener un mayor crecimiento antes que las primeras neuronas recién nacidas
se hagan visibles (Rodrigo Albors et al., 2015).

En comparaciéon con la cantidad de modelos matematicos disenados para revelar
los fenémenos de formacién de patrones durante el desarrollo (Morelli et al., 2012), el
modelado en regeneraciéon esta todavia en su infancia (Chara et al., 2014). Un ejem-
plo interesante de modelado aplicado a procesos regenerativos fue el de un sistema de
ecuaciones diferenciales ordinarias deterministas que se utilizé6 magnificamente para des-
entranar como los factores de senalizacion secretados podrian usarse para controlar la
salida de linajes celulares de multiples etapas renovando el tejido neural en el epitelio
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olfativo de los mamiferos (Lander et al., 2009). Otro modelo matemético basado en ecua-
ciones diferenciales ordinarias fue concebido para establecer la relaciéon causal entre los
procesos celulares cuantificados individualmente para desentranar la dinamica de las cé-
lulas madre en la médula espinal en desarrollo en pollos y ratones (Kicheva et al., 2014).
En un enfoque similar, previamente se modeld la médula espinal del axolotl en regenera-
cién mediante un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias en forma determinista
describiendo la cinética del ciclo y los ntiimeros de células ependimales en reposo que fue
mapeado a un modelo de crecimiento de la médula espinal (Rost et al., 2016). Esto nos
permitio concluir que mientras la afluencia celular y la reentrada al ciclo celular juegan
un papel menor, la aceleracion del ciclo celular es el principal impulsor del crecimiento
regenerativo de la médula espinal en axolotl (Rost et al., 2016). Un estudio mas reciente
basado en ecuaciones diferenciales ordinarias y parciales que implican la proliferacién
celular fue usado para predecir el crecimiento de la médula espinal del pez cuchillo (Ilies,
Sipahi & Zupanc, 2018).

En este estudio, investigamos la distribucién espacio-temporal de la proliferacién
celular durante la regeneracién de la médula espinal del axolotl. Para ello, y a diferencia
de los articulos mencionados, desarrollamos un modelo basado en células, mas general
pero preciso, que introduce la dimension espacial relevante para el problema: el eje AP.
Para construir un modelo atin mas realista, incluimos atributos no deterministas: una
distribuciéon exponencial de las coordenadas iniciales a lo largo del ciclo celular y una
distribucién lognormal de la duracion del ciclo celular. En el modelo, una senal acorta el
ciclo celular de las células ependimales a lo largo del eje AP como consecuencia de acortar
sus fases G1 y S, como informamos anteriormente (Rodrigo Albors et al., 2015). La
regulaciéon de las fases G1 y S son mecanismos bien conocidos que controlan el destino y la
salida de la célula en un niimero de contextos de desarrollo. En el cerebro, el alargamiento
de G1 da como resultado ciclos celulares mas largos en progenitores que experimentan
neurogénesis (Lukaszewicz et al., 2005; Calegari et al., 2005; Takahashi, Nowakowski
& Caviness, 1995), mientras que el acortamiento experimental de G1 en progenitores
neurales de la corteza cerebral da como resultado divisiones mas proliferativas, lo que
aumenta la reserva de progenitores y retrasa neurogénesis (Salomoni y Calegari, 2010;
Lange, Huttner y Calegari, 2009; Pilaz et al., 2009; Calegari, F. Y Huttner, 2003). Aqui,
hemos demostrado que el acortamiento de G1 durante la regeneracion de la médula
espinal es necesario para sostener la expansién del conjunto de células ependimales.
Juntos, estos hallazgos apuntan a la regulacion de la longitud G1 como mecanismo
clave que regula el aumento de divisiones de células madre/neurales progenitoras en
el desarrollo y en la regeneracion. La longitud de la fase S también se regula durante
el desarrollo modulando el nimero de origenes de replicacion de ADN (Nordman &
Orr-Weaver, 2012). En mamiferos, el acortamiento de la fase S parece desempenar un
papel en la regulacion del modo de division celular: los progenitores neuronales en raton
comprometidos con la neurogénesis y los progenitores corticales neurogénicos en el hurén
se someten a una fase S mas corta que sus contrapartes autorrenovables/proliferativas
(Turrero Garcia et al., 2016; Arai et al. al., 2011). En el axolotl, las células ependimales
en regeneraciéon acortan la fase S durante la fase de expansién/crecimiento. Juntos, estos
hallazgos sugieren que la regulacion de la fase S controla la generacion de células en un
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contexto de desarrollo y regeneracion en lugar de influir en el modo de divisién celular.
El acortamiento combinado de S y G1 en la médula espinal en regeneracion sostiene
la expansion del conjunto residente de células madre neurales/ependimales a expensas
de la neurogénesis. En esta linea, el acortamiento experimental de las fases G1 y S en
los progenitores corticales del cerebro de ratén en desarrollo retrasan la aparicion de la
neurogénesis (Hasenpush-Theil et al., 2018). Nuestros hallazgos se suman a la evidencia
de que la regulacién del ciclo celular es un mecanismo clave que controla la cantidad y
el tipo de células necesarias para generar y regenerar un tejido.

