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RESUMEN

Los inhibidores de tirosina quinasas (ITK) son farmacos que bloquean la actividad de
quinasas implicadas en la proliferacion y sefializacion celular, con aplicaciones clinicas en
oncologia. Estudios recientes han descrito su papel inmunomodulador y antiviral.

El objetivo de este trabajo fue evaluar y comparar el efecto inmunomodulador de los
ITK imatinib y dasatinib en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humanas
mediante analisis protedmico y fosfoprotedmico. Se buscé identificar proteinas,
fosfoproteinas y rutas diferencialmente reguladas por ambos farmacos, con el fin de estudiar
sus mecanismos de accién y su implicacién en la modulacién de procesos inmunitarios y
virales.

Las PBMCs de once donantes sanos fueron estimuladas con fitohemaglutinina (PHA) e
interleucina-2 (IL-2), y tratadas con imatinib (10 uM) o dasatinib (75 nM) durante 72 h. Tras
la extraccién proteica y digestién enzimatica, se analizaron las muestras mediante LC-
MS/MS. Los datos se procesaron en R para el andlisis diferencial y funcional, y la base de
datos STRING para generar redes de interaccién proteina-proteina (PPI).

El analisis del proteoma y fosfoproteoma mostré una clara separaciéon entre las
condiciones control, imatinib y dasatinib, con perfiles moleculares diferentes. Dasatinib
reguld un namero significativamente mayor de proteinas y fosfoproteinas con respecto a las
condiciones control, afectando rutas relacionadas con la biogénesis ribosomal, el
procesamiento de ARN, la remodelacion de la cromatina y la adhesion celular. Imatinib, en
cambio, modulé principalmente proteinas implicadas en funciones nucleares y estructurales.
Las redes PPI reflejaron una mayor conectividad y diversidad funcional en las muestras
tratadas con dasatinib.

Estos resultados indican que dasatinib ejerce un efecto inmunomodulador off-target
mas amplio que imatinib, que es mas especifico de su diana terapéutica, modulando
multiples rutas de sefializacion y fosforilacién asociadas a la funcion inmune, el control de la
proliferacién celular y la dindmica nuclear, reforzando su papel como regulador de la
respuesta inmune y posible candidato para futuras aplicaciones terapéuticas en infecciones
virales persistentes.

Palabras clave: protedmica, fosfoprotedmica, tirosina quinasas, imatinib, dasatinib,

senalizacion celular, inmunomodulacion.
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1. Introduccion

1.1. Propiedades principales de las tirosina quinasas

La comunicacién celular es fundamental para el mantenimiento de la homeostasis, la
coordinacidn de funciones fisioldgicas y la respuesta a estimulos externos. A través de una
compleja red de sefales quimicas, las células pueden adaptarse a su entorno, diferenciarse,
proliferar o inducir la muerte celular.

Uno de los principales mecanismos de comunicacion intracelular es la transduccién de
sefiales a través de la activacién de receptores celulares especializados (Ebrahimi et al.,
2023). Este proceso implica la participacién de proteinas tirosina quinasas, que catalizan la
fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas diana. Estas quinasas se clasifican en
tirosina quinasas receptoras (RTK) y no receptoras o citoplasmaticas (NRTK) (Paul &
Mukhopadhyay, 2004). Los RTK son receptores transmembrana que poseen un dominio
citoplasmatico con actividad tirosina quinasa y se expresan en tejidos del organismo. Por otro
lado, las NTKR carecen de dominio transmembrana y actian asociadas a otros receptores o
proteinas adaptadoras. Tanto los RTK como NTKR, desempefian un papel importante en
numerosos procesos bioldgicos como proliferacién, diferenciacién, metabolismo,
regeneracién, supervivencia y vias de muerte celular, y su desregulacién se asocia con
diversas patologias, incluyendo el cancer (Wintheiser & Silberstein, 2025).

El proceso de transduccidn de sefiales consiste en una red de vias de unién, activacién
y sefializacidn. Los ligandos especificos, formados por moléculas de sefal extracelular, se
unen al dominio extracelular del RTK. Esto implica la union de mondmeros en dimeros u
oligédmeros activos, la activacién de dominios quinasa y la fosforilacion de residuos de
tirosina que permiten que el bucle de activacién del dominio catalitico adopte una
conformacion que facilita la union de ATP. El sitio de unién a ATP funciona a su vez como
punto de unidn de proteinas de sefializacion citoplasmaticas que contienen dominios de
homologia Src-2 (SH2) y de unidn a la proteina tirosina (PTB). Estas reclutan moléculas
efectoras que resultan en el ensamblaje de complejos de sefializacidn, y la subsiguiente
activacion de multiples cascadas de sefalizacién que definen respuestas bioldgicas (Figura
1) (Paul & Mukhopadhyay, 2004).

La actividad de las tirosinas quinasas esta fuertemente regulada. Sin embargo, su

participacién en los diferentes procesos biolégicos puede sufrir alteraciones, desregulando
4
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dichos procesos por mutaciones, sobreexpresion o estimulacidn, generando procesos
patolégicos. Esto ha derivado en el desarrollo de farmacos basados en la inhibicidon de

tirosinas quinasas que bloquean la actividad de RTK o NRTK (Hartmann et al., 2009).

-
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Figura 1. Mecanismo de activacion y sefializacion intracelular de los RTK. Unidn de los ligandos a los receptores transmembrana
que deriva en la union de ATP y fosforilacion de residuos. Reclutamiento de substratos que activan proteinas que participan

a su vez en la activando la cascada de sefializacion. Imagen tomada de (Tomuleasa et al., 2024).
1.2. Inhibidores de tirosina quinasa

Las quinasas participan en una amplia red de transduccion de sefiales cruciales para la
regulacién de procesos bioldgicos como divisién, proliferacion y metabolismo celular. La
desregulacidn de estas vias deriva en patologias, por lo que se consideran dianas potenciales
para el desarrollo de farmacos (Norman et al., 2012). Los inhibidores de tirosina quinasa (ITK)
son un grupo de farmacos que alteran las vias de transduccién de sefiales donde estan
implicadas proteinas tirosina quinasas, mediante su inhibicién a través de diversos
mecanismos. Actualmente, hay varios ITK aprobados por diferentes agencias reguladoras,

con diversas aplicaciones terapéuticas (P. Wu et al., 2015).

1.2.1. Mecanismo de accion

Los ITK pueden ser reversibles o irreversibles, formando enlaces covalentes que

bloquean el sitio de unidon al ATP. Los ITK se clasifican en cuatro subtipos dependiendo del
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punto de unién y de la secuencia inicial de aminoacidos del bucle que controla el acceso al
sitio de activacion (motivo DFG) (Thomson et al., 2025):

e Inhibidores de tipo I: unién competitiva al sitio de ATP de quinasas transmembrana
activas y a residuos de aspartato en el motivo DFG, con orientacién hacia el sitio
catalitico de la proteina quinasa.

e Inhibidores de tipo Il: el motivo DFG se encuentra rotado hacia afuera,
sobresaliendo del sitio de unién de ATP. Las quinasas se unen a dicho sitio de unién.

e Inhibidores de tipo lll: la unidn se produce en regiones alostéricas adyacentes al sitio
de union del ATP.

e Inhibidores de tipo IV: unién a sitios alostéricos alejados de la regidn de union del
ATP.

e Inhibidores de tipo V: aquellos que presentan multiples modos de union.

a lmatinlb' b Nilotinib ) C Dasatinib
LI WA
- &
= '

d Bosutinib € Ponatinib

.o
® o

Figura 2. Inhibicion diferencial y selectiva de distintos tipos de quinasas por los principales ITK utilizados en clinica. El tamafio
y la intensidad de los nodos representan el grado de inhibicion de las quinasas sobre las dianas. Imagen tomada de (Lee

etal., 2021).
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1.2.2. Imatinib y Dasatinib

Imatinib (Glivec®, Novartis) es una molécula pequefia, perteneciente al grupo de
farmacos antineopldsicos, que inhibe la actividad de la tirosina quinasa BCR-ABL
(conformacidn inactiva) y a otros RTKs como c-kit, mediante una inhibicién de tipo Il (se une
al sitio de ATP y el bolsillo adyacente). Es un ITK de primera generacién que se desarrollé
siguiendo una estrategia tradicional de cribado de compuestos quimicos. Actua sobre la
tirosina-quinasa aberrante BCR-ABL, caracteristica de la leucemia mieloide crénica (LMC),
uniéndose a la conformacidn estructural inactiva mediante una inhibicidn selectiva de tipo Il
(Lee et al., 2021). Inhibe selectivamente los procesos celulares de proliferacién y apoptosis
celulares en lineas BCR-ABL positivo. Ademas, inhibe procesos celulares mediados por la
participacién y activacion de estos receptores. Este farmaco demostrd en un estudio una
mejora en la supervivencia libre de progresién y la supervivencia global en pacientes con
LMC, asociado a una mejor respuesta en comparacidon con el grupo control. Imatinib
presenta efectos off-target moderados e inhibe otras proteinas o RTK como c-kit o el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR).

Tras la aprobacidon de imatinib para el tratamiento de LMC, se desarrollaron
resistencias debido a mutaciones, lo que derivd en el desarrollo de ITK de segunda
generacién como dasatinib y nilotinib, ambos mas potentes frente a BCR-ABL (Cortes et al.,
2016).

Dasatinib (Sprycel®, BMS) bloquea la conformacién activa y abierta de BCR-ABL
(inhibicion de tipo 1), pero presenta multiples efectos off-target, interfiriendo con la tirosina
guinasa de receptor del gen KIT, quinasas de la familia SRC y otras proteinas (Fauziya et al.,
2023). Es un inhibidor potente que se une tanto a la conformacion activa como inactiva de
la enzima BCR-ABL por lo que también se usa frente a LMC. Dasatinib tiene un espectro diana
mayor que el imatinib (Lee et al., 2021) y es capaz de superar las barreras de resistencia a
imatinib por sobreexpresion, mutaciones y activacion de vias de sefializacion alternativas y
actuar como inmunomodulador e inmunosupresor (Rivera-Torres & San José, 2019). El
ensayo clinico de fase llb DASCERN demostré una mayor respuesta molecular en pacientes

con LCM tratados con dasatinib 12 meses en comparacién con imatinib (Cortes et al., 2024).
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1.3. Aplicaciones clinicas de los ITK

1.3.1. Terapia dirigida en cancer

Se han identificado cambios y mutaciones en genes implicados en vias de transduccion
de senales que, a su vez, participan en procesos biolégicos, como son los cambios en los RTK.
Un aumento en la seiializacién de estas vias deriva en una proliferacion celular incontrolada,
activacion oncogénica, angiogénesis y resistencia terapéutica (Ebrahimi et al., 2023).

Actualmente, los ITK se emplean como tratamientos clinicos para la LMC, leucemia
linfoblastica aguda (LLA) y otras enfermedades oncohematoldgicas por su capacidad para
inhibir la actividad desregulada de BCR-ABL, que genera una proliferacidon
celular.descontrolada principalmente en células mieloides y blastos linfoides (Rodriguez-
Mora et al., 2019).

La proteina aberrante BCR-ABL deriva de una translocacidn entre el gen ABL1 en el
cromosoma 9y con el gen BCR en el cromosoma 22 originando el cromosoma Filadelfia (Ph).
Esta oncoproteina con actividad de tirosina quinasa, promueve vias de sefalizacidn
oncogénicas que impulsan la proliferacién descontrolada y la resistencia a procesos

apoptoticos. LMCy LLA Ph+ son dianas para el uso de ITK (Figura 3) (Shammas et al., 2025).

A NH2 COOH
KINASE
Myristoyl 1b DOMAIN DNA ACTIN
group - SH3 SH2 (SH1) NLS BINDING BINDING
MWL \/: by PR S — —_— PR T R ST,
61 121 127 217 242 493 622 769 869 968 993 1130
ATP
1a LAST EXON REGION
B
BCR ABL1
1 1
28 55 380 510 1053 1247 61 121 127 217 242 493 622 769 869 993 993 1130
ATP = o
LAST EXON REGION
c Normal
Chromosome 9 9q+
Normal 22q-
Chromosome 22 Philadelphia
Translocation Chromosome
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—_—
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Figura 3. (A) Organizacion estructural de la proteina ABL1 y sus isoformas 1ay 1b. (B) Organizacion estructural de la proteina
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de fusion BCR-ABL1 resultante de la translocacion de los genes correspondientes a los cromosomas 9y 22.
(C) Translocacion de los cromosomas 9y 22 y formacion del cromosoma Filadelfia (Ph). Imagen tomada de(Shammas et al.,

2025).

Los cuatro ITKs principales empleados como terapia para el tratamiento inicial de la
LMC son: imatinib, dasatinib, nilotinib y osutinib. Asciminib es el primer ITK aprobado que
actua como inhibidor alostérico sobre una diana especifica, uniéndose al bolsillo miristoilo

de ABL1, en lugar del sitio de unidn del ATP, limitando los efectos off-target (Irgit et al., 2025).

1.3.2. Inmunoterapia y papel de los ITK en la inmunomodulacién

La inmunoterapia ha demostrado potenciar la respuesta inmunitaria frente a las
células tumorales en el abordaje del cancer. Se ha identificado que los ITK también ejercen
efectos directos sobre células del sistema inmunitario (Blake et al., 2008; Rivera-Torres &
San José, 2019) como linfocitos T, células NK, monocitos y otras subpoblaciones inmunes,
afectando procesos como la activacién, migracién, citotoxicidad y produccién de citoquinas
(Blake et al., 2008; Schade et al., 2008). Este efectoinmunomodulador es relevante en el caso
del dasatinib, que actua sobre otras quinasas como SCR, Lck, Fyn y Zap70, claves en la
sefializacion del receptor de células T (TCR) y de células NK (Rodriguez-Agustin et al., 2023;
Schade et al., 2008).

Dasatinib puede tener un efecto dual: inmunosupresor en ciertos contextos, al
bloquear la activacidon de linfocitos T, e inmunoestimulador en otros, promoviendo la
expansion de subpoblaciones citotdxicas como NK y Ty (Blake et al., 2008; Mustjoki et al.,
2009).

Es por esto, que se ha dirigido la atencién al uso de ITK en combinacién con otras
estrategias inmunoterapéuticas para modelar respuestas inmunes en infecciones virales
persistente, enfermedades autoinmunes y procesos de senescencia (Rivera-Torres & San

José, 2019; Rodriguez-Agustin et al., 2023).

1.4. Nuevas aplicaciones terapéuticas

Se han descrito casos de personas con el virus de la inmunodeficiencia humana de tipo
1 (VIH-1) (PCV) que han desarrollado LMC y que han seguido un tratamiento simultaneo de
terapia antirretroviral (TAR) e ITK (Vigdn et al., 2021). Por ello, se ha propuesto el uso de ITK

para el tratamiento de PCV con el objetivo de mejorar el perfil inflamatorio y actuar contra

9
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la persistencia viral (Coiras et al., 2017).

1.4.1. Persistencia del VIH

El ciclo de infeccidn y replicacion del VIH-1 tiene varias fases. Los viriones expresan en
su superficie glicoproteinas gp120 y gp41 que se unen al receptor CD4 de los linfocitos T
CD4+, y a correceptores CCR5 o CXCR4. Esta interaccién desencadena un cambio
conformacional que permite la fusién de la envoltura viral con la membrana de la célula
diana, favoreciendo la entrada de la cdpside viral hasta el interior del ntcleo. El ARN viral se
retrotranscribe a ADN por la transcriptasa inversa viral y, posteriormente, el ADN viral se
integra en el genoma celular mediante la integrasa. Una vez integrado, el provirus puede
permanecer en estado latente o iniciar la expresion génica, dando lugar a nuevas copias de
ARN viral, que seran traducidas a proteinas virales que se ensamblan junto con el ARN

gendmico para formar nuevos viriones (Figura 4) (Alcami & Coiras, 2011).

i - Transcriptasa ﬂ
! Inversa

\%> ARN viral [ Decapsidacién

ADN retrotranscrit

total o parcialmente
Complejo de ?—»vm | Retrotranscripcion I

preintegracion

poro nuclear
._complex (NPC)

Sintesis de
Proteinas

Provirus

O[]

Figura 4. Ciclo viral de infeccion del virus del VIH. El virus se une a la superficie celular mediante la interaccion de la
glicoproteina gp120 con el receptor CD4 y los correceptores CCR5 o CXCR4, permitiendo la fusion de la envoltura viral con la
membrana plasmdtica. Tras la entrada, el ARN del virus se retrotranscribe en ADNc gracias a la transcriptasa inversa, y el
complejo resultante se transporta al nucleo. La integrasa viral incorpora el ADN proviral al genoma de la célula huésped,
estableciendo una fase de latencia o expresion activa. Posteriormente, el ADN proviral se transcribe y traduce para generar
nuevos componentes virales, que se ensamblan en la membrana plasmdtica y se liberan por gemacion. Las particulas
inmaduras sufren un proceso de maduracion mediado por la proteasa viral, originando viriones funcionales capaces de

iniciar nuevas infecciones. Imagen tomada de (Alcami & Coiras, 2011).
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La infeccion por VIH se caracteriza por una activacidon persistente del sistema
inmunitario desencadena un estado de agotamiento inmune, caracterizado por disfuncién
de células efectoras, expresion de marcadores inhibidores y una respuesta antiviral ineficaz
(Trautmann et al., 2006).

El mantenimiento del reservorio viral se realiza mediante mecanismos de proliferacién
homeostatica mediados por IL-2 e IL- 7, mientras que la activacidn de receptores de células
T (TCR) promueve la replicacién activa del VIH mediante la transcripcion del provirus
integrado (Chomont et al., 2009; Coiras et al., 2016). Algunas de las quinasas implicadas en
esta activacioén (Lck, Fyn, Zap70) son dianas de los ITK, por lo que su inhibicién podria afectar
al reservorio viral. EI TAR es la principal estrategia para el tratamiento de la infeccién por VIH.
Actua suprimiendo la replicacion, reduciendo la carga viral y deteniendo la progresion de la
enfermedad. A pesar de ello, el TAR no actua sobre las células del reservorio, por lo que su
interrupcion provoca invariablemente un repunte viral. Por ello, la busqueda de nuevas
estrategias contra la persistencia del reservorio del VIH-1 continda, con el fin de encontrar
una futura cura funcional.

1.4.2. Dasatinib modula la actividad antiviral del factor SAMHD1 contra la replicacion del
VIH-1

Para que el VIH-1 pueda infectar las células diana es necesario que primero se inactive
SAMHD1, una enzima que restringe la infeccion por retrovirus como el VIH-1 al degradar los
nucledtidos trifosfato (dNTPs) necesarios para la retrotranscripcion del ARN viral a ADN. Esto
sucede cuando SAMHD1 no esta fosforilada, por lo que inhibicidon de su fosforilacién puede
potenciar su efecto antiviral (Rivera-Torres & San José, 2019). La inhibicién de SAMHD1 la
realiza el VIH-1 a través de su enzima accesoria Vpx (Descours et al., 2012).

Dasatinib inhibe la fosforilacion de SAMHD1, factor antiviral innato. SAMHD1
disminuye los niveles de dNTP en su forma activa/desfosforilada, lo que constituye un factor
antiviral frente a la infeccidon por VIH-1 (Rivera-Torres & San José, 2019). La fosforilacion e
inactivacién de SAMHD1 es inducida por el VIH-1. Los ITK pueden impedir la fosforilacion de
este factor, conservando asi la actividad antiviral (Ambrosioni et al., 2017). La induccién de
un estado citostatico que mantenga a SAMHD1 en su estado desfosforilado o activo
restringiendo la activacidn de factores de transcripcidon que participan en la replicacidn del

virus puede evitar la replicaciéon y el mantenimiento del reservorio, interfiriendo con las

11



U n ive rsidq d Méster Universitario en Bioinformética

Autor: Olivia de la Calle Jiménez

Eu I'O ped Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal

Curso0:2024-2025

células infectadas en estado latente y su proliferacion homeostatica (Figura 5) (Bermejo et al.,

2016; Rodriguez-Mora et al., 2019).

Resting Activated, infected
CD4+ T cell CD4+ T cell

- TCR-mediated
activation

SAMHD1©pSAMHD1
Reservoir:
@‘ memory CD4+
Tcells
Homeostatic
proliferation by
IL-2, IL-7
Macrophage

Figura 5. Mecanismos en los que intervienen los ITK y sus dianas para impedir la replicacion, el mantenimiento y la infeccion

del VIH-1. Imagen tomada de (Rodriguez-Mora et al., 2019).
1.4.3. Reducida actividad antiviral del imatinib en la infeccidn por VIH-1

El uso de imatinib como tratamiento para la infeccién por VIH-1 no ha demostrado su
actividad antiviral (Bermejo et al., 2018). Un ensayo clinico que analizé la capacidad de
imatinib para inhibir la replicacidn del virus en linfocitos T CD4+, demostré que no redujo los
niveles de p24, proteina estructural del VIH que forma parte de la capside del virus, a
concentraciones clinicamente seguras (Bozzi et al., 2024). Ademas, a diferencia del dasatinib,
el imatinib no inhibe la fosforilacion de SAMHD1 ni ha demostrado un impacto consistente

en la replicacion del VIH-1 (Bermejo et al., 2018).

1.4.4. Dasatinib como inmunomodulador y citostatico

Se ha postulado el uso de ITK como antivirales al actuar a nivel del ciclo viral como
inmunosupresores e inmunomoduladores (Rivera-Torres & San José, 2019). El efecto off-
target del dasatinib, que se une a mas de 30 quinasas diferentes, correlaciona con su
intervencion en la sefializacién del TCR, expresiéon de marcadores de activacion, produccién
de citoquinas proinflamatorias y procesos de proliferacién (Bantscheff et al., 2007; Rix et al.,

2007).
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Los linfocitos T se activan por la interaccidn de su receptor a proteinas NRTK, tras la
unién de antigenos o ligandos. La quinasa especifica de células linfocitarias (LCK) juega un
papel importante en la activacién de los linfocitos T y de quinasas en procesos descendentes,
iniciando el proceso de transducciéon de sefiales del complejo TCR/CD3 tras el
reconocimiento del antigeno (Kong etal., 2011; Palacios & Weiss, 2004). LCK,
desfosforilado/inactivo cuando las células T estdn en reposo, se activa por la fosforilacion de
un residuo de tirosina situado en el dominio quinasa. La activacion de LCK induce asu vez la
fosforilacién de SAMHD1 (Coiras et al., 2016) por lo que el uso de inhibidores selectivos de la
actividad de LCK supone una estrategia inmunosupresora especifica para el tratamiento de
la infeccién por VIH-1 (Bermejo et al., 2015, 2016). El efecto inhibidor de dasatinib sobre la
funcién de los linfocitos T, dada su capacidad para inhibir quinasas como Lck, produce una
regulacion negativa de la activacién, proliferacion y produccion de citoquinas (Blake et al.,
2008). Ademas, inhibe la fusion del VIH-1 con la célula diana sin afectar a la viabilidad celular
(Harmon et al., 2010). Finalmente, pacientes tratados con dasatinib han presentado un
mejor prondstico debido a que produce una expansion transitoria de linfocitos T CD8+, Ty
y células NK tras su administracion, mejorando la funcién antiviral (Rivera-Torres & San José,

2019).

1.5. Potencial senolitico del dasatinib

La senescencia celular implica la detencién del ciclo celular y genera cambios
fenotipicos que impiden la apoptosis. Las células senescentes son responsables de la
fragilidad provocada por la infeccién por VIH-1, ademas de co-morbilidades relacionadas con
el envejecimiento. Las células senescentes secretan diferentes citoquinas proinflamatorias y
productos proapoptoéticos y profibroticos, y favorecen una activacién inmunitaria crénica
(Rodriguez-Mora et al., 2019). Se estdn estudiando estrategias que permitan eliminar las
células senescentes (compuestos senoliticos) o modificar su fenotipo (compuestos
senomorficos). Dasatinib inhibe las funciones proinflamatorias de células del sistema inmune
como neutréfilos, y la activacion y proliferacion crénica de linfocitos T (Blake et al., 2008;
Futosi et al., 2012). Por lo tanto, evitaria estos sucesos cronicos derivados de la infeccidon

virica y su papel en la senescencia celular.
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1.6. Protedmica y fosfoprotedmica como herramientas de estudio

La protedmica basada en espectrometria de masas es una herramienta empleada para
identificar las interacciones entre farmacos y el perfil protedmico, ademas de las alteraciones
en la fosforilacién de las proteinas (Giansanti et al., 2014). En los Ultimos afios, se ha utilizado
dirigiendo su enfoque a la busqueda de dianas efectivas para el tratamiento con ITK. Un
estudio identifico posibles dianas terapéuticas para imatinib, diferentes a la quinasa BCR-
ABL, en la linea celular A431 mediante el estudio del perfil proteédmico y la cuantificacién de
la fosforilacién de residuos tirosina inducido por el tratamiento (Giansanti et al., 2014). Otro
estudio ha identificado el efecto de dasatinib en aproximadamente 1.000 fosfopéptidos y
vias de sefalizacion MAPK, implicadas en procesos celulares como el splicing del ARN (Pan
et al., 2009). Ademas, se realizd un ensayo para estudiar el efecto sobre la fosforilacién de
residuos de tirosina tras el tratamiento e inhibicion de células K562 con imatinib, y el analisis
de motivos proteicos presentes en determinados péptidos (Preisinger et al., 2013).

La inmunoprecipitacion combinada con espectrometria de masas ha permitido
estudiar el perfil de residuos de tirosina fosforilados en las quinasas BCR-ABL de diferentes
lineas celulares en individuos con LMC (Goss et al., 2006). Sin embargo, el impacto funcional
de los ITK se extiende a multiples rutas de sefializacion celular en distintos tipos celulares. El
analisis comparativo del proteoma y fosfoproteoma se convierte en una herramienta clave
para comprender de forma integral cdmo estos fadrmacos modulan procesos celulares como
la activacién, proliferacidén o apoptosis. Por lo tanto, la caracterizacién global de los cambios
en la expresidn proteica y en la fosforilacion de residuos de tirosina, permite identificar
posibles mecanismos de accién vy vias alteradas, y mejorar el disefio de terapias dirigidas y

encontrar nuevas dianas terapéuticas.
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2. Hipotesis

El tratamiento de PBMCs con los ITK imatinib y dasatinib induce cambios especificos
en el perfil de fosforilaciéon de proteinas, que se reflejan en alteraciones en el proteoma y
fosfoproteoma. Estos cambios estan asociados a rutas de sefializacion funcionalmente
relevantes que pueden ayudar a la identificacion de dianas terapéuticas relacionadas con el
potencial antiviral, antiinflamatorio y senolitico de los ITK, y que pueden identificarse
mediante andlisis bioinformatico y estadistico a nivel de péptido, proteina y categoria
funcional. Dada la mayor selectividad de imatinib frente a BCR-ABL, se espera que ejerza un
impacto mas limitado sobre la fosforilacién global de proteinas, mientras que dasatinib, por
sus multiples efectos off-target, deberia inducir una desregulacién mdas amplia del proteoma
y del fosfoproteoma.

Mediante este estudio se pretende identificar rutas de sefializacion y posibles dianas
terapéuticas que expliquen las diferencias funcionales entre ambos inhibidores, asi como
profundizar en la comprensién de sus mecanismos moleculares y valorar su potencial

aplicacion en patologias no oncolégicas, como la persistencia viral.

3. Objetivos

Objetivo principal: evaluar el efecto inmunomodulador de los ITK imatinib y dasatinib
sobre el proteoma y el fosfoproteoma de PBMCs, mediante un andlisis comparativo con la

condicién control a nivel de péptido, proteina y categoria funcional.

Objetivos secundarios:
° Realizar un andlisis cuantitativo y estadistico del proteoma y fosfoproteoma de PBMCs
tratadas con ITKs.

. Identificar cambios estadisticamente significativos en las condiciones tratadas frente
al control.

. Caracterizar el patron de fosforilacion y determinar las principales proteinas y rutas
afectadas.

° Determinar las categorias funcionales mas alteradas en términos de fosforilacién,
estableciendo relaciones bioldgicas relevantes.

. Realizar una interpretacion bioldgica de los resultados mediante herramientas graficas
y estadisticas para obtener conclusiones funcionales relevantes.
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4. Materiales y métodos

4.1. Seleccion de muestras

Once donantes sanos se reclutaron en el Centro de Transfusién de la Comunidad de

Madrid (CTM). El estudio fue elaborado bajo la aprobacion del CTM.

4.2. Extraccion de sangre periférica y tratamiento de las células

Se obtuvieron muestras de sangre de 10 ml en tubos EDTA y se extrajeron las PBMCs
mediante una centrifugacidon a 2100 r.p.m. en gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia Corporation, North Peapack, NJ) durante 35 minutos, a temperatura ambiente.
Las PBMCs se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS al 1x) y se criopreservaron en nitréogeno
liguido usando medio de congelacion (suero bovino fetal con dimetilsulféxido al 10%), para

su posterior andlisis.

4.3. Preparacion y extraccion de proteinas

Para cada una de las 11 muestras analizadas se descongelaron 50 millones de PBMCs
gue se cultivaron en las siguientes condiciones: todas las muestras fueron estimuladas
durante 72 horas con el mitégeno fitohemaglutina (PHA) y con interleucina-2 (IL-2) para
inducir la homeostasis de los linfocitos T; tres réplicas bioldgicas se mantuvieron como
controles, cuatro réplicas bioldgicas fueron ademas tratadas con imatinib a 10 uM y cuatro
réplicas bioldgicas fueron ademads tratadas con dasatinib 75 nM.

La lisis celular para obtener las proteinas totales y fosforiladas se llevd a cabo
empleando el tampdn de extraccidn: Tris-HCI 50 nM pH 8,5 y SDS 2% (p/v) tras centrifugacion
a 1500 rpm durante 5 minutos. La mezcla se incubd a temperatura ambiente con agitacién
continua a baja velocidad durante 15 minutos. A continuacidn, se realizé un breve spin y se
calentd la muestra 10 min a 97 °C. Tras la incubacion, se centrifugd la muestra a 14.000 rpm
durante 5 minutos. Se determind la concentracién de proteina total en 1 pL del sobrenadante
mediante un ensayo Bradford (Bio-Rad), generando una curva patron de albumina sérica
bovina (BSA) en concentraciones de 0 a 2 mg/mL, midiendo cada muestra por triplicado. El
volumen de cada muestra se ajusté a 200 ug de proteina total. Tanto el sobrenadante como
el pellet se almacenaron a -20°C y se enviaron para su analisis al Servicio de Protedmica del

Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) en Madrid.
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4.4. Preparacion de péptidos para LC-MS/MS: reduccion, digestién y
purificacidon

Las muestras de proteinas totales se descongelaron y se trataron con ditiotreitol (DTT)
10mM vy se incubaron 30 minutos a 56°C con agitacion. Tras enfriarse, se afadid
iodoacetamida 20mM vy se incubd en oscuridad 30 minutos. Se afiadieron cuatro volumenes
de etanol (-20°C), se incubd una hora a -20°C para precipitar las proteinas y eliminar restos
de detergente, recuperando el precipitado por centrifugacién. El lisado proteico se diluyo
cuatro veces con bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8) y se realizé la digestion con
endopeptidasa LysC y tripsina en una proporcién 1:100 (enzima:proteina en masa) 37°C 16

horas.

4.5. Andlisis por LC-MS/MS

Se marcaron las muestras de péptidos con reactivos TMT-10, para que las muestras
marcadas se separen mediante cromatografia liquida de fase reversa a pH alto y columnas
con microesferas C18 de 15 cm (cromatografia liquida Easy Nano, Thermo Fisher Scientific).
Tras la mezcla con TMT-10, se dividié el pool de muestras en dos alicuotas: 1) analisis
global/protedmico y 2) andlisis de péptidos fosforilados. Para este Ultimo, se paso el extracto
de péptidos TMT-marcados por una columna/resina Ti4+ a la cual se unieron los
fosfopéptidos. Mediante competicion con fosfato de amonio pH 7-8 se liberaron los
fosfopétidos de la resina. El andlisis de péptidos de la fraccion global y de la enriquecida, se
realizé en un sistema nano-LC acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucién (LC-

MS, Thermo Fisher Scientific, modelo Orbitrap Fusion Lumos).

4.6. Analisis estadistico y representacion de los resultados

Los analisis estadisticos y la representacion grafica de los resultados del proteoma vy
fosfoproteoma, se realizaron con el software R (v4.4.2). Las figuras de componentes
principales (PCA) se generaron utilizando el paquete ggplot2. El analisis de expresion
diferencial de proteinas y fosfoproteinas entre condiciones se realizé con el paquete limma,
aplicando una correccién de p-valor y por valor de AvA. Para la visualizacion de proteinas y
fosfoproteinas diferencialmente expresadas se utilizdé el paquete pheatmap. El andlisis de
enriquecimiento funcional (Gene Ontology y KEGG) se llevd a cabo con el paquete
clusterProfiler, empleando un ajuste por p-valor < 0,05 como umbral de significancia. Las
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redes de interacciones proteina-proteina (PPl) se generaron a partir de las proteinas
diferencialmente expresadas mediante la base de datos STRING (v12.0), aplicando un umbral
de confianza de 0.7 y agrupando las proteinas mediante el algoritmo de clustering Markov.
Los esquemas de flujos de trabajo experimental y el analisis bioinformatico se encuentran en

el Anexo (Figuras suplementarias 1y 2).

4.7. Pre-procesamiento de datos para el analisis del fosfoproteoma

Los datos crudos se procesaron en RStudio 2024.12.0+467 con R 4.4.2 empleando los
paquetes readxl, dyplr, writexl y limma. Se generd un data.frame en el que cada fila
corresponde a una proteina o péptido identificado y cuantificado, del fichero Excel original.
Se filtraron las filas correspondientes a secuencias de péptidos que contenian el caracter “S”,
para conservar Unicamente los péptidos fosforilados. La tabla resultante se exporté en
formato CSV para los posteriores analisis. Ademas, se realizé un filtrado por significacion
estadistica, aceptando las celdas que presentaban p-valor < 0,05 y sobre este subconjunto,
se aplicé un segundo filtro para excluir aquellos péptidos cuya media de variacién promedio
estuviera dentro del rango 1,2-1,3, quedando asi sélo las sefales con cambios de abundancia

fuera de ese intervalo, mas consistentes con efectos biolégicos relevantes.
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5. Resultados

5.1. Andlisis de proteoma

5.1.1. Analisis de componentes principales (PCA) del proteoma

El analisis mostré una separacién entre las diferentes condiciones experimentales a
nivel de proteoma. Las réplicas correspondientes a las condiciones de control, imatinib y
dasatinib del proteoma formaron agrupamientos bien definidos en el espacio (PC1 y PC2),
con mas del 75% de varianza, sugiriendo diferencias en los perfiles protedmicos entre las
tres condiciones (Figura 1, grafica izquierda). Al analizar de manera especifica entre control
e imatinib (Figura 1, gréfica arriba a la derecha), se observa igualmente una separacion entre
ambos grupos, estando las réplicas bioldgicas agrupadas por condicidon. Asimismo, la
comparacion del proteoma entre control y dasatinib (Figura 1, grafica abajo a la derecha)
muestra una separacién entre ambas condiciones. Esto refleja el efecto diferencial que
ejercen los inhibidores de tirosina quinasas sobre la regulacidn proteica, en este caso

imatinib y dasatinib sobre el perfil proteémico de las PBMCs.
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Figura 1. Andlisis de componentes principales (PCA) del proteoma. Izquierda: PCA global que muestra la separacion entre
control (rojo), imatinib (azul) y dasatinib (verde). Derecha superior: comparacion de control vs imatinib. Derecha inferior:

comparacion de control vs dasatinib.
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5.1.2. Andlisis de expresion diferencial del proteoma

El analisis de expresion diferencial del proteoma muestra que tanto imatinib como
dasatinib inducen alteraciones significativas en la regulacion y expresion de proteinas
respecto al control. En el volcano plot correspondiente a imatinib (Figura 2A, izquierda), se
identifican varias proteinas diferencialmente reguladas, con un conjunto de proteinas
sobreexpresadas mostradas en color rojo y otras con una marcada disminucién de su
abundancia relativa (color azul). El tratamiento con dasatinib (Figura 2B, derecha) también
muestra varias proteinas diferencialmente expresadas en comparacidn con el control.
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Figura 2. Andlisis de volcano plot en el proteoma. Volcano plots de imatinib vs control (izquierda) y dasatinib vs control
(derecha). Los puntos rojos indican proteinas sobreexpresadas, las azules proteinas infrarreguladas y las grises proteinas no

significativas.

La representacion de las proteinas diferencialmente expresadas entre imatinib frente
a control y dasatinib frente a control permitié observar diferencias evidentes en el patron de
fosforilacion afectado por cada uno de los ITK. La grafica correspondiente a las 50 proteinas
mejor clasificadas al comparar imatinib vs. control frente a dasatinib vs. control (Figura 3A),
distingue claramente dos bloques de regulacidn. Se observa que la mayoria de las proteinas
siguen la misma tendencia de regulacién en ambos inhibidores, aunque con distinta
magnitud: aquellas aumentadas en imatinib también presentan incremento con dasatinib y
lo mismo con las proteinas disminuidas. Ademas, el analisis muestra un pequefio grupo de
proteinas cuya desregulacién es especifica del tratamiento con imatinib, no siendo
desreguladas por dasatinib. Sin embargo, el tratamiento con dasatinib desregula un grupo

mayor de proteinas que no son desreguladas por imatinib (Figura 3B). Finalmente, el analisis
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de las 50 proteinas comunes desreguladas por ambos inhibidores muestra que los cambios
se producen en la misma direccion, ya sea aumento o disminucidn en la abundancia proteica,

aunque con distinta intensidad (Figura 3C).
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Figura 3. Andlisis de heatmap de las 50 proteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento con imatinib vs. control
frente a dasatinib vs. control. Se muestran las proteinas clasificadas por cada inhibidor de manera independiente (grdfica
izquierda-A y centro-B) y el conjunto de proteinas comunes entre ambos (grdfica derecha-C). Las intensidades de color
reflejan los niveles relativos de abundancia proteica. Grdfica con imdgenes separadas, con mejor enfoque y resolucion en

Anexos. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

Estos resultados confirman que los inhibidores imatinib y dasatinib generan efectos
diferenciales sobre el proteoma de las PBMCs, con cambios especificos en proteinas clave y
perfiles que permiten distinguir claramente ambos tratamientos.

5.1.3. Gene Ontology (GO) y analisis de enriquecimiento KEGG de las proteinas
diferenciales

El andlisis de procesos biolégicos (BP) muestra que imatinib y dasatinib desregulan
especificamente rutas relacionadas con la biogénesis y el metabolismo de los ribosomas, asi
como con la traduccion y el procesamiento de ARN (Figura 4). Sin embargo, hay diferencias
en la magnitud y diversidad de los cambios: imatinib incide en el ensamblaje de organulos
no membranosos y de granulos de estrés (Figura 4A), mientras que dasatinib tiene un efecto
mas amplio, incluyendo procesos de organizacién de complejos proteina-RNA y maduracién
de subunidades ribosomales (Figura 4B). Esto indica que, aunque ambos inhibidores
impactan en la maquinaria de sintesis proteica, dasatinib ejerce un efecto mas extendