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Resumen

La inestabilidad genomica describe una tendencia a acumular alteraciones en el genoma que es
comunmente encontrada en las células cancerigenas, razén por la cual, fue reconocida como una
de las diez marcas distintivas del Cancer, promoviendo su aparicion y desarrollo. Recientemente
las dindmicas detras de los eventos de inestabilidad gendmica han cobrado relevancia gracias a su
vinculacion con genes y mecanismos celulares especificos, los cuales se presentan como nuevas y
potentes alternativas terapéuticas para la enfermedad. En este contexto, estudios anteriores
encontraron al gen plk1 como un candidato a inestabilidad gendmica, sin embargo, los mecanismos
mediante los cuales el gen y su desregulacion podrian inducir eventos de inestabilidad genémica
no estaban del todo claros. Con el objetivo de dilucidar los mecanismos, circuitos génicos y
proteinas involucradas en los eventos de inestabilidad gendmica promovidos por PLK1 se adopt6
una aproximacion novedosa que involucra la reconstruccion y el modelamiento de la red de
regulacion del gen plk1 con un énfasis en nueve procesos involucrados en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma en los que participa el gen. Posteriormente se realiz6 un modelamiento
matematico de la red de regulacion bajo una aproximacion cinética de ley de accién de masas para
generar un modelo con 1030 reacciones y 716 especies bioldgicas. Las simulaciones permitieron
identificar tres circuitos de interaccion entre proteinas que pueden potencialmente inducir un
evento de inestabilidad gendmica como producto de la desregulacion de PLK1. Adicionalmente,
se identificaron una serie de proteinas previamente asociadas a inestabilidad genomica dentro de
los circuitos propuestos que pueden amplificar el evento de inestabilidad gendmica y como
novedad se postula a las proteinas KIF2C e INCENP como candidatas a participar en el proceso
de inestabilidad gendmica.

Introduccion

Para responder al desconocimiento en torno a las dinamicas celulares, circuitos genéticos y genes
asociados a la participacién del gen plkl en el evento de inestabilidad genémica se realizd la
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reconstruccion y modelamiento de la red de regulacion del gen plkl en base a nueve procesos
bioldgicos relevantes para la inestabilidad gendmica. Los procesos biologicos fueron extraidos y
curados de la literatura usando la herramienta de ELSEVIER PathwayStudio y literatura
complementaria. Para la construccién y el modelamiento se uso la plataforma de construccion y
simulacion de redes biologicas CellDesigner, con el objetivo de identificar, mediante diferentes
escenarios de simulacion, las dindmicas, genes y circuitos relevantes para explicar la participacion
de PIk1 en inestabilidad genomica.

Fundamentacion Tedrica

La inestabilidad gendmica se define como un incremento en la tendencia de adquirir mutaciones
0 que se generen alteraciones en el genoma y de la informacion alli contenida 2 y es comnmente
relacionada con la aparicion de enfermedades en humanos, inviabilidad embrionaria y
transformaciones malignas de las células en tumores o cancer 3. El rango de modificaciones o
alteraciones en el genoma que ocurren por eventos de inestabilidad pueden ir desde sustituciones
de nucledtidos en la cadena de ADN, también llamada inestabilidad de microsatélites, a una
segregacion anormal o modificacion estructural de los cromosomas, conocida como inestabilidad
cromosdmica °.

La inestabilidad gendmica ha sido reconocida como un fenémeno estrechamente vinculado a la
evolucion del cancer, presente en la mayoria de células cancerosas humanas, comunmente en su
forma de inestabilidad cromosémica ©. Con el advenimiento de las nuevas tecnologias de
secuenciacion y el aumento en los analisis de grandes conjuntos de datos fue posible por medio de
perfiles de expresion diferencial, entre tejidos sanos y cancerigenos, identificar genes que se
encuentran desregulados en el cancer. Sumado a lo anterior, la nueva informacién de los genes y
todo el esfuerzo de caracterizacion funcional acumulado a través de los afios, se consiguieron crear
listas de genes asociados al proceso de inestabilidad genémica y a otras de las marcas distintivas
del cancer (Carter et al., 2006; Hanahan & Weinberg, 2011; Pfau & Amon, 2012, D. Zhang et al.,
2020). Entre los genes identificados bajo este enfoque se encuentra plk1 (por sus siglas en inglés:
Polo-Like Kinase 1), que codifica para una quinasa con maltiples roles a lo largo del ciclo celular
y es esencial para una correcta segregacion de los cromosomas, ademas su desregulacion se
correlaciona con eventos de carcinogénesis !

Los modelos bioldgicos generados desde la biologia de sistemas, para representar los sistemas
bioldgicos mediante modelos matematicos, también se nutren de la abundancia de informacién.
Gran parte de los modelos bioldgicos publicados han sido desarrollados a partir de organismos
muy estudiados como las bacterias (Tindall et al., 2008), las levaduras (Alberghina et al., 2009;
Verghese et al., 2012), y algunos animales modelo como Xenopus sp. *°. Los modelos en
mamiferos han ganado representatividad en los ultimos afios, gracias a la publicacion de algunos
muy completos del ciclo celular, permitiendo incluso, el desarrollo de lineamientos para su
construccién (Abroudi et al., 2017; Gauthier & Pohl, 2011). Actualmente no existen modelos que
intenten abordar el evento de inestabilidad gendmica desde el entendimiento de la red de
regulacion de genes importantes, que hayan sido previamente vinculados a este proceso.



Resultados

Usando la herramienta PathwayStudio para extraer de la literatura disponible en SCOPUS las
interacciones y procesos bioldgicos en los que participa PLK1, se consiguieron identificar nueve
procesos bioldgicos en los que participa PLK1 y tienen relacién con el evento de inestabilidad
gendmica, los cuales comprenden un total de 568 interacciones proteina-proteina debidamente
curadas. Entre los nueve procesos, se encuentran dos vias de sefializacion en cancer en base a
FOXML, eventos de transicion entre fases (puntos de control del ciclo celular) y eventos mitéticos
estrechamente vinculados con la maquinaria que posibilita una correcta segregacion de los
cromosomas Yy el mantenimiento de la estabilidad cromosomica (tabla 1). También se identificaron
las proteinas que participaban en el mayor nimero de interacciones, donde CDK1 fue la primera,
PLK1 la segunda y Cohesina la tercera.

Tabla 1. Lista de procesos bioldgicos considerados para la reconstruccion de la red de regulacion e interaccién del
gen plkl

Numero de especies

Categoria Proceso bioldgico biologicas/interacciones
Enfermedades Sefalizacion de FOXM1 en el cancer de préstata 13/17
Procesos celulares Transicion de fase G2/M 47/65
Procesos celulares Transicion metafase/anafase 15/22
Procesos celulares Condensacion de los cromosomas 21/36

Promocion de la progresion del ciclo celular en

Procesos patoldgicos cancer por el complejo DREAM y FOXM1/MYBL2 36/56
Procesos celulares Cohesidn de las cromatidas hermanas 27/41
Procesos celulares Ensamblaje del huso 29/45
Procesos celulares Ensamblaje de los cinetocoros 48/73
Procesos celulares Resumen del ciclo celular 140/213

Los nueve procesos bioldgicos fueron integrados en forma de red de interaccidon y regulacién
usando la plataforma de construccién y simulacion de redes biologicas, CellDesigner. Posterior al
traspaso de las interacciones proteina-proteina curadas de los nueve procesos, se extendié la red
para incluir también el proceso de transferencia de la informacién genética, la trascripcion y
traduccion, asi como los eventos de degradacion de los componentes proteicos. La red reconstruida
estd compuesta por 1030 reacciones y 716 especies biologicas (185-genes, 185-ARNm, 247-
proteinas, 70-complejos proteicos, 1-molécula simple y 28-procesos bioldgicos). Dentro de los
185 genes considerados para la reconstruccion, 62 de ellos habian sido previamente vinculados
con inestabilidad gendmica, y fueron puntos clave para explicar como PIk1 media los eventos de
inestabilidad.