Otra predicciéon de nuestro modelo es que una senal debe extenderse a unos 800um
del lugar de la lesion mientras se reclutan células ependimales 85 horas después de la
amputacién para explicar el patréon espacio-temporal de proliferacion en la médula es-
pinal en regeneracién. Para probar esta prediccion experimentalmente, adaptamos la
tecnologia FUCCI a axolotl, lo que nos permitié visualizar la dinamica del ciclo ce-
lular in vivo. Encontramos un notable acuerdo entre nuestra prediccion y el tamaino
y momento de aparicién de la zona de reclutamiento en la médula espinal AxFUCCI.
Nuestra prediccion se basé en datos de axolotls de 3cm de hocico-a-cola, mientras que
las medidas de AxFUCCI se tomaron de axolotl de 5,5cm. Que el tamano de la zona de
reclutamiento sea constante entre estos dos tamanos de animales, podria ser importante
para comprender la identidad de la sefial inducida por la lesién y como se propaga para
reclutar células ependimales. Experimentos futuros determinaran si el tamano de la zona
de reclutamiento también permanece constante en axolotls aiin mas grandes.

Un rasgo caracteristico de nuestro modelo es que el acortamiento de G1 después de
la amputacion causa una sincronizacion parcial de las células ependimales entre si a me-
dida que pasan por G1. En esta tesis exploré dos mecanismos de acortamientos de la fase
G1, ambos mecanismos dieron lugar a un proceso de sincronizacién. La sincronizacion
del ciclo celular es dificil de medir en células in vivo. Aqui, la propiedad de AxFUCCI
de etiquetar puntos de referencia breves y discretos en el ciclo celular (por ejemplo, la
transicién G1/S) nos permitié visualizar una alta sincronfa G1/S a 1y 2 dias después de
amputacion in vivo. Es de notar que nuestro modelo asume, ademés, una sincronizacion
parcial en la posicién de las células en el ciclo celular en la condicién inicial previa a la
amputacion. Interesantemente, cuando esta sincronizacién parcial desaparece o cuando
es demasiado extrema las predicciones del modelo no reflejan los resultados experimenta-
les, sugiriendo que esta sincronizacion parcial seria necesaria. Serd interesante evaluar si
existe sincronizacién durante la regeneracion de otros tejidos en el axolotl (por ejemplo,
una extremidad) y en otros organismos regenerativos.

Aunque observamos una excelente coincidencia entre nuestras simulaciones de mo-
delado y los datos de AxFUCCI en términos del tamano de la zona de reclutamiento
en los dias 4 y 5 después de la amputacion, también encontramos diferencias en puntos
de tiempo anteriores. En particular, encontramos que significativamente menos células
ependimales en S/G2 en condiciones basales en el presente estudio en comparaciéon con
nuestro estudio anterior (Rost et al., 2016). Los experimentos AxFUCCI informados
aqui se llevaron a cabo bajo restricciones operacionales relacionadas al COVID-19, en
particular, se redujo la frecuencia de alimentacion de los animales. Una reduccion de la
dieta podria plausiblemente tener impacto en la tasa de proliferacién de células epen-
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dimales basales y el crecimiento animal. Tampoco podemos excluir un impacto de las
condiciones generales de la vivienda, ya que los experimentos anteriores se realizaron
en una instalacion animal diferente con, por ejemplo, un suministro de agua diferente.
Desde el punto de vista del analisis de datos, es importante tener en cuenta que en los
experimentos AxFUCCI, las células GO/G1 AxFUCCI se convierten en células AxFUC-
CI de transiciéon y luego en células S/G2 AxFUCCI. Esto significa que las células de
transicion podrian ser células en la fase G1 tardia o en las fase S temprana. Las células
modeladas, por el contrario, van directamente de la fase G1 a la S. En consecuencia, no
podemos equiparar cuantitativamente las células de la “fase de transicion” entre expe-
rimentos y modelo. Es por eso que los datos AxFUCCI y simulaciones del modelo solo
pueden compararse cualitativamente, especialmente en los dias 1 y 2, cuando el niimero
de células en transicion tiene pico. A pesar de estas consideraciones, encontramos que
las proporciones de células ependimales en GO/G1 vs §/G2 AXxFUCCI a los 4 y 5 dias
después de la amputacion, es decir, durante el primer ciclo celular regenerativo coincidid
de forma precisa y cuantitativa con las simulaciones de nuestro modelo. Ademas, la tasa
de crecimiento de la médula espinal en regeneracion fue consistente entre los animales
AxFUCCI en este estudio y la medida en los animales de nuestro estudio anterior (Figura
3-figura suplemento 4B). Es decir que los axolotls muestran una respuesta regenerativa
notablemente consistente dentro de su primer ciclo celular después de la amputacion,
posiblemente convergiendo sus respuestas de ciclo celular a pesar de las diferencias en
la linea de base. Serad fascinante investigar los mecanismos moleculares que permiten
esta respuesta regenerativa sea consistente en axolotls de todas las edades/tamanos y
disponibilidad nutricional.

Una pregunta importante ahora es si la respuesta espacio-temporal del ciclo celular
observada en este estudio concuerda con los eventos de senalizacion conocidos que operan
durante la regeneracion de la médula espinal. Una molécula que es candidato fuerte
para reclutar células ependimales es la proteina tipo MARCKS de axolotl (AxMLP),
un factor secretado involucrado en la respuesta proliferativa durante la regeneracién
del apéndice del axolotl (Sugiura et al., 2016). AXMLP se expresa normalmente en
las células de la médula espinal pero aumenta su expresion después de la amputacion
de la cola, alcanzando un maximo 12 hasta 24 h después de la amputacién y vuelve
a los niveles basales un dia después (Sugiura et al., 2016). La predicciéon de nuestro
modelo esta de acuerdo con el pico de AxXMLP seguido de un periodo descendente de
decodificacion de senales para instruir cambios celulares intrinsecos que conducen a
ciclos celulares mas rapidos. Ademas, la naturaleza de molécula secretada de la proteina
AxMLP podria explicar la respuesta proliferativa de largo alcance en la regeneracién de
la médula espinal. En el futuro, una caracterizacion del curso temporal més estricto de
la localizacion AxMLP durante la regeneracion de la médula espinal del axolotl ayudaréa
a poner a prueba nuestras predicciones.

Los cambios en las propiedades biofisicas de la cola amputada también podrian des-
encadenar un aumento de la proliferacion celular. En los renacuajos de Xenopus, la
amputacion de la cola conduce a la activacion del H+ V— ATPasa que es necesaria y
suficiente para promover la regeneracién de la cola (Adams et al., 2007). En el axolotl,
la amputacion de la cola desencadena cambios en el calcio, el sodio y el potencial de
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membrana en el sitio de la lesion (Ozkucur et al., 2010) mientras que la injuria de la
médula espinal induce un cambio rapido y dinamico en el potencial de membrana en
reposo, potencial que impulsa un programa de expresion génica dependiente de c-Fos
promoviendo una respuesta regenerativa (Sabin et al., 2015). La senal que induce la
proliferacién también podria ser de naturaleza mecénica (Chiou y Collins, 2018). En
esta direccion, es interesante que el dafno de la médula espinal en el pez cebra induzca
una alteracion inmediata de las propiedades mecanicas en el sitio de la lesion, lo que
vuelve gradualmente a la normalidad (SchliBler et al., 2018). Interesantemente, las si-
mulaciones preliminares de nuestro modelo de vértices en 2D nos permitié entretener
las siguiente hipotesis: independientemente de la naturaleza de la senal que inicia el
reclutamiento, el mecanismo de terminacion del reclutamiento podria ser de naturaleza
mecanica, debido a la compresibilidad de las células en el tejido. En efecto, nuestras
simulaciones permitieron determinar cotas para la compresibilidad de las células consis-
tente con la informacién experimental existente. Nuestras predicciones de la distribucion
espacio-temporal que podria tener tal senal inductora de proliferacién guiara los esfuer-
zos para deducir los posibles mecanismos responsables de la regeneracién exitosa de la
médula espinal.

En conjunto, los resultados de esta tesis proporcionan una comprension mecanistica
mas fina de la distribucion espacio-temporal de las células en su ciclo celular que impul-
sa la regeneracion de la médula espinal en el axolotl, y allana el camino en busqueda
de la senal o sefales que lanzan la respuesta exitosa de las células ependimales a la
amputacion. El objetivo por delante sera explorar el espacio paramétrico del modelo 2D
y realizar nuevas predicciones acerca de las fuerzas que gobiernan la regeneracion de la
médula espinal del axolotl que puedan ser sopesadas con los resultados experimentales
de FUCCI y otros experimentos futuros en condiciones de homeostasis, al momento de
la amputacion del tejido y durante toda la regeneracién. Es perspectiva de esta tesis
establecer un dialogo entre las predicciones hipotéticas de nuestros modelos con disenos
experimentales que han surgido en los tultimos afios y que permiten medir fuerzas inter-
celulares e intracelulares que involucran al citoesqueleto. Es de esperar que este camino
nos acerque aun mas a entender los mecanismos que hacen que el axolotl exhiba las
maravillosas propiedades regenerativas que le han dado su fama en el &mbito académico,
y que han alimentado, también, la cultura mexicana y particularmente a la mitologia
azteca, relacionandolo al dios Xélotl, hermano de Quetzalcoatl, asociado a la idea de vida
y movimiento.
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APENDICE A
Materiales y métodos

El problema de los sistemas es esencialmente el problema de las
limitaciones de los procedimientos analiticos en la ciencia.

—Ludwig von Bertalanffy

A.l Métodos computacionales

A.1.0.1 Parametrizacion del modelo

Los pardametros del modelo se resumen en el cuadro 2.1. Brevemente, la longitud de
las células ependimales a lo largo del eje AP, las distribuciones de la duracién de las fases
celulares y la fraccién de crecimiento se fijaron de nuestra publicacion anterior (Rodrigo
Albors et al., 2015). Los tnicos pardmetros del modelo libres son las células anteriores
restantes después amputacion Np, la longitud maxima A de la senal putativa a lo largo
del eje AP y T, el tiempo maximo de reclutamiento celular.

A.1.0.2 Procedimiento de agjuste del swifchpoint experimental con
el limite de reclutamiento tedrico ¢ ()

El switchpoint obtenido experimentalmente de la médula espinal del axolotl en rege-
neracion (extraido de Rost et al., 2016) se ajusté con el limite de reclutamiento predicho
por el modelo ¢(f). Usamos el Método Aproximado de Computacién Bayesiana (ABC)
para estimar la distribucién de los parametros que mejor reproducen los datos experimen-
tales del switchpoint mediante nuestro modelo de limite de reclutamiento. Los métodos
ABC omiten el requisito de evaluar las funciones de verosimilitud y captura la incer-
tidumbre en las estimaciones de los parametros del modelo (Csilléry et al., 2010). En
particular, utilizamos pyABC (Klinger, Rickert & Hasenauer, 2018), un paquete de alto
rendimiento que implementa un esquema de Monte Carlo secuencial (ABC-SMC), que
proporciona una técnica particularmente eficiente para la estimacién de los parametros
(Toni et al., 2018).

Brevemente, generamos una serie de simulaciones estocasticas del modelo 1D a par-
tir de puntos muestreados del espacio de parametros. La corrida se inicializo con un
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tamano de poblacion de 1000 muestras. Todas las distribuciones a priori de los para-
metros se definieron como una distribucién uniforme discreta: Ny ~ unif{100,300},
A ~ unif{500,1500} y T ~ unif{1,192}. Donde los limites de T estdn dados bésica-
mente por el tiempo total de observacion experimental (8 dias) en horas. Los limites de
T (en um) y Ny fueron inicialmente estimado por ensayos de simulacién previos.

Los valores de los parametros muestreados se aceptaron sélo cuando la funcion distan-
cia d entre el limite de reclutamiento simulado y el switchpoint experimental fue menor
que una tolerancia dada €. La funcién de distancia se definié de la siguiente manera:

d— Zi(xi_yi)z (Al)

2
7;

donde u;, 0; y x; corresponden a la media, la desviacién estdndar del switchpoint
experimental y el limite de reclutamiento simulado, respectivamente, en los puntos de
tiempo experimentales i (4, 6 y 8 dias). En cada iteracién, las distribuciones de para-
metros se actualizaron y se volvieron a muestrear. La nueva tolerancia € fue entonces
calculada como la mediana de las distancias a partir de las ultimas muestras de pobla-
cion aceptadas. El resultado del algoritmo fue una muestra de valores de parametros que
infieren sus distribuciones posteriores (Figura 2.4 A, B). La convergencia del método se
evalud siguiendo el valor de € y la tasa de aceptacion, definida como el niimero aceptado
de simulaciones dividido por el nimero total de simulaciones en cada paso de la iteracion
(Figura 2.4 C, D).

A.l.1 Sistema de coordenadas

En todas nuestras simulaciones, el tiempo comienza con el evento de amputacion.
El espacio corresponde al eje anterior-posterior (AP), donde 0 representa el plano de
amputacién y los valores positivos (negativos) son ubicaciones posteriores (anteriores).

A.1.2 Trayectorias y velocidades de los clones

Calculamos las trayectorias de los clones siguiendo las posiciones de cada clon en
simulaciones aleatorias. Cuando una célula dividide, muestreamos la posiciéon media de
las células clones como la posicion del clon. En la figura 2.5, se muestran un total de 11
trayectorias, la primera comienza en 0 (el plano de amputacién) y la tltima a —1100um
(con una muestra cada 50um, aproximadamente). Para estimar la velocidad media de los
clones en diferentes posiciones espaciales en este modelo, el espacio a lo largo del eje AP
se subdividi6 en contenedores de 800um. Para cada trayectoria del clon, las posiciones
se agruparon de acuerdo con estos contenedores. Grupos que contienen menos de dos
mediciones fueron excluidos. La velocidad promedio para cada grupo se estimé mediante
regresion lineal. Asi fue calculada, la media y el desviacion estandar de la velocidad de
todos los clones en un contenedor.
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A.1.3 Implementacion del modelo y herramientas
computacionales

Los modelos se implementaron en Python 3 Las simulaciones y el analisis de datos
se realizaron utilizando Numpy (Oliphant, 2006) y Pandas (McKinney, 2010) mientras
que la visualizacién de datos se llevo a cabo con Matplotlib (Hunter, 2007).

A.2 Materiales y métodos experimentales

A.2.1 Biologia Molecular

El plasmido AxFUCCI se construy6 mediante clonacion de restriccion estandar. Las
caracteristicas relevantes del los pldsmidos AxFUCCI son: (i) sitio Scel para la trans-
génesis estable; (ii) promotor sintético de CAGG para expresion ubicua; (iii) sonda
G0/G1-AxFUCCI (axolot]l Cdtl [aal-128] -GSAGSAAGSGEF glicina/enlazador serina-
mVenus); (iv) Péptido viral "autoescindible” T2A; (v) Sonda S/G2-AxFUCCI (mCherry-
SGGGGGSGGGGS glicina/serina enlazador-axolotl Gmnn [aal-93]); (vi) secuencia de
poliadenilacién de beta-globina de conejo; (vii) Sitio Scel para transgénesis estable. Los
productos de PCR se amplificaron y se ligaron en dos rondas en un vector que ya alberga
sitios Scel, un promotor CAGG, una secuencia T2A seguida de mCherry y secuencia de
poliadenilacién de beta-globlina de conejo.

Los cebadores se compraron como soluciones madre 20uM (Sigma-Aldrich, des-sal
estandar). La secuencia del plasmido AxFUCCI fue verificada por secuenciacién de San-
ger.

A.2.2 Cultivo de células AL1

La linea celular de axolotl inmortalizada "AL1” se cultivd en una incubadora hu-
midificada a 25°C, con 2% de CO,. El medio de cultivo celular contiene: 62,5% de
MEM, 10% de suero fetal bovino, 25% de agua, suplementado con 100U de penicilina-
estreptomicina, glutamina, insulina. Las células ALl se pasaron cada semana en una
proporcion de 1:2 en botellas de cultivo recubiertos de gelatina.

A.2.3 Electroporacion de células ALT e imagenes in
Vivo

La electroporacién se realizé utilizando un sistema de transfeccién de neén (Thermo
Fisher Scientific). Las 50.000 células AL1 se sometieron a electroporacion con 1ug de
plasmido AxFUCCI en PBS al 70%/agua utilizando los siguientes ajustes: 750V, ancho
de pulso de 35ms, 3 pulsos. Las células AL1 electroporadas se colocaron en placas Ibidi



136 A Materiales y métodos

con fondo de vidrio recubierto con gelatina. Después de dos dias, se cambié el medio
de cultivo celular y la placa fue colocada en una camara de microscopia de imagenes
de células vivas automatizada Celldiscoverer 7 (Zeiss). La cdmara del microscopio se
mantuvo a 25°C, con 2% de CO;. Se obtuvieron imégenes de las células cada hora
durante el transcurso de 7 dias para fluorescencia de Venus y mCherry y campo claro.

A.2.4 Mediciones de seguimiento de intensidad de
fluorescencia

Las intensidades de fluorescencia de AxFUCCI se midieron utilizando el complemen-
to TrackMate para FIJI (Tinevez, Perry & Schindelin et al., 2017). Las intensidades
de fluorescencia se normalizaron a la intensidad maxima observada para el respectivo
fluoréforo durante el experimento.

A.2.5 Cuantificacidn de ADN por citometria de flujo

Las células AL1 electroporadas con AxFUCCI se incubaron durante 90 minutos con
medio de cultivo celular que contenia colorante Hoechst 10pg/ml para la tinciéon de ADN.
Después de la incubacion, las células AL1 se lavaron una vez con PBS al 70%/agua, luego
disociado en células individuales usando tripsina. La disociacién se terminé agregando un
volumen 1:1 de suero que contiene medio de cultivo celular. Las células se resuspendieron
en 70% de PBS/agua, luego se filtraron a través de un filtro de 50um. Las células se
analizaron para determinar el contenido de ADN utilizando un citémetro de flujo BD
LSRFortessa y el software FlowJo.

A.2.6 Ciriay transgénesis de axolotls

Los axolotls d/d y AxFUCCI (Ambystoma mexicanum), de longitud del hocico-a-cola
5,5cm, fueron criados en acuarios individuales. Las crias de axolotls fueron realizadas
en la instalacién de animales IMP. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con
las directrices del comité de ética aplicables localmente y dentro de un marco acordado
el Magistrado de Viena (Oficina de Organismos Genéticamente Modificados y MA5S,
Ciudad de Viena, Austria). Los axolotls se anestesiaron con benzocaina (Sigma) diluida
en agua del grifo antes de la amputacion y/o imégenes.

Los axolotls AxFUCCI se generaron mediante transgénesis mediada por meganuclea-
sa [-Scel utilizando los métodos previamente descritos (Sobkow et al., 2006). Brevemente,
se removié la cubierta gelatinosa de huevos fertilizados de axolotl d/d y se los inyect6
con 5nl de mezcla para inyecciéon (aproximadamente 0,5n¢ de plasmido AxFUCCI y
0,005U de meganucleasa I-Scel (NEB) diluido en tampén CutSmart 1X (NEB)). Los
huevos de axolotl inyectados se mantuvieron en 0,1 X MMR/agua a temperatura am-
biente hasta el tamiz. Los animales fundadores transgénicos (F0) se identificaron por
su fluorescencia de Venus utilizando un microscopio de campo amplio AXIOzoom V16
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(Zeiss). Los animales AXFUCCI de la F1 transmitida por la linea germinal se utilizaron
para todos los experimentos de este estudio. Los tamanos de las muestras se determi-
naron empiricamente y dentro los limites de la experimentaciéon bajo las restricciones
operativas inducidas por la pandemia de COVID19.

A.2.7 Limpieza optica de tejidos e imdgenes de
|Gminas de luz

Las colas de AxFUCCI se fijaron durante la noche a 4°C en paraformaldehido al 4%.
Las colas fijadas se lavaron bien con PBS, luego des-lipidada durante 30 minutos a 37°C
en la Solucién-1 del protocolo de aclarado de tejido DEEP-clear (10% v/v THEED, 5%
v/v Triton X-100, 25% p/v de urea en agua) (Pende & Vadiwala et al., 2020). Las colas
de-lipidadas se lavaron con PBS, luego se incubaron durante 2 horas en PBS que contenia
10ug/ml de DAPI. Las colas se lavaron bien y luego se incubaron durante la noche en
una solucién para igualar el indice de refraccién Easyindex (LifeCanvas tecnologias). Las
muestras se mantuvieron oscuras en todo momento para evitar el blanqueamiento de la
fluorescencia de AxFUCCI. Se tomaron imagenes de las colas AxFUCCI limpias en una
soluciéon EasyIndex utilizando un microscopio de ldmina de luz LightSheet.Z1 (Zeiss) y
una camara personalizada.

A.2.8 Preparacidon de los cortes de tejido

Las colas de AxFUCCI se fijaron durante la noche a 4°C en paraformaldehido al
4%. Las colas fijadas se lavaron bien con PBS, luego se incubé durante la noche en
sacarosa al 30% en PBS. Al dia siguiente, las muestras se fijaron en compuesto OCT
(temperatura de corte 6ptima), congelado en hielo seco y almacenado a —80°C hasta el
corte. Se prepararon criosecciones de 10um de espesor a partir de bloques congelados y
se almacenaron a —20°C hasta su uso.

A.2.9 Inmunotincidn y captura de imagenes de las
secciones de fejido

Las criosecciones se calentaron a temperatura ambiente y luego se lavaron extensa-
mente con PBS para eliminar el OCT. Las secciones se bloquearon durante 2 horas a
temperatura ambiente con suero normal de cabra (NGS) al 10% diluido en PBS que
contiene Triton X-100 (PBTx) al 0,2%. Las muestras bloqueadas se incubaron con an-
ticuerpo primario diluido en NGS al 1% durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, las
secciones se lavaron bien con PBTx y luego se tineron con anticuerpos secundarios conju-
gados con Alexa Fluor diluidos 1:500 en PBTx durante 2 horas a temperatura ambiente.
Se incluyd DAPI en la solucién de tincién secundaria a una concentracion de 10ug/mi.
Las secciones fueron bien lavadas con PBTx y se monté en Mowiol que contenia DABCO
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(Sigma) al 2,5%. Los siguientes anticuerpos primarios fueron utilizados en este estudio:
anti-NeuN (Millipore MAB377, ratén, 1:500), anti-Sox2 (conejo, 1: 1.000, Fei et al.,
2016). Las imagenes se adquirieron usando un microscopio confocal invertido LSM980
AxioObserver (Zeiss).

A.2.10 Administracion y deteccidén de EdU

Los axolotls anestesiados fueron inyectaron intraperitonealmente con 400uM de EAU
(diluido en PBS) a una dosis de 20ul/g. Se anadi6 el colorante FastGreen (Sigma-
Aldrich) a la mezcla de inyeccién para ayudar a la visualizacion. Los axolotls injectados
se mantuvieron fuera del agua durante un periodo de recuperacion de 20 minutos bajo
toallas empapadas en benzocaina. Después de la recuperacion, los axlotls inyectados se
devolvieron al agua. Luego del periodo deseado del experimento de pulso y caza, los
axolotls se sacrificaron, se fijaron los tejidos de la cola y se prepararon las criosecciones.

La deteccion de EdU se realizé con el kit de deteccion Click-iT 647 EAU (Thermo
Fisher Scientific) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

A.2.1T Andlisis de imdagenes

Los datos de ldmina de luz (colas de axolotl AxFUCCI) se volvieron a seccionar
digitalmente o se renderizaron en 3D utilizando Imaris software (Oxford Instruments).
Para la cuantificacién de datos completos, la médula espinal se volvid a seccionar longi-
tudinalmente, para producir una tira continua de la luz (el lumen) de la médula espinal,
y las imagenes se exportaron como TIFF para el recuento de células en FIJI. Las fases
del ciclo celular de las células ependimales se cuantificaron a partir de datos digitales
de secciones de 25um de espesor. Las células ependimales se definieron como células en
contacto directo con la luz de la médula espinal. Los videos de Celldiscoverer 7 (células
AL1) se recortaron usando el software ZEN blue (Zeiss), luego se analizaron usando el
Complemento TrackMate para FIJI, como se describe anteriormente. Las iméagenes de
la seccién de tejido se analizaron y cuantificaron utilizando Software FIJI (Schindelin et
al., 2012).

A.2.12 Determinacion del limite AP entre dos zonas
espaciales adyacentes dentro de la meédulas
espinales en regeneracion de axolofl

Probamos si las células ependimales en las diferentes fases del ciclo celular estarian
heterogéneamente distribuidas a lo largo del eje AP de la médula espinal en regeneracion.
Con ese objetivo, ajustamos los perfiles experimentales AP espaciales de los porcentajes
de células que expresan G0/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI, por animal, con un modelo
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matematico que supone dos zonas espaciales homogéneas adyacentes separadas por un
borde anterior-posterior, como sigue:

20g1(x) = g0g1, zfx < APborder
g0¢1, ifx > APborder

s92(x) = {nga zfx < APborder
sg2p ifx > APborder
Donde g0g1(x) y sg2(x) son las variables del modelo que describen la distribucién
espacial de células GO/G1 y S/G2 a lo largo de x, la posicién espacial a lo largo del
eje AP. Los parametros del modelo son g0g1,, el porcentaje anterior de células que
expresan G0/G1-AxFUCCI, g0g1y, el porcentaje posterior de células GO/G1-AxFUCCI
que expresan, sg2,, el porcentaje anterior de células que expresan S/G2-AxFUCCI, sg2,,
el porcentaje de células que expresan S/G2-AxFUCCI y el borde AP, los bordes entre
las zonas anteriores y posteriores, asumidas iguales para las células GO/G1-AxFUCCI y
5/G2-AxFUCCI.
Ajustamos el modelo simultdneamente al perfil AP del porcentaje de GO/G1-AxFUCCI
y §/G2-AxFUCCI que expresan las células de cada animal y a cada tiempo mediante
el uso del Método de Célculo Bayesiano Aproximado (ABC, consulte la seccién de mé-
todos computacionales para obtener mas detalles de la implementacion). Cada ajuste se
inicializé con un tamafo de poblacion constante de 1000 muestras. Las distribuciones a
prioiri de los pardmetros se definieron como una uniforme discreta entre 0 y 100% para
80g1,, g0g1,, sg2, y sg2p. Para el borde AP también se defini6 una uniforme discreta
que cubre todas las posiciones medidas a lo largo el eje AP. La funcién de distancia
entre los datos experimentales FUCCI y el modelo de dos zonas fue definida como:

= Z V (GO/Glexp(x)g081(x))2 + (S/ G2exp(x)sg2(x))?

Donde GO/Glexp(x) y S/ G2exp(x) son los porcentajes de GO/G1-AxFUCCI y S/G2-
AxFUCCI que expresan las células, respectivamente, determinadas en el intervalo x del
eje AP de la médula espinal (para cada animal y cada tiempo).

Cada procedimiento de ajuste tuvo un total de 30 iteraciones. Los resultados del
ajuste se muestran en la Figura 3.2B, Figura 3.3 y 3.4.

Para cada tiempo, comparamos las zonas anterior versus posterior de GO/G1-AxFUCCI
y §/G2-AxFUCCI simultaneamente mediante la realizacién de una prueba de Kolmogorov-
Smirnov entre el mejor ajuste de los pardmetros g0¢1,, ¢0g1, versus sg2,,5¢2,. Aunque
las zonas anterior y posterior eran indistinguibles de cero a 3 dias después de la ampu-
tacion, encontramos una diferencia significativa entre las zonas anterior y posterior en
los datos de GO/G1-AxFUCCI y S/G2-AxFUCCI en el dia 4 y S (Figura 3.3). El borde
AP detectado que mejor se ajusta para cada tiempo luego de la amputacién se muestra
en la Figura 3.2B como areas grises verticales a dia 4 y 5, luego de la amputacion.
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A.2.13 Andlisis estadistico y representacion de datos

En la Figura 3.2, se implement6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov utilizando la
biblioteca Scipy (Virtanen et al., 2020). Las funciones matemaéticas de alto nivel de
Numpy (Harris et al., 2020) se utilizaron a lo largo de las simulaciones y anélisis de los
datos. En la Figura 2.7, Figura 2.4, figura 2.6, figura 2.8 y la Figura B.4B se realizaron
utilizando Matplotlib (Hunter, 2007) mientras que la Figura 3.2B, la Figura 3.3, la
Figura 3.4, la Figura 3.6, la Figura 3.7 y Figura 3.8 se realizaron con Seaborn (Waskom
et al., 2017). En la Figura 3.5. la Figura B.6 y la Figura B.4, los andlisis estadisticos
se realizaron utilizando R. Los datos AXxFUCCI fueron probados para supuestos de
normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) e igualdad de varianza (prueba de Levene) para
determinar las pruebas estadisticas adecuadas a realizar. No se excluyeron datos. Los
detalles de las pruebas estadisticas y sus resultados se pueden encontrar en la leyenda
de la figura correspondiente. La significacion estadistica se definié como p < 0,05. Estos
graficos se trazaron utilizando Prism (GraphPad). Todas las figuras fueron compiladas
en Adobe Illustrator.
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Otros resultados
experimentales de FUCCI

A Cdt1 degron B Cdt1 degron  pip pox Cy motif
Human CDT1 (Q8H211) 1 IH—IHHHH-2H 546 Human CDT1 3 QRRVTDF 9 68 RRL 70
Mouse Cdt1 (Q8R4ES) 1 ——HHII H—EH I | . 57 Mouse Cdt1 3 QSRVTOF 9 65 RRL B7
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AXFUCCI Cdt1 fragment
PP ICy)

C Gmnn degron D emnn degron g pox
Human GMNN (075496) 1 - I . 209 Human GMNN 23 RRTLKMI|QF 31
Mouse Gmnn (088513) 1=—-=-=-=—-=—= 206 Mouse Gmnn 23 RRTLEMIQP 31
Zebrafish gmnn (Q1LUSE) 1 = ———————— .1 241 Zebrafishgmnn 32 RRTLOVLOP 40
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D bok

Figura B.1: Determinacién de fragmentos de Cdtl y Gmnn para el reportero
AxXFUCCI. A) Alineamiento de proteinas Cdtl de longitud com-
pleta de ser humano, ratén, pez cebra y axolotl. Los identificadores
Uniprot se dan entre paréntesis. Los niimeros indican nimeros de residuos
de aminodcidos. Las regiones rojas indican una alta similitud /identidad de
aminoacidos; regiones en gris indican baja conservacion. Las alineamientos
se realizaron utilizando COBALT (NCBI). El fragmento AxFUCCI Cdtl
comprende los aminoacidos 1-128 del axolotl Cdtl, que albergan la caja
PIP degron y corresponden a los aminoacidos 1-190 de Cdt1 de pez cebra
utilizado para hacer FUCCI de pez cebra (Sugiyama et al., 2009, Bouldin
et al., 2014). B) Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del
degron Cdt1. La caja PIP esta bien conservada evolutivamente. Al igual
que el cdtl de pez cebra, el Cdtl de axolotl alberga un motivo "KKL”
en lugar del motivo "RRL” que se encuentra en humanos y ratones. C)
Alinemiento de longitud completa de proteinas gmnn de huma-
nos, ratones, peces cebra y axolotls. El fragmento AxFUCCI Gmnn
comprende los aminoacidos 1-93 de axolotl Gmnn, que alberga el cuadro
de Destruccién (D) y corresponde a los aminoacidos 1-100 del pez cebra
gmnnl utilizado para hacer FUCCI de pez cebra (Sugiyama et al., 2009,
Bouldin et al., 2014). D) Alineaciones de aminoécidos de la caja Gmnn D.
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A Fluorescence tracking: G, to G, AxFUCCI - two examples
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B Fluorescence tracking: S/G, to S/G, AxFUCCI - two examples
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Figura B.2: Determinaciones de intensidad de fluorescencia de AxFUCCI a
través del ciclo celular. Mediciones de la intensidad de la fluorescencia
de las células AL1 electroporadas con AxFUCCI a medida que transitaban
a través de un ciclo celular de G1 al siguiente G1 (A) o S/G2 al siguien-
te S/G2. (B) Se presentan dos ejemplos para cada transicién. Las lineas
verdes representan la fluorescencia GO/G1-AxFUCCT; las lineas magen-
ta representan la fluorescencia de S/G2-AxFUCCI. Para cada punto de
tiempo, el nicleo celular se segmentd y se calculd la intensidad media de
fluorescencia. Lass intensidades se fluorescencia se normalizaron al valor
maximo observado durante la sesiéon de imagenes. h: horas después inicio
de la imagen. La méxima fluorescencia se observa en la mitosis, cuando la
célula se redondea en preparacion para la division celular. La intensidad
media de la fluorescencia disminuye drasticamente después de cada mito-
sis debido a la diluciéon del fluoréforo y del plasmido entre las dos células
hijas. Para ver videos de muestra, vea los Videos 2 y 3.
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A DNA content analysis (AxFUCCI-electroporated AL1 cells)
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Figura B.3: Cuantificacion de ADN por citometria de flujo para validar la funcionali-
dad AxFUCCI. A) Contenido de ADN relativo en células G0/G1-
AxFUCCI (verde), S/G2-AxFUCCI (magenta) o Transicién-
AxFUCCI (gris). Las células AL1 electroporadas con AxFUCCI se in-
cubaron en medio de cultivo celular que contenia tincién de ADN Hoechst
durante 90 minutos antes de la disociacion y el analisis.
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Proliferation: B Spinal cord outgrowth comparison C DNA content analysis (AxFUCCI transgenic axolotl tail cells)
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Figura B.4: Validacién de la funcionalidad AxFUCCI mediante analisis de
tejidos in vivo.
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Figura B.4: A) La linea de base de proliferacién en la médula espinal AxFUCCI no
es significativamente diferente de los controles d/d. EAU se administré en
2 pulso de una hora a AxFUCCI en animales no lesionados o de control
d/d. Las colas fueron cosechadas y seccionadas para cuantificar células
proliferativas marcadas con EAU en la médula espinal. ns: no significativo,
p = 0,62 (prueba t de dos muestras). Las barras de error indican des-
viacién estandar. n = 5 colas (control) o 3 colas (AxFUCCI), 750 células
contadas en total para cada una, de las cuales aproximadamente 50 células
fueron marcadas con EAU. B) Las colas AxFUCCI se regeneran con
cinética normal. El crecimiento de la médula espinal se midi6 cada dia
hasta 5 dias después de la amputacién de la cola AXFUCCI, y fue repre-
sentados junto con las mediciones obtenidas previamente de animales de
control d/d (Rodrigo-Albors et al., 2015). C) Cuantificacién de ADN
por citometria de flujo. Las células se incubaron con tincién de ADN
de Hoechst durante 60 minutos antes del andlisis. D) Cuantificacién
de ADN de secciones de tejido AxFUCCI. Imagen confocal de una
sola secciéon de una columna vertebral AxFUCCI de 10um de espesor de
seccién transversal de la médula, tenida conjuntamente con DAPI (gris)
para marcar el ADN. El panel central muestra las células que satisfacen
los criterios de cuantificacion: deben abarcar la médula espinal, entrar en
contacto con la luz y no quedar oscurecidas por las células vecinas. Los ani-
males AxFUCCI también se pulsaron con EAU durante 8 horas antes de la
recoleccién de la cola. E) Histograma que muestra las intensidades
DAPI de las células AxFUCCI cuantificado en D. La intensidad
media de las células GO/G1-AxFUCCI se estableci6 en un valor arbitrario
de 1 (2n). Las células S/G2-AxFUCCI tienen un contenido de ADN signifi-
cativamente mas alto que las células GO/G1-AxFUCCI (p = 2,20x10~1°,
prueba de Welch). n = 3 colas (total de 341 células GO/G1-AxFUCCI
frente a 157 células S/G2-AxFUCCI). F) Correlacién del marcador
EdU (ver panel D) con cada poblacién que expresa AxFUCCI.
n = 3 colas, se contaron 819 células que expresan AXFUCCI en total,
de las cuales 171 habia incorporado EAU. G) Las neuronas de la mé-
dula espinal expresan G0/G1-AxFUCCI. Las neuronas que expresan
NeuN se encuentran en la periferia de la médula espinal. 98 +£1,5% de
las neuronas expresaron G0/G1-AxFUCCI, y el resto no expresar ningin
AxFUCCI. n = 5 colas, se contaron un total de 2170 células NeuN +.
H) Las células ependimales expresan todas las combinaciones de
AxFUCCI. Las células ependimales que expresan Sox2 estan ubicadas en
el interior de la médula espinal, que recubren el lumen.
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Figura B.5: El protocolo de limpieza de tejidos no altera la longitud de la médula
espinal. A) Lo mismo, imagen fija del tejido de la cola antes (izquierda)
o después (centro) del aclaramiento del tejido y coincidencia del indice de
refraccion. Derecha: despejado del tejido de la cola conserva el 97 +£1,7%
de su longitud en comparacién con el tejido de la cola sin despejar. n = 3
colas.
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A Comparison: wholemount vs section data B EdU assay to discriminate G,/S vs G,/M
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Figura B.6: Las células Transicion-AxFUCCI 1 y 2 dias después de la amputacién se

encuentran en la transicion G1/S. A) Comparacion de las cuantificacio-
nes de AxFUCCI realizadas a partir de muestras completas (completas)
o de secciones de tejido (Seccién). No se observaron diferencias entre las
cuantificaciones basadas en montajes completos y las basadas en secciones
(ANOVA de una via).n = 3 colas por punto de tiempo, aproximadamente
400 células contadas en cada una, correspondientes a aproximadamente
750um de la médula espinal. Las barras de error indican la desviacion es-
tandar. B) Ensayo basado en EAU para distinguir células G1/S y células
G2/M. C) Imagen confocal de seccién tnica de 10um de médula espinal 1
dia después de la amputacion, pulsada durante 24 horas con EAU antes de
la cosecha. Las células AxXFUCCI de transicién (doble positivo, delineadas)
no han incorporado EAU (amarillo). Las células vecinas S/G2-AxFUCCI
(magenta) han incorporado EdU (control interno). D) El porcentaje de
cada poblacién de células AxFUCCI y células mitéticas que incorpora-
ron EAU en el ensayo en B. Como se esperaba, ninguna de las células
G0/G1-AxFUCCI incorporaron EAU y todas las células mitoticas habian
incorporado EdU. La mayoria de las células S/G2-AxFUCCI incorpord
EdU. Por el contrario, casi ninguna de las células Transition-AxFUCCI
1y 2 dias después de la amputacion incorporado EAU, lo que indica que
residen en la transicion G1/S. n = 3 colas por punto de tiempo. Total
de células contadas por punto de tiempo: 1 dia después de la amputacion
(671 GO/G1-AxFUCCI, 115 S/G2-AxFUCCI, 442 Transicién-AxFUCCI, 1
célula mitdtical, 2 dias después de la amputacion [643 GO/G1-AxFUCCI,
191 S/G2-AxFUCCI, 315 Transicion-AxFUCCI, 3 células mitéticas).
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