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RESUMEN

Objetivo: Determinar los efectos de las mutaciones PIM-1-184V y PIM-159N en |a
interaccién y dinAmica molecular de residuos de aminoéacidos de la PIM-1"y su
relacion con el Linfoma. Material y métodos: Estudio computacional, se
combiné simulaciones de dindmica molecular y analisis estructural para modelar,
simular y analizar las mutaciones en la enzima PIM-1. A nivel descriptivo, se
detallan las estructuras y funcionalidades de la enzima y sus mutaciones, a nivel
explicativo se exploran y explican sus efectos en la dinamica molecular y
funcionalidad. Resultados: El alineamiento de secuencias mudltiples revelo
mutaciones clave que afectan las regiones N-terminal y C-terminal. La estructura
terciaria bilobulada de PIM-1 muestra actividad constitutiva debido a su
configuracion catalitica Unica. El andlisis PCA identifico dos grupos principales
de isoformas, diferenciados por su conformacion abierta o cerrada. Las
simulaciones de dindmica molecular indicaron que las mutaciones afectan la
flexibilidad y estabilidad de la proteina, con PIM-1 mostrando mayor variabilidad
estructural. El andlisis de correlacion cruzada sugiri6 movimientos coordinados
entre los dominios N-terminal y C-terminal, cruciales para la funcion enzimética.
Conclusiones: Las mutaciones de la enzima PIM-1 alteran regiones clave de la
proteina, pero no afectan los sitios fundamentales, sugiriendo que la capacidad
catalitica y la regulacion bioldgica de PIM-1 se mantienen intactas. Sin embargo,
la dinamica molecular mostré que estas mutaciones influyen significativamente
en la dinamica estructural de la enzima, afectando las correlaciones cruzadas en
regiones especificas. Palabras claves: PIM-1, Linfoma, Analisis de

componentes principales, Correlaciones cruzadas, Efectos conformacionales.
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ABSTRACT

Objective: Determine the effects of the PIM-1L184V and PIM-1S97N mutations
on the molecular dynamics and interaction of amino acid residues of PIM-1Wt
and its relationship with Lymphoma. Material and methods: Computational
study, molecular dynamics simulations and structural analysis were combined to
model, simulate and analyze mutations in the PIM-1 enzyme. At a descriptive
level, the characteristics and structural of the enzyme and its mutations are
detailed, at an explanatory level its effects on molecular dynamics and
functionality are explored and explained. Results: Multiple sequence alignment
revealed key mutations affecting the N-terminal and C-terminal regions. The
bilobed tertiary structure of PIM-1 shows constitutive activity due to its unique
catalytic configuration. PCA analysis identified two main groups of isoforms,
differentiated by their open or closed conformation. Molecular dynamics
simulations indicated that the mutations affect the flexibility and stability of the
protein, with PIM-1 showing greater structural variability. Cross-correlation
analysis suggested coordinated movements between the N-terminal and C-
terminal domains, crucial for enzyme function. Conclusions: Mutations of the
PIM-1 enzyme alter key regions of the protein, but do not affect the fundamental
sites, suggesting that the catalytic capacity and biological regulation of PIM-1
remain intact. However, molecular dynamics showed that these mutations
significantly influence the structural dynamics of the enzyme, affecting cross-
correlations in specific regions. Keywords: PIM-1, Lymphoma, Principal

component analysis, Cross-correlations, Conformational effects.
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|. PREGUNTA DE INVESTIGACION

1.1 Pregunta general

¢Como las mutaciones S97N y L184V afectan la dinamica molecular y en la

correlaciéon de movimientos de los residuos de aminoécidos de la enzima PIM-

1WT?
1.2 Preguntas especificas

I. ¢Habréa patrones de flexibilidad entre las diferentes estructuras terciarias
de la enzima PIM-1 disponibles en el repositorio del PDB?

Il. ¢Existira variaciones en la flexibilidad de los residuos de aminoacidos de
la proteina PIM-1WT cuando hay presencia de las mutaciones L184V vy
S97N?

lll. ¢Seran diferentes los movimientos de las enzimas mutantes PIM-1-184V y
PIM-1597N en funcién del PIM-1WT?

IV. ¢ Existira cambios en el movimiento de correlacion cruzada de los

mutantes PIM-1-184V y PIM-1597N en funcién del PIM-1WT?

II. INTRODUCCION

Los linfomas son un grupo de neoplasias malignas de los tejidos linfoides
formados por diversos progenitores de células B, T o T N/K, tiene una incidencia
de 7.8 casos de 100 000 habitantes y una indice de mortalidad de 3.7 pacientes
de 100 000 habitantes, (1) ademas se consideran como el quinto cancer mas

comun en Estados Unidos y la octava causa de muerte por cancer en México.
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(1,2) En el Peru para el afio 2023, los linfomas ocupan la novena posicion de las
neoplasias que afectan a la poblacion siendo mas frecuente en varones que en
mujeres. (3)

La acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos da lugar a mutaciones del
ADN que se concentran en diversas fases de la maduracion de los linfocitos B,
T y NK. Estas mutaciones son la causa de la progresion. (4) La serina/treonina
quinasa de la familia de insercién proviral en murino (PIM) son conocidos como
reguladores criticos en las neoplasias malignas. Por tanto, se ha sugerido que
PIM-1 es un objetivo farmacolégico atractivo en el cancer. Los siguientes hechos
hacen que las PIM quinasas sean especialmente atractivas para la inhibicion
farmacoldgica: (i) Un estudio del fenotipo de los ratones con deficiencia de PIM-
1 indica un perfil de toxicidad favorable para los inhibidores de PIM. (ii) La terapia
basada en inhibidores de PIM redujo el crecimientoin vivo de leucemia y
adenocarcinoma de xenoinjertos. (iii) EIl modo de unién de ATP con el sitio de
union de PIM es significativamente diferente en comparacién con la mayoria de
las proteinas quinasas. Esta Ultima caracteristica es especialmente interesante
para el disefio de farmacos, ya que promete la posibilidad de desarrollar
inhibidores especificos. (5) Asimismo, se ha evidenciado que la sobreexpresion
de PIM-1 esté asociado en canceres liquidos como soélidos, es decir en érganos
hematopoyéticos encontrandose en enfermedades como leucemia aguda
mieloide y linfoide, (6) mientras que, en 6rganos sexuales, se encuentra en el
cancer de prostata.

Asi también, cabe sefalar que la proteina proto oncogénica (PIM-1) esta ubicada
en el cromosoma 6 (6p21.2), abarcando 5 kb de ADN. (7) Se ha demostrado que

tiene varias funciones como respuesta a la hipoxia, el ciclo celular y la resistencia
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a apoptosis, (8) es por ello que su funcion es la transduccion de sefiales en las
células sanguineas, que comunica la proliferaciébn y supervivencia celular
selectiva en la tumorigénesis. (9) En las enfermedades hematoldgicas agresivas
como las neoplasias linfoblasticas de células T, afecta a la médula 6sea, la
sangre (T-ALL) o en los nédulos linfaticos (T-LBL), presentando la fosforilacion
sostenida y activacion de la via STATS (factores de transcripcion que tienen
funciones criticas in vivo en el desarrollo linfoide), (10) que induce la
sobreexpresion genética alterando las transcripciones aberrantes. El resultado
para la proliferacion de aquellas células oncoldgicas de la via STAT5 son por la
sobreexpresion del PIM-1 que tiene efecto directo a C-MYC y mTOR. (11) Enla
leucemia mieloide aguda (LMA), un tercio de los pacientes afectados tienen
mutaciones en el gen FLT3, que en su activacion al receptor provoca la pérdida
de auto inhibicion, entre las vias que se activan esta el STAT5, que genera la
transcripcion de los genes como ciclina D1, c-myc,p21, enzimas serina quinasas
(PIM 1y PIM2). (12)