Para el modelamiento matematico se adopté una aproximacion deterministica bajo una cinética
elemental por ley de accion de masas. Los parametros cinéticos necesarios para el modelamiento
fueron directamente buscados y asignados de los reportes en la literatura. EI modelo final para la



red de regulacion e interaccion del gen plkl estd compuesta por 1030 reacciones y un sistema de
716 ecuaciones diferenciales que describen la tasa de cambio en la concentracion para cada una de
las especies. EI modelo se inicializo, dandole a todos los genes una concentracion inicial de 1,0
MM (figura 1), donde se observo que el sistema alcanzaba el estado de equilibrio en el intervalo 85
(equivalente a un ciclo celular completo de 24 horas) y posteriores escenarios de simulacion
demostraron su capacidad de autorregularse en respuesta a perturbaciones en las concentraciones
de las moléculas mas relevantes del modelo (CDK1, PLK1, Cohesina).
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Figura 1. Simulacion completa de la red de regulacion e interaccion de plkl. La linea naranja corta la grafica en
el intervalo de tiempo 85 y marca el fin del ciclo celular, asi como la llegada del modelo a un estado de equilibrio

Para evaluar las dindmicas detras de los eventos de inestabilidad genémica mediados por plk1 se
disefid un escenario de simulacion donde se aumento la concentracion del gen, debido a que Plk1
es un conocido oncogén que se reporta sobre expresado en cancer. EI aumento en la concentracion
de plk1 afecto a una gran variedad de proteinas dentro del modelo, expresado como variaciones
en la curva de concentracion de estas especies. Entre las proteinas que se vieron afectadas por el
aumento de PIk1 se encontraron seis (BUB1B, BUB3, CENPE, CDCAS, ESPL1 y AURKB) que
tenian una vinculacién previa con eventos de inestabilidad genémica y fueron la base para
proponer una serie de tres circuitos que describen como PIk1 podria afectar a estas proteinas y
promover el desarrollo o aparicion de un evento de inestabilidad gendémica.

Los circuitos en cuestion corresponden a la “via de regulacion de AURKB y el complejo pasajero
cromosomico” para el caso del primer circuito, “la transicion a anafase y la actividad de ESPL1
(separasa)” para el segundo, y finalmente “la union de los microttibulos a los cromosomas, junto
con la regulacion del punto de control mitotico” para el tercero. LOS tres circuitos contienen
importantes proteinas y complejos para mantener la estabilidad del genoma que son regulados por



Plk1 y estan categorizados como esenciales para el correcto funcionamiento y progresion de la
mitosis.
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Figura 2. Circuitos propuestos para explicar el evento de inestabilidad genémica mediado por PIk1

Discusion y conclusiones

La participacion de plk1 en el evento de inestabilidad genémica tiene asociada una diversidad de
mecanismos que pueden aportar elementos para explicar el comportamiento novedoso como
supresor tumoral del gen. Es necesario hacer estudios mas profundos y evaluaciones in vitro de los
resultados y circuitos aqui propuestos que permitan aumentar la capacidad predictiva del modelo.

Los eventos de inestabilidad gendmica mediados por Plk1 aparentan ser exclusivos de la mitosis,
mientras que los eventos de carcinogénesis tradicionales en los que participa el gen son exclusivos
del ciclo celular no-mitético. EI modelo aqui propuesto consiguid capturar esta dinamica,
expresada en la afectacion en su mayoria de proteinas exclusivas de la mitosis durante las
simulaciones. En adicion a las proteinas previamente vinculadas con inestabilidad gendémica
identificadas, se postula a las proteinas KIF2C e INCENP como potencialmente asociadas a este
evento, basandose en su participacion dentro de los circuitos propuestos y anteriores reportes

Finalmente, la metodologia de construccion y modelamiento utilizadas en este trabajo presenta
una estrategia para integrar grandes cantidades de informacion biol6gica en forma de redes de
interaccion, o modelos, que permitan evaluar dinamicas celulares de interés.
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