PIM-1 es un objetivo de las caspasas, proteinas esenciales implicadas en la
transmision y ejecucién de la sefial apoptética desencadenada por una variedad
de eventos (13) y contiene 313 residuos de amino&cidos. Debido a la actividad
serina/treonina quinasa, es considerada como miembro de la familia de proteinas
PIM2 y PIM3, y esta regulada transcripcionalmente por citocinas, mitdgenos y
numerosos factores de crecimiento. Los sitios de inicio de la traduccion de PIM-
1 y PIM2 son alternativos con dos y tres isoformas respectivamente. (14) Las
mutaciones naturales de PIM-1 han demostrado ser efectivas en la actividad
transcripcional de la fosfoproteina MYC, regulacion del ciclo celular y la

fosforilacion e inhibicion de proteinas pro-apoptaticas. (15) Sobre el mecanismo
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de accion, la fosforilacion a veces incrementa la estabilidad o su actividad
enzimatica, o por lo contrario, la inhibe, por consecuencia la ETK al fosforilar a
la PIM-1 en el residuo Tyr218, incrementa la actividad de la PIM quinasa, que en
condicién natural su activacion no depende de fosforilacion externa. (16) Por el
contrario, la fosfatasa PP2A se sobreexpresa y desfosforila PIM-1, lo que da
lugar a ubiquitinacion y destruccion a través de la via proteasémica. La HSP90
interactia con los PIM para aumentar su estabilidad, mientras que la HSP70
promueve la ubiquitinacién y la destruccién del proteasoma. (17) Esto inhibe en
condiciones de hipoxia, su actividad en humanos es a través de la regulacion en
la actividad transcripcional de MYC, también de la progresion del ciclo celular,
fosforilacion e inhibicion de proteinas pro-apoptéticas, entre ellas BAD, MAP3K5,
FOXO03.(18) El rol de las PIM quinasas en el desarrollo del cancer, ocurre por su
sobre-expresion en diferentes tumores hematopoyéticos y sélidos. En el ciclo
celular y proliferacion, puede inhibir a p21 y p27 lo cual impide la regulacion
negativa y permite a la célula tumoral superar la parada G1/S de la division
celular. En la apoptosis, la Pim inhibe la apoptosis a traves de BAD, esto evita la
muerte programada de las células neoplasicas. También se ha encontrado que
las Pim quinasas se relaciona con la migraciéon de células tumorales a través de
la fosforilacion en Ser339 de CXCR4 relacionada con la angiogénesis,
metastasis y resistencia terapéutica. (14) En condiciones fisiolégicas, PIM-1 se
expresa constitutivamente a un nivel bajo en varios tejidos. Su nivel aumenta
significativamente en respuesta a diversos factores de crecimiento, mitdgenos y
citoquinas, ya que esta regulado por las vias JAK-STAT y NF-kB. El PIM-1 se

sobreexpresa en una amplia gama de tumores humanos, lo que sugiere su
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participacion en procesos oncogeénicos. Ademas, en las neoplasias
hematopoyéticas, expresion de PIM-1 se relaciona con un mal pronéstico. (5,6)
A la actualidad, se evaluaron un total de 100 mutaciones en el dominio quinasa
de PIM-1; sin embargo, se desconoce los efectos que tiene las mutaciones en la
dinamica molecular, sobre todo en los procesos de flexibilizacion, cierre y
apertura de la proteina. A continuacién, se resume la expresion de PIM quinasas
en diferentes modelos tumorales:

Tabla 1. Expresion de PIM quinasas en diversos tipos de cancer (14)

Tumor Expresion de PIM Pronéstico

Tumores hematopoyéticos

Leucemia linfatica cronica PIM-1, PIM2 ND
Linfoma de células de

PIM-1, PIM2 Pobre
manto
Linfoma difuso de células

PIM-1, PIM2 Pobre
B grandes
Linfoma de Burkitt PIM-1 ND
Linfoma de celular B PIM-1, PIM2 Pobre
Leucemia mieloide aguda PIM2 ND
Tumores sélidos
Céancer de prostata PIM-1, PIM2 Pobre, favorable
Céancer de vejiga PIM-1 ND
Céancer de pancreas PIM-1, PIM3 Favorable (PIM-1)
Céancer gastrico PIM-1, PIM3 Pobre
Céancer escamoso de

PIM-1 Pobre
cabeza y cuello
Carcinoma escamoso oral PIM-1 ND
Carcinoma colorrectal PIM-1, PIM3 ND
Céancer de higado PIM-1, PIM2, PIM3 ND
Liposarcoma PIM-1 ND
Sarcoma de Ewing PIM3 ND
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Fuente: La inaccién de PIM guinasas potencia la muerte celular mediada por el

ligando de muerte TRAIL en glioblastoma.

Los principales mecanismos por los cuales las PIM quinasas ejercen sus
actividades oncogénicas incluyen: modulacion de la actividad transcripcional de
MYC (las PIM fosforilan MYC en S62 y S329, lo que da como resultado una
mayor estabilidad de la proteina MYC vy, por lo tanto, regulan su actividad
transcripcional), regulacion de la traduccion dependiente de cap (estructura que
poseen casi todos los MRNA eucariontes en su extremo 5 (m7GpppN, donde N
es cualquier nucledtido), (19) regulacion de progresion del ciclo y sefializacion a
favor de la supervivencia que contrarresta la mayor sensibilidad de las células
tumorales a la apoptosis. (5)

PIM-1 adopta un tipico pliegue de quinasa bilobulada. EI dominio N-terminal
(residuos 37 a 122) consta principalmente de cadenas B y una unica hélice a. El
dominio C-terminal (residuos 126 a 305) es principalmente a-helicoidal. Los
dominios estan conectados a través de una region bisagra (residuos 123-
125). En la quinasa PIM-1, su sitio de union a ATP se ubica entre los dos
dominios y esta flanqueado por dos bucles: un bucle rico en glicina (bucle G;
residuos 44 a 52) y un bucle de activacién (residuos 185 a 204), y una region
bisagra 5. (20) La singularidad de la uniéon de ATP en PIM-1 se manifiesta en
interacciones dentro de la regién bisagra. La mayoria de las proteinas quinasas
interactian con el ATP formando dos enlaces de hidrogeno dentro de esta
region, mientras que la region bisagra de PIM-1 carece de uno de los donantes
de enlaces de hidrégeno candnicos dentro de la columna vertebral, en lugar de

contener un residuo de prolina (Pro123) en la posicion equivalente. (21) Esta
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caracteristica distintiva establecié la proteina quinasa PIM-1 como un objetivo

atractivo para el disefio de farmacos. (22)
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I1l. JUSTIFICACION

El cdncer en su complejidad se caracteriza por su proceso proliferativo y
circulacién descontrolada llamada metastasis, el cual tiene varias alteraciones,
incluyendo mutaciones e inestabilidad genética, para su tratamiento se utilizan
agentes quimioterapéuticos convencionales, con efectos secundarios y/o nulos.
Surge la necesidad de la orientacion para la base de nuevos farmacos
quimioterapéuticos basados en la dindmica molecular. Sin embargo, los
protooncogenes pasan por mutaciones donde pueden producir una divisién
celular descontrolada, tomando como ejemplo, el aumento de la expresion de
PIM-1 la cual se correlaciona con el grado de malignidad de las neoplasias
hematoldgicas, como también otros tipos de cancer (23). Las PIM quinasas son
relacionados con la metastasis debido a la fosforilacion de los anticuerpos
GSK3b y FOXP3 por parte de PIM-1 ya que anula el papel anti-metastasico de
las proteinas mencionadas.

Investigadores han comunicado que las variaciones genéticas que afectan al
PIM-1 se relacionan con la capacidad intrinseca de resistencia a farmacos como
ibrutinib. En su conjunto, estos datos apuntan hacia la participacion de PIM-1 en
el fendmeno de resistencia a ibrutinib, ya sea a través de alteraciones genéticas
especificas o un incremento en la actividad genética de esta enzima, y sugieren
que la modificacion de este mecanismo podria potenciar la efectividad de
ibrutinib. Se ha comprobado que la combinacion de un inhibidor pan-PIM junto
con ibrutinib puede superar la resistencia provocada tanto por la presencia de
mutaciones en PIM-1 como por un tratamiento prolongado con farmacos. (8)
Dado que las terapias recientemente desarrolladas tienen como objetivo abordar

las neoplasias mediante mecanismos vinculados a cambios genéticos, es
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justificable investigar estas mutaciones genéticas y sus particularidades. (24) Por
tanto, la comprension del papel de las quinasas son &reas importantes de
investigacion en la genética oncoldgica y terapéutica del linfoma. Este estudio
proporcionard un panorama genomico y protedmico de la interaccion en la
dinamica molecular y prediccion de la funcionalidad de las proteinas en las
mutaciones del PIM-1, ofreciendo un aporte para nuevos estudios dirigidos a la

practica clinica, los programas de desarrollo de farmacos y tratamientos

biomédicos.
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IV. OBJETIVO GENERAL E HIPOTESIS

4.1 Objetivo General

Evaluar como las mutaciones en la zona L184V y S97N afectan la dindmica

molecular e interaccion de residuos de aminoacidos de la enzima PIM-1WT,
4.2  Objetivos especificos

I. Evaluar los patrones de movimiento de las estructuras homadlogas de PIM-
1 almacenadas en el repositorio protein data bank.

II. Analizar las variaciones de la flexibilidad de los residuos de aminoacidos
de los mutantes PIM-1-184V'y PIM-1S9N y |a proteina PIM-1.

[Il. Evaluar el movimiento de las enzimas mutantes PIM-1-184V y PIM-159"N en
funcién del PIM-1WT

IV. Examinar los cambios del movimiento de correlacion cruzada de las

enzimas mutantes PIM-1-184V y PIM-1597N en funcién del PIM-1%T,
4.3 Hipétesis general

Las mutaciones L184V y S97N afectan la dinamica molécula y la interaccion

residuo-residuo de la enzima PIM-1WT de Homo sapiens
4.4  Hipoétesis especifica

|. Existe un patrén de flexibilidad colectiva de los residuos de aminoacidos
ubicados en la region C-terminal de las proteinas de la familia PIM.

Il. Siexiste diferencias en la flexibilidad de la enzima PIM-1"T a causa de las
mutaciones L184V y S97N, especificamente en las regiones donde se

ubican las mutaciones.
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lll. Los movimientos colectivos de las proteinas PIM-1"T respecto de los
mutantes, variara debido a cambios en los residuos L184V y S97N.
IV. Las correlaciones cruzadas de los residuos de aminoacidos de los

mutantes L184V y S97N, sera diferentes respecto del PIM-1"T,
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Caracterizaciéon de la estructura primaria'y secundaria

5.1.1 Alineamiento de secuencias multiples

Se utilizé el alineamiento multiple de secuencias con BIOEDIT y el método
ClustalW para estudiar los aspectos evolutivos de la conformacion y
funcionalidad del gen PIM-1 desde un enfoque estructural. Ademas, se realizd
un estudio filogenético utilizando el modelo UPGMA del software MEGAG; se

encontraron homélogos de la proteina PIM-1 en el repositorio de Uniprot.

5.1.2. Clasificacion de las isoformas de PIM-1

Los codigos de la proteina PIM-1 (1XQZ, 1XR1, 4K0Y, 4K1B, 4X7Q, etc.) se
utilizaron para identificar estructuras analogas utilizando BLAST, y las diversas
estructuras de PIM-1 encontradas por cristalografia se descargaron del PDB del
RCSB utilizando el software Bio3D. (25,26) Kalenkiewicz et al. emplearon un
criterio de identidad de secuencia del 70% (27), y eliminaron las estructuras
duplicadas con residuos de aminoacidos faltantes. Estas secuencias de
aminoacidos se alinearon utilizando la técnica MUSCLE. (28) Las coordenadas
cartesianas de los atomos C-a, que corresponden al dominio C-terminal, se
utilizaron para superponer todas las conformaciones. Se empled el andlisis de
componentes principales (PCA) para evaluar los vinculos entre grupos de
conformaciones de estructuras apiladas, ya que es altamente eficaz para evaluar
las distribuciones de estructuras experimentales y compararlas con

conformaciones obtenidas a través de simulaciones de dinamica molecular (MD).
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5.2 Comportamientos estructurales y funcionales

5.2.1 Analisis de modo normal

Los estudios de NMA se llevaron a cabo utilizando la biblioteca Bio3D, que
permitié el examen simultaneo de una gran cantidad de estructuras mediante la
implementacion del andlisis de modos normales de conjunto (eENMA) (25,26).
Este método permiti6 la rdpida caracterizacion y comparacion de la flexibilidad
entre estructuras homoélogas. El programa MUSCLE (28). se utiliz6 para
proporcionar informacién en forma de estructuras pdbs alineadas. Luego se
utilizé un modelo eficaz basado en C- a para determinar rapidamente los modos.
5.2.2 Dinamica Molecular

Se llevaron a cabo simulaciones con estructuras cristalograficas de alta
resolucion (>3 angstroms) de proteinas PIM-1. El paso inicial del procedimiento
fue eliminar las moléculas de agua y los mondémeros. Se evalud la
estereoquimica de los modelos mediante graficos de Ramachandran generados
en el sitio MolProbity (29), mientras que la validez de los pliegues se comprobd
utilizando el servicio Verify3D en linea (30,31). Se utiliz6 la versién 2022 del
software GROMACS (32) para ejecutar la simulacion de dinAmica molecular. Se
utilizé el médulo PDB2GMX para crear la topologia. Se utilizé el campo de fuerza
CHARMMS36 para simular todos los sistemas (33). Se emple6 una caja de 10 A
para la dinamica, con condiciones de contorno periédicas (PBC) aplicadas en
todas las direcciones. Los sistemas se resolvieron utilizando el modelo de agua
TIP3P (34). Se utilizaron iones para enfriar el sistema, como en investigaciones
anteriores (35,36). Para la reduccion de energia se empled el enfoque
escalonado con 10 000 pasos, con el objetivo de encontrar energia menor a 1000

kcal/mol. Se empleo un sistema isotérmico-isobarico de dos fases para modelar
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un entorno celular fisioldgico. La primera fase de equilibrio se realizé en el
ensamble NVT a una temperatura constante de 300 K, controlada por un
termostato Berendsen. La segunda fase de equilibrio se llevo a cabo en el
ensamble NPT a una presion de 1 bar durante 2 ns, utilizando el barostato
Parrinello-Rahman. La simulacion se extendio a lo largo de 100 ns con pasos de
integracion de 2 fs bajo condiciones de temperatura y presion constantes
mediante la técnica de integracion escalonada. Durante el equilibrio, todos los
enlaces se restringieron utilizando el método LINCS (37), y las interacciones
i6nicas de largo alcance se manejaron mediante la técnica de malla de particulas
de Ewald.

5.2.3 Analisis de componentes principales

Para comenzar el PCA, el archivo xtc se convirtio al formato dcd utilizando el
programa CATDC. Luego se realizaron los PCA utilizando el paquete Bio3D de
R-Project (25) (38,39) Los atomos Ca de los ultimos 100 ns de las trayectorias
se usaron para el el analisis de componentes principales. (40)

5.2.4 Matrices dinamicas de correlacién cruzada (DCCM)

Se utilizé el DCCM para evaluar la direccion de movimiento de los atomos de Ca
en simulaciones de dindmica molecular de la proteina PIM-1 y sus variantes. Al
analizar la correlacion de los cambios atomicos, este enfoque arrojé informacion
valiosa sobre el impacto de la mutacion en la dinamica de la proteina (41,42).

Utilizando el programa Bio3D de R-Project, se construy6 el DCCM (25)

5.3 Analisis de Estabilidad y Flexibilidad

Mediante el analisis RMSD (Root Mean Square Deviation) y RMSF (Root Mean

Square Fluctuation), se evaluaron los niveles de estabilidad y flexibilidad. A lo
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largo de la simulacion, las diferencias entre la estructura inicial de la proteina y
la estructura final se pudieron medir gracias al RMSD, que también revel6 el
estado de equilibrio de la proteina. Sin embargo, el valor RMSF se utilizé para
hacer el andlisis de flexibilidad, lo que permitio determinar la flexibilidad
promedio, es decir, la forma en que fluctué cada residuo, durante la simulacion
de dindmica molecular. Se utilizaron las herramientas GROMACS para calcular

el RMSD y el RMSF, y ggplot2 para crear los graficos (25,26,32).
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VI. RESULTADOS

6.1. Alineamiento de secuencia Mdltiple

PIM-1 se sintetiza como una Unica cadena polipeptidica de 313 aminoécidos. El
alineamiento de secuencias mdultiples muestra las mutaciones en la proteina
PIM-1. La primera es la sustitucion del amino&cido serina (S) por asparagina (N)
en la posicion 97, denominada mutacion PIM-1S97N, localizada en la region N-
terminal. La segunda mutacion, conocida como PIM-1L184V, implica el
reemplazo del aminoécido leucina (L) por valina (V) en la posicién 184, ubicada
en la region C-terminal (Figura 1).

Asimismo, se observa el dominio N-terminal, que abarca los residuos 37 a 122,
se caracteriza por estar compuesto principalmente de 7 cadenas  y una hélice
a. Por otro lado, el dominio C-terminal, abarca los residuos 126 a 305, esta
principalmente compuesto por 8 hélices a y 5 cadenas 3.

Estos dos dominios, N-terminal y C-terminal, estan conectados a través de una
region bisagra, que consiste en los residuos 123 a 125. La region bisagra actla
como un puente flexible que permite la comunicacion y la transmision de sefiales
entre los dominios N-terminal y C-terminal. Esta flexibilidad estructural es
importante para la funciébn de la proteina PIM-1, ya que le permite adoptar
diferentes conformaciones y realizar diversas interacciones moleculares segun
las condiciones y sefiales celulares.

Los tres puntos de unién de ATP, identificados como K67, E121 y D128, se
mantienen completamente conservados en las tres secuencias analizadas.
Asimismo, el sitio activo aceptor de protones (D167), crucial para la funcién
catalitica de la enzima quinasa, permanece inalterado en todas las secuencias

estudiadas. Ademas, los cuatro puntos de autofosforilacion en la proteina PIM-
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1, situados en S8, T23, S98 y S261 y responsables de regular su actividad

biolégica, muestran conservacion en todas las secuencias (Figura 1).
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Figura 1 Alineamiento de secuencia de la quinasa PIM-1y sus mutaciones PIM-1-18V y P|M-159"N

Las secuencias se alinearon usando ESPript 3. Las coincidencias exactas se muestran en texto blanco sobre fondo gris,
y los cambios en los residuos en texto gris sobre fondo blanco. Ademas, el dominio N-terminal encerrado en un recuadro
de bordes punteados magenta y el dominio C-terminal encerrado en un recuadro de bordes punteados cyan, mientras la
regién bisagra en un recuadro de bordes punteados azul. Los tres sitios de unién de ATP (K67, E121 y D128) estan
seflalados por los rombos rojos, el sitio activo aceptor de protones (D167) por un rombo amarillo y los puntos de
autofosforilacion (S8, T23, S98 y S261) por rombos naranjas. Los bucles A, C y G, se encuentran sombreados de color
verde, amarillo y morado, respectivamente. Asimismo, las hélices a se muestran en lineas en espiral y las hojas § como

flechas en la parte superior de la secuencia de aminoacidos.
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6.2. Caracterizacion de estructura terciaria

La estructura bilobulada de PIM-1, se encuentra unida por una region bisagra,
presenta sitios de union de ATP (K67, E121 y D128). La actividad de PIM-1 no
depende de la fosforilacion, ya que su estructura cristalina muestra actividad
constitutiva debido a la configuracion Unica de su region catalitica.

El sitio de unién de ATP en la regidn bisagra, esta rodeado por bucles especificos
gue desempefian un papel crucial en la catalisis de ATP y la transferencia de
fosfato a los residuos de sustrato (Figura 2). Estos bucles incluyen el bucle de
activacion A (D186-P210), el bucle catalitico C (D167), formando el sitio
catalitico, el cual se muestra como una hendidura en el sitio activo, y cubierto por
el bucle G, rico en glicina (G45, S46, G47, G48, F49, G50, S51 y V52). La
configuracion Unicay la interaccidn precisa de estos elementos estructurales son

esenciales para la actividad biologica de la enzima PIM-1 (Figura 2).
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Figura 2. Caracterizacion de la estructura terciaria de la quinasa PIM-1.

(a) Visualizacion de los residuos funcionales de la quinasa PIM-1. (b) Visualizacion de la estructura terciaria

de PIM-1. La estructura de la proteina PIM-1 se presenta con colores gque representan distintos elementos
estructurales: el dominio N-terminal se muestra en magenta, el C-terminal en cyan, la region de bisagra en
azul, el bucle A en verde, el bucle C en amarillo y el bucle G en morado. Ademas, los residuos que se unen
al ATP (K67, E121 y D128) aparecen en rojo, el residuo que acepta protones (D167) en amarillo y los
residuos para la autofosforilacién (S8, T23, S98 y S261) en naranja. Ademas, se resaltan en texto color rojo
los residuos S97 y L184, los cuales son las posiciones donde ocurren las sustituciones que generan las
mutaciones PIM-1-184V y P|M-1S97N,

Las mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N podrian tener repercusiones
significativas en su dinamica molecular y, por ende, en la progresiéon del cancer
asociado a la quinasa PIM-1. La sustitucion de la valina por leucina en la posicién
184 (L184V) puede alterar la estructura del bucle de activacion cercano, D186,
comprometiendo la interaccidon con sustratos especificos y la regulacion de la
actividad enzimatica. Por otro lado, la mutacion S97N puede afectar el punto de
autofosforilacion en el residuo S98, critico para la regulaciéon de la actividad

biolégica de la PIM-1. Ademas, estas mutaciones podrian influir en la
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estabilizacion del ATP, debido a cambios en el residuo K67 cercano, asi como
en la orientacion de sustratos y iones metalicos por parte del residuo D167 en el
bucle catalitico. Esto sugiere que estas mutaciones podrian tener un impacto
considerable en la funcion y la regulacion de la enzima PIM-1, lo que
potencialmente contribuiria al desarrollo y la progresién del linfoma.

La tabla 1 proporciona un desglose detallado de las funciones y estructuras de
los aminoacidos que participan en las actividades clave de la quinasa PIM-1.
Este analisis incluye una descripcién de los contextos funcionales en los que
estos aminoacidos ejercen su influencia.

Tabla 2. Funcién de aminoacidos importantes de la PIM-1.

AMINOACIDO FUNCION ESTRUCTURA

Residuo que participan en la coordinaciéon
de iones metalicos y en la orientacion de
los sustratos y ATP durante la reaccion de
fosforilacion. Contribuye a la especificidad
de sustrato y a la eficiencia catalitica de la
quinasa.

D167 Bucle catalitico

D186, F187, G188,

S189, G190, 191,

L192, L193, K194,

D195, T196, V197, Residuos criticos para la interaccién con
Y198, T199, D200, sustratos especificos y para la modulacién
F201, D202, G203, de la actividad enzimatica de la PIM-1.
T204, R205, V206,

Y207, S208, P209,

P210

Bucle de activa-
cion

Residuos importantes para la flexibilidad
G45, S46, G47, G48, estructural de la PIM-1 y para su capacidad Bucle rico en gli-
F49, G50, S51, V52 de adaptarse a diferentes sustratos y con- cina
diciones celulares.

Puntos de autofosforilacion responsables Bucle rico en gli-

S98, 5261 de regular su actividad biologica cina
Puntos de autofosforilacién responsables
S8, T23 L b
de regular su actividad bioldgica
K67, E121 Implicados en la unién y la estabilizacién N-terminal
del nucleétido de ATP, esencial para la ac-
D128 tividad catalitica de la quinasa. C-terminal
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6.3. Perfiles de flexibilidad entre estructuras terciarias homélogas de

PIM-1y su relacion con el Linfoma

Usando el ID de PDB de una isoforma de la PIM-1 (1XQZ) en la pestafia
BUSQUEDA, se identificaron 1,184 estructuras similares a nivel de secuencia.
Posteriormente, se eliminaron las estructuras redundantes y aquellas que
carecian de ciertos residuos de aminoacidos. Finalmente, se seleccionaron 49
isoformas principales mas relacionadas para su analisis de componentes
principales (PCA) entre sus estructuras terciarias, lo que permitié evaluar las
relaciones entre sus estructuras y asi comprender mejor su variabilidad
conformacional. El primer componente principal (PC1) captur6 el 38.04% de la
variabilidad total de las fluctuaciones estructurales, mientras que el segundo
componente principal (PC2) contribuyé con el 15.67%, sumando un total de
53.71% de variabilidad entre ambos componentes (Figura 3a).

En la representacion PCA de los dos primeros componentes principales, se
pueden distinguir dos grupos de 24 estructuras terciarias en rojo y 25 en negro,
gue representan las distintas isoformas homologas de la proteina PIM-1 (Figura
3a). Los grupos de isoformas de PIM-1 se clasificaron en dos categorias
principales: estructuras abiertas y cerradas. Los criterios para separar estos
grupos se basaron en la alineacion de secuencias utilizando el algoritmo
MUSCLE, que permiti6 identificar diferencias clave en las conformaciones de las
estructuras. Para comparar varias isoformas, se utilizaron métodos de
superposicion estructural utilizando el ajuste de minimos cuadrados de las
coordenadas cartesianas de los atomos C-a en el dominio C-terminal. También
se utilizd PCA, evaluando los vinculos de los conjuntos de conformeros y las

estructuras superpuestas, facilitando la clasificacion basada en sus
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caracteristicas conformacionales. Estos métodos permitieron identificar patrones
de apertura o cierre en las estructuras, diferenciando los grupos de isoformas de
PIM-1 segun su grado de flexibilidad y exposicion del sitio activo o regiones clave
para la funcion enzimatica.

Dado que las proteinas tienen funcion estrechamente ligada a su estructura y
dindmica, es esencial comprender la flexibilidad intrinseca de las diferentes
isoformas de PIM-1. Para evaluar esta flexibilidad, se utiliz6 un analisis de modo
normal (NMA) y dinamica molecular (MD). EI NMA revel6 fluctuaciones de
consenso entre las estructuras homodlogas de PIM-1, resaltando un patrén
conservado (Figura 3b-c).

Los andlisis revelaron que las estructuras homologas de PIM-1 muestran una
mayor fluctuacion en el dominio N-terminal, especialmente entre los residuos 37
y 122, con un pico notable en el bucle G (residuos G45 a V52). Por el contrario,
el dominio C-terminal mostrd una estabilidad relativa, con picos menores en el
bucle A (residuos D186 a P210) y cerca del residuo 260, donde se encuentran
puntos de autofosforilacién (S8, T23, S98 y S261). El bucle catalitico (D167) y
los sitios de union a ATP (K67, E121 y D128) se mantuvieron relativamente
estables (Figura 3b). Se observaron picos de fluctuacion significativos (>0.8 A)
cerca de los residuos 50, en el dominio N-terminal, y 305, al final del dominio C-

terminal (Figura 3c)
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Figura 3. Evaluacion de estabilidad y flexibilidad entre estructuras terciarias homélogas de la quinasa PIM-1.

(a) Analisis de componentes principales (PCA). Se ilustra la relacion entre las 49 isoformas principales
seleccionadas en funcion de sus principales regiones variables. Cada punto o estructura se colored segun
los resultados de agrupacion derivados del PCA. PC1 captura el 38.04% de variabilidad, mientras que PC2
contribuye con el 15.67%. (b-c) Analisis de modo normal, fluctuaciones de consenso entre estructuras

terciarias homologas. Las hélices estan en negro y las hebras en gris.

6.4. Disimilitud de la flexibilidad intrinseca de la proteina wildtype PIM-1

y los mutantes PIM-1-184V y P|M-1S97N

La estructura y dinamica esta determinada por la funcion de las proteinas, y las
mutaciones pueden modificar estas propiedades. Por consiguiente, comprender
la flexibilidad estructural inherente es fundamental. Se realizo andlisis de
dindmica molecular durante 100 nanosegundos (ns) para evaluar los cambios
conformacionales. A lo largo de las simulaciones, se analiz6 la estabilidad
estructural de la proteina utilizando la desviacién cuadratica media (RMSD).

Los resultados de RMSD revelaron que la quinasa PIM-1 presentaba un valor
medio ligeramente mayor, 0.108 + 0.0534, lo que indica una menor estabilidad
en comparacion con sus mutantes, PIM-1L184V (0.102 + 0.0519) y PIM-1S97N

(0.105 £ 0.0537), a lo largo de la trayectoria (Figura 4a). La quinasa nativa PIM-
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1 mostro una tendencia ligeramente mayor a la variabilidad estructural a lo largo
de la trayectoria en comparacion con sus variantes mutantes. Ademas, se
observaron diferencias en la fluctuacion de residuos especificos, especialmente
en regiones cercanas a los extremos N-terminal y C-terminal, lo que sugiere que
las mutaciones podrian afectar la dinamica localizada en estas areas de la
proteina.

Por otro lado, los resultados de la fluctuacién cuadratica media (RMSF) indican
diferencias en larigidez y flexibilidad de la proteina PIM-1 y sus mutaciones, PIM-
1L184V y PIM-1S97N. Consideramos una fluctuacion significativa si el valor
RMSF superaba los 0.3 nandmetros (nm).

La quinasa PIM-1 exhibi6 mayores fluctuaciones en el dominio N-terminal.
Ademas, se observo una mayor flexibilidad (> 0.3 nm) en los residuos del bucle
rico en glicina, 46S y 47G, asi como en los residuos cercanos a los dominios N-
terminal y C-terminal, 36S y 308S respectivamente (Figura 4b). En contraste, el
bucle de activacion y catalitico mostraron estabilidad (< 0.3 nm) (Figura 4b).
Respecto a las mutaciones, la PIM-1L184V presenté mayores fluctuaciones en
el dominio N-terminal y en el bucle rico en glicina, evidenciando mayor flexibilidad
en los residuos 46S y 47G del bucle rico en glicina, asi como en el residuo 308S
proximo al dominio C-terminal. Del mismo modo, la PIM-1S97N exhibi6é su mayor
fluctuacion en el dominio N-terminal y en el bucle rico en glicina, con mayor
flexibilidad en los residuos 47G, 48G y 49F del bucle rico en glicina, y en el
residuo 308S proximo al dominio C-terminal (Figura 4Db).

Se identificaron puntos de mayor fluctuacion donde la RMSF entre la quinasa
PIM-1 y sus mutantes fue mas pronunciada que en otras regiones. Al comparar

las fluctuaciones entre la PIM-1 y su mutante PIM-1L184V, se observé una
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diferencia de 0.219 nm en el residuo 36, y diferencias mayores de 0.050 en los
residuos 41, 42 y 55 del dominio N-terminal, asi como en los residuos 137, 138,
275 y 291 del dominio C-terminal. Por otro lado, la discrepancia en las
fluctuaciones entre la PIM-1 y su mutante PIM-1S97N fue mas notoria en los
residuos 36 y 49, con valores de 0.240 y 0.133 respectivamente. Ademas, los
residuos 48 (bucle G), 188y 204 (bucle A), 137, 138 y 169 (C-terminal) y 42 (N-
terminal) exhibieron una diferencia de mas de 0.050 (Figura 4b).

Los hallazgos sugieren que las mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N pueden

influir en la estabilidad conformacional de la quinasa PIM-1.
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0.41 — SHTH

= L1EAYV

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Time (ns)
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Figura 4. Perfiles RMSD y RMSF de PIM-1 y sus mutantes, PIM-1-184V y P|M-159"N,
(a) RMSD de 100 ns de PIM-1 y sus mutantes; (b) RMSF de los residuos de 3 proteinas. Se utilizo el RMSD

para medir las desviaciones de la columna vertebral de la proteina desde su conformacion estructural
original hasta su conformacion estructural final. Se utilizaron &tomos de C-alfa para calcular RMSF. PIM-1
(rojo), PIM-1-184V (azul) y PIM-15°7N (negro). Las areas de color gris claro indican regiones donde hay una
diferencia de RMSF mayor de 0.050 entre la PIM-1 y sus mutaciones, mientras que las areas de color gris

oscuro sefialan puntos de mayor flexibilidad, con valores superiores a 0.3 nm.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

La tabla 3 proporciona un desglose detallado la RMSD y la RMSF de los residuos

gue exhiben mayor rigidez y flexibilidad en la quinasa PIM-1 y sus mutantes.

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de RMSD. Regiones seleccionadas
por residuos con RMSF media mas alta (0.3 nm).

Region 2 0.3

Proteina RMSD de RMSE

Secuencia Estructura

Bucle rico en glicina, Resi-
L184V 0.102 +0.0519 46-47, 308 SG, S duo cercano a dominio C-
terminal

Bucle rico en glicina, Resi-
S97N  0.105+0.0537 47-49, 308 GGF, S duo cercano a dominio C-
terminal

Residuo cercano a dominio

N-terminal, Bucle rico en gli-

cina, Residuo cercano a do-
minio C-terminal

PIM-1 0.108 £ 0.0534 36, 46-47,308 S, SG, S

6.5. Desplazamiento colectivo de la proteina wildtype PIM-1 con las

mutantes PIM-1-184V y P|M-1S97N

Se identificaron estados conformacionales sobre la quinasa PIM-1 y sus
mutantes (PIM-1L184V y PIM-1S97N) mediante un analisis de componentes
principales (PCA), que resultd ser una herramienta util para este proposito. Se
evaluaron los dos primeros componentes principales (PC 1 y 2) para esta
investigacion.

Las distribuciones conformacionales de las proteinas presentan variaciones,
como se ilustra en la Figura 5, donde se destacan las transiciones periédicas
entre conformaciones estructurales mediante puntos de color continuo que van
desde el azul hasta el blanco y el rojo. Ademas, se observaron variaciones en
las PC 1y 2 de las trayectorias de dinamica molecular de los tres sistemas, lo
gue indica algunas diferencias en PIM-1 y en la movilidad y estabilidad de sus

mutantes (Figura 5 a-c).
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En los dos primeros componentes, se encontré6 que el sistema PIM-1S97N
mostro el mayor porcentaje de movimiento correlacionado (37,19%; Figura 5c),
seguido por PIM-1 (32,30%; Figura 5A) y PIM-1L184V (29,56%; Figura 5B).

Por otro lado, la distribucion de puntos del sistema PIM-1S97N enlas PC 1y 2
mostré saltos periddicos termodinamicamente diferentes (Figura 5c), lo que
sugiere una alta estabilidad de las proteinas en este sistema. En contraste, las
estructuras de PIM-1 y PIM-1L184V exhibieron una distribucion mas uniforme y
se superpusieron en un subespacio de PC sin barreras de energia discernibles,

lo que indica un estado mas disperso (Figura 5a, 5b).
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Figura 5. Andlisis de componentes principales de la PIM-1 y sus mutantes.

(a) PC1y PC2 para PIM-1. (b) PC1y PC2 para PIM-1-184V, (¢c) PC1 y PC2 para PIM-1597N,

6.6. Desplazamiento entre la correlacion cruzada de los segmentos
proteicos de la proteina wildtype PIM-1 con las mutantes PIM-1-184V y

PIM-1597N

Se llevé a cabo un Mapa Dindmico de Correlacion Cruzada (DCCM) para
explorar los desplazamientos de correlacion entre las mutantes, PIM-1L184V y
PIM-1S97N con los segmentos proteicos de la quinasa PIM-1. Los resultados
revelaron patrones de correlacién similares entre la proteina wildtype PIM-1 y
sus mutantes (Figura 6). Esta observacion sugiere la presencia de un mecanismo
conservado en la dinamica conformacional entre la quinasa y sus variantes
mutantes. Sin embargo, se destacd un movimiento correlacionado entre los

residuos 186-261, que abarcan desde el bucle de activacion (D186 a P210) hasta
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el punto de autofosforilacion S261, localizado en el dominio C-terminal. Este
movimiento correlacionado se asocio con las estructuras comprendidas entre los
residuos 37-185 en el dominio N-terminal. Este ultimo segmento incluye
caracteristicas significativas como el bucle rico en glicina (G45 a V52), los sitios
de union de ATP (K67, E121 y D128), el punto de autofosforilaciéon S98 y el bucle
catalitico D167. Estas correlaciones en los movimientos entre regiones distantes
de la proteina sugieren una interaccion dinamica entre el dominio N-terminal y el
dominio C-terminal, lo que podria ser relevante para su funcion biolégica. Esta
correlacion es de particular importancia, ya que establece una conexion entre
dos regiones criticas de la proteina PIM-1: el bucle rico en glicina, identificado
como la region de mayor flexibilidad, y la region de la bisagra, asi como, el bucle
de activacion y catalitico. Estas regiones son fundamentales tanto en la
estructura como en la funcion de la proteina, desempefiando la regulacion sobre
la actividad enzimatica y especificidad de sustrato en quinasa PIM-1. La
correlacion observada sugiere una interaccién dinamica entre estas areas
distantes de la proteina, lo que podria ser esencial para coordinar y regular
adecuadamente su funcion biologica.

Los diagramas DCCM para la proteina PIM-1 muestran que los residuos 223-
261 se mueven en la misma direccidn (correlacion positiva, >0) que los residuos
100-152, que incluyen los puntos de union de ATP (E121y D128) y la regién de
la bisagra (123 a 125). Especificamente, se observan movimientos altamente
correlacionados (>0.5) entre los residuos 106-122 en el extremo N-terminal
cercano a la bisagra y los residuos 233-248 en el dominio C-terminal (Figura 6a).
Por otro lado, los residuos del bucle de activacion (D186-P210) muestran un

movimiento en direccion contraria (correlacion negativa <0), especialmente entre
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los residuos 188-207 del bucle de activacion y los residuos 233-248 en el dominio
C-terminal. También se observan movimientos altamente anti-correlacionados
(<-0.5) entre los residuos 106-119 en el extremo N-terminal, cerca de la bisagra,
y los residuos 205-211 en el dominio C-terminal, que incluye residuos del bucle
de activacion. Ademas, se observan correlaciones altamente negativas entre los
residuos 39-50 del bucle rico en glicina y los residuos 62-73 en el extremo del
dominio N-terminal, asi como entre los residuos 26-34 en el dominio N-terminal
y los residuos 39-50 del bucle rico en glicina.

Al comparar la PIM-1 con su mutante PIM-1L184V (Figura 6b), se observo la
ausencia de regiones de alta correlacion negativa entre los residuos 39-50 y 62-
73, asi como entre los residuos 26-34 y 39-50. Aunque la mutante PIM-1L184V
aun exhibia un movimiento opuesto en esta region, la correlaciéon negativa no
fue tan pronunciada como en la quinasa PIM-1. Por otro lado, se observé una
correlacion negativa mucho mas fuerte entre los residuos 188-207 y 233-248 en
la mutante. Esta disminucion en la correlacion negativa en la mutante PIM-
1L184V podria indicar una alteracion en la dinamica de la proteina en esa region
especifica, posiblemente debido a la mutacion. Respecto al mutante PIM-1S97N
(Figura 6c¢), se encontré6 que las regiones descritas aun mostraban un
movimiento similar, pero ninguna de ellas presentaba una correlacion
significativa, ni positiva (>0.5) ni negativa (<0.5). La falta de correlacion
significativa en el mutante PIM-1S97N podria sugerir cambios mas drasticos en
la dindmica de la proteina en comparacion con la quinasa PIM-1 wildtype, lo que

podria tener implicaciones funcionales importantes.
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Figura 6. Analisis de correlacion cruzada (DCCM).

(@) PIM-1. (b) PIM-11184V_(c) PIM-1S9"N, El valor de los movimientos correlacionados y anti correlacionados
se muestran en base al color. Los colores amarillo y verde pastel indican movimientos anti correlaciones y
el azul marino indica movimientos correlacionados. El area encerrada en lineas blancas representa
movimiento correlacionados, las areas en lineas azules representan movimientos altamente
correlacionados y las areas en lineas rojas representan movimientos altamente anti correlacionados.
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VII. DISCUSIONES

El andlisis de las mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N en la dinamica
molecular de la enzima PIM-1 asociada al cancer linfoma indica que, a pesar de
las alteraciones en regiones clave de la proteina, como las regiones N-terminal
y C-terminal, las funciones fundamentales de la enzima, incluyendo los puntos
de unién de ATP, el sitio activo aceptor de protones y los puntos de
autofosforilacion, se mantienen conservadas. Esto sugiere que la capacidad
catalitica y la regulacién biolégica de la proteina PIM-1 podrian no verse
sustancialmente afectadas por estas mutaciones, aunque se necesita mas
investigacion para determinar su impacto especifico en la progresion del linfoma.
El estudio de Wang (43) muestra una relacion positiva entre la quinasa PIM1 y
la mutacion MYD88 en el linfoma difuso de células B grandes, destacando la
importancia de esta mutacion en la enfermedad y su posible influencia en la
supervivencia y proliferacion celular. Ademas, la expresion de toda la familia de
qguinasas PIM en tejidos de linfoma difuso de células B grandes apunta a un papel
potencialmente importante de estas quinasas en la patogénesis de la
enfermedad. La investigacion de Casillas (44) resalta la relevancia de la
sobreexpresion de PIM-1 en el crecimiento de células cancerosas y la resistencia
a tratamientos, subrayando su papel crucial en el desarrollo de varios tipos de
cancer, incluidos linfoma, leucemia, y cancer de prostata y mama. El analisis de
Rathi (45) resalta la conservacion evolutiva de sitios clave en PIM-1, como los
sitios de union de ATP y el sitio activo aceptor de protones, fundamentales para
su funcion catalitica. También se observa la conservacion de sitios de
autofosforilacion, que regulan la actividad biolégica de PIM-1. La falta de enlaces

disulfuro en la estructura terciaria sugiere la existencia de otras funciones

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

estructurales o funcionales de la enzima. La estructura bilobulada de la proteina
PIM-1, unida por una region bisagra, presenta sitios de union de ATP clave en
las posiciones K67, E121 y D128. Esta configuracion uUnica y la actividad
constitutiva de PIM-1, incluso sin fosforilacién, destacan la importancia de su
region catalitica en la funcion de la enzima. Los bucles especificos que rodean
el sitio de union de ATP, como el bucle de activacion A y el bucle catalitico C,
son esenciales para la catélisis de ATP y la transferencia de fosfato a los
residuos de sustrato, lo que afecta la actividad biologica de PIM-1. Las
mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N pueden tener un impacto significativo en
la dindmica molecular de la enzima y, por lo tanto, en la progresion del cancer
asociado a PIM-1. La mutacion L184V podria alterar la estructura del bucle de
activacion cercano a D186, comprometiendo la interaccibn con sustratos
especificos y la regulacion de la actividad enzimatica. La mutacion S97N podria
afectar el punto de autofosforilacion en el residuo S98, importante para la
regulacion de la actividad biol6gica de PIM-1. Ademas, estas mutaciones podrian
influir en la estabilizacion del ATP y la orientacién de sustratos y iones metalicos
por parte del residuo D167 en el bucle catalitico, lo que sugiere que podrian tener
un impacto considerable en la funciéon y regulacion de la enzima, contribuyendo
al desarrollo y la progresion del linfoma. Rathi (45) también analiz6 la estructura
de la quinasa PIM-1, destacando su bolsillo de union de ATP en la region bisagra,
con aminoacidos especificos que sirven como objetivos para inhibidores
mimeéticos de ATP. Su analisis también revelo la afinidad de PIM-1 por diferentes
inhibidores, que pueden unirse al bolsillo de unién de ATP a través de un modo
de ajuste inducido. Diferentes inhibidores, como DHPCC-9, AZD1208, CX-4945,

R0-3306 y CX-6258, han sido identificados y muestran patrones de inhibicion
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competitiva con ATP en la quinasa PIM-1, estabilizandose mediante enlaces de
hidrogeno e interacciones hidrofébicas. Estos hallazgos sugieren la necesidad
de un mayor desarrollo y caracterizacidon de inhibidores selectivos que se dirijan
a los sitios de union de péptidos en PIM-1 para tratar enfermedades
relacionadas. Sus hallazgos coinciden en la importancia de la estructura de PIM-
1, su actividad constitutiva sin fosforilacion y el papel del sitio de unién de ATP y
la funcidon de la proteina. Por otro lado, Arrouchi (46) destaca que la region
bisagra unica de Pim-1, caracterizada por la ausencia de un donante de enlace
de hidrégeno en la posicidon 123, es un objetivo clave para el avance de
inhibidores de moléculas pequefias. Esta region Gnica permite una selectividad
alterada hacia las moléculas pequefias en comparacidén con otras quinasas de
serina/treonina. Esto sugiere que las mutaciones en PIM-1 podrian influir en la
eficacia y especificidad de los inhibidores desarrollados para atacar a la enzima.
Los cambios en la estructura y funcion de la enzima, causados por las
mutaciones, pueden tener implicaciones importantes en el disefio de
tratamientos precisos para linfomas y leucemias humanos. El analisis de
dindmica molecular de la quinasa PIM-1 y sus mutantes PIM-1L184V y PIM-
1S97N durante 100 ns muestra que las variantes mutantes son mas estables
estructuralmente que la quinasa nativa, con valores de RMSD mas bajos. Sin
embargo, se observan mayores fluctuaciones en el dominio N-terminal y el bucle
rico en glicina en todas las proteinas, especialmente en las mutantes, lo que
indica una mayor flexibilidad en estas areas. Ademas, las diferencias en
fluctuaciones entre la quinasa PIM-1 y sus mutantes, especialmente en residuos
clave de los dominios N-terminal y C-terminal, sugieren que estas mutaciones

pueden influir en la dinamica estructural y funcional de la proteina, con posibles
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implicaciones para la actividad enziméatica y la progresion del cancer asociado a
PIM-1. Se realiz6 un estudio de las isoformas de la quinasa PIM-1 mediante PCA,
que reveld dos grupos distintos de isoformas clasificadas como estructuras
abiertas y cerradas, tras un proceso de seleccion y eliminacion para reducir el
conjunto de datos a 49 isoformas principales mas relevantes. Ademas, se utilizd
un NMA y MD para evaluar la flexibilidad intrinseca de estas isoformas. Se
observo una mayor fluctuacion en el dominio N-terminal en comparacion con el
dominio C-terminal, con picos notables en regiones especificas como el bucle G
y cerca de los puntos de autofosforilacion, mientras que el bucle catalitico y los
sitios de unién a ATP mostraron una estabilidad relativa. Estos hallazgos resaltan
la importancia de comprender la dinAmica molecular de PIM-1 para entender su
funcién en procesos bioldgicos y su relevancia con el cancer. Para facilitar el
avance de inhibidores de PIM1 especificos, en este estudio informamos tres
estructuras cristalinas de inhibidores competitivos de ATP en el bolsillo de unién
de ATP de PIM1. Dos de las estructuras informadas (CX-4945 y Ro0-3306)
explican el efecto fuera del objetivo sobre PIM1 de los inhibidores dedicados de
la caseina quinasa 2 y la quinasa 1 dependiente de ciclina, respectivamente. A
su vez, la estructura con CX-6258 demuestra un modo de uniéon de un potente
inhibidor selectivo de las quinasas PIM1, PIM2, PIM3 y Flt-3. La diversidad en la
estructura quimica de los inhibidores de la quinasa PIM1 es evidente, a pesar de
que todos apuntan al bolsillo de unién de ATP, presentando desafios y
oportunidades para el desarrollo de farmacos. Segun Bogusz(22), los candidatos
a inhibidores se clasifican en tres clases principales segun su modo de
interaccion con la quinasa, lo que puede influir en su especificidad, eficacia y

perfiles de efectos secundarios. Ademas, la relacion entre la conformacion y la
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actividad de los inhibidores, especialmente en regiones como el bucle G, destaca
la importancia de las modificaciones estructurales para mejorar su afinidad y
selectividad hacia PIM1. La posibilidad de optimizar inhibidores desarrollados
para otras quinasas para que sean especificos de PIM1, sugiere que los
resultados obtenido podrian guiar el disefio de nuevos compuestos con
propiedades mejoradas, lo que abre perspectivas para el desarrollo de
inhibidores mas eficaces y con menos efectos secundarios. EIl DCCM de la
quinasa PIM-1 y sus mutantes PIM-1L184V y PIM-1S97N muestra que existe un
mecanismo conservado en la dinamica conformacional entre la proteina wildtype
y sus mutantes. Se observan movimientos correlacionados entre el bucle de
activacion y el punto de autofosforilacion S261, lo que indica una interaccion
dindmica entre los dominios N-terminal y C-terminal relevante para la funcion
bioloégica de la proteina. Los mutantes PIM-1L184V y PIM-1S97N presentan
diferencias notables en las correlaciones. Mientras que PIM-1L184V exhibe una
correlacion negativa mas fuerte entre los residuos 188-207 y 233-248, PIM-
1S97N muestra una falta de correlaciones significativas en las mismas regiones.
Esto sugiere que ambas mutaciones afectan la dinAmica de la proteina de
diferentes maneras, lo que puede impactar en su funcion y actividad enzimatica.
Estos resultados son clave para comprender como las mutaciones pueden
alterar las interacciones dindmicas y, por lo tanto, la funcion de la proteina PIM-

1.
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VIIl. CONCLUSIONES

El andlisis de las mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N en la dinamica
molecular de la enzima PIM-1 asociada al cancer linfoma sugiere que, aunque
estas mutaciones generan alteraciones en regiones clave de la proteina, como
las regiones N-terminal y C-terminal, las funciones fundamentales de la enzima,
incluyendo los puntos de unién de ATP, el sitio activo aceptor de protones y los
puntos de autofosforilacion, se mantienen conservadas. Esto indica que la
capacidad catalitica y la regulacion biolégica de la proteina PIM-1 podrian no
verse sustancialmente afectadas por estas mutaciones. Sin embargo, se
necesitan mas investigaciones para determinar su impacto especifico en la
progresion del linfoma.

El andlisis de dinamica molecular revel6 que las mutaciones pueden tener un
impacto significativo en la dindmica estructural y funcional de la enzima, lo que
puede influir en la progresion del cancer asociado a PIM-1. Las mutaciones
afectan las correlaciones cruzadas en regiones especificas de la proteina. Por
ejemplo, PIM-1L184V muestra una correlaciébn negativa mas fuerte entre los
residuos 188-207 y 233-248, mientras que PIM-1S97N carece de correlaciones
significativas en las mismas regiones. Estos resultados sugieren que ambas
mutaciones impactan de diferentes maneras la dinamica de la proteina, lo que
puede repercutir en su funcién y actividad enzimética.

Estos hallazgos son esenciales para comprender cémo las mutaciones en PIM-
1 pueden alterar las interacciones dinamicas y, por lo tanto, la funcion de la
enzima. Esto tiene importantes implicaciones para el disefio de tratamientos
precisos para linfomas y leucemias humanas. Por lo tanto, es fundamental

continuar investigando el papel especifico de estas mutaciones en la progresion
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del cancer y el desarrollo de inhibidores selectivos que se dirijan a los sitios de
unién de péptidos en PIM-1, lo que podria ofrecer nuevas oportunidades

terapéuticas para estas enfermedades.
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IX. RECOMENDACIONES

se sugiere continuar con investigaciones mas profundas que evalden el impacto
especifico de las mutaciones PIM-1L184V y PIM-1S97N en la progresion del
cancer asociado a PIM-1. Dado que estas mutaciones pueden alterar la dinamica
estructural y funcional de la enzima de maneras diferentes, es crucial
comprender a fondo como afectan las interacciones entre regiones clave de la
proteina y su actividad enzimatica. Este conocimiento detallado podria
proporcionar nuevas perspectivas sobre los mecanismos moleculares
subyacentes a la progresién del cancer.

Asimismo, se recomienda desarrollar inhibidores selectivos que se dirijan a los
sitios de unién de péptidos especificos en PIM-1, especialmente considerando
las diferencias en la dinamica de la enzima causadas por las mutaciones. Los
inhibidores de moléculas pequefias disefiados para atacar regiones especificas
de PIM-1, como el sitio de unién de ATP o el bucle de activacion, podrian ofrecer
enfoques terapéuticos novedosos para tratar linfomas y leucemias humanas
relacionados con PIM-1.

Finalmente, es importante explorar estrategias combinadas de tratamiento que
involucren la inhibicion de PIM-1 junto con otras terapias dirigidas para maximizar
la eficacia en el manejo de los linfomas y leucemias relacionados con esta
enzima. Los estudios futuros deben considerar la influencia de las mutaciones
PIM-1L184V y PIM-1S97N en la resistencia a tratamientos y su posible impacto

en el prondstico de los pacientes.
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ANEXOS

Anexo 01. Secuencia de aminoacidos

Secuencia de la quinasa PIM-1

MLLSKINSLAH LRAAPCNDLH ATKLAPGKE KEPLESQYQV GPLLGSGGFG
SVYSGIRVSD NLPVAIKHVE KDRISDWGEL PNGTRVPMEV VLLKKVSSGF
SGVIRLLDWF ERPDSFVLIL ERPEPVQDLF DFITERGALQ EELARSFFWQ
VLEAVRHCHN CGVLHRDIKD ENILIDLNRG ELKLIDFGSG ALLKDTVYTD
FDGTRVYSPP EWIRYHRYHG RSAAVWSLGI LLYDMVCGDI PFEHDEEIIR
GQVFFRQRVS SECQHLIRWC LALRPSDRPT FEEIQNHPWM QDVLLPQETA
EIHLHSLSPG PSK
Secuencia de la mutacion PIM-1L184V

MLLSKINSLAH LRAAPCNDLH ATKLAPGKE KEPLESQYQV GPLLGSGGFG
SVYSGIRVSD NLPVAIKHVE KDRISDWGEL PNGTRVPMEV VLLKKVSSGF
SGVIRLLDWF ERPDSFVLIL ERPEPVQDLF DFITERGALQ EELARSFFWQ

VLEAVRHCHN CGVLHRDIKD ENILIDLNRG ELKVIDFGSG ALLKDTVYTD
FDGTRVYSPP EWIRYHRYHG RSAAVWSLGI LLYDMVCGDI PFEHDEEIIR

GQVFFRQRVS SECQHLIRWC LALRPSDRPT FEEIQNHPWM QDVLLPQETA
EIHLHSLSPG PSK

Secuencia de la mutacién PIM-1S97N

MLLSKINSLAH LRAAPCNDLH ATKLAPGKE KEPLESQYQV GPLLGSGGFG
SVYSGIRVSD NLPVAIKHVE KDRISDWGEL PNGTRVPMEV VLLKKVNSGF
SGVIRLLDWF ERPDSFVLIL ERPEPVQDLF DFITERGALQ EELARSFFWQ

VLEAVRHCHN CGVLHRDIKD ENILIDLNRG ELKLIDFGSG ALLKDTVYTD
FDGTRVYSPP EWIRYHRYHG RSAAVWSLGI LLYDMVCGDI PFEHDEEIIR

GQVFFRQRVS SECQHLIRWC LALRPSDRPT FEEIQNHPWM QDVLLPQETA
EIHLHSLSPG PSK
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Anexo 02. Analisis de Ramachandran

Graficos de Ramachandran por MolProbity, utilizados para la validacién de la columna
vertebral. El 98,7% (307/311) de todos los residuos se encontraban en regiones
favorecidas (98%). El 99,7% (310/311) de todos los residuos se encontraban en

regiones permitidas (>99,8%). Hubo 1 valor atipico (phi, psi): 124 glu (-73,4, -85,5)
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Gréficos de Ramachandran por MolProbity, utilizados para la validacion de la columna
vertebral. El 98,1% (305/311) de todos los residuos se encontraban en regiones
favorecidas (98%). El 99,7% (310/311) de todos los residuos se encontraban en
regiones permitidas (>99,8%). Hubo 1 valor atipico (phi, psi): 125 Pro (48,9, 81,1)
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Gréficos de Ramachandran por MolProbity, utilizados para la validacion de la columna
vertebral. El 98,7% (307/311) de todos los residuos se encontraban en regiones
favorecidas (98%). El 99,7% (310/311) de todos los residuos se encontraban en
regiones permitidas (>99,8%). Hubo 1 valor atipico (phi, psi): 125 Pro (37,3, 81,6)
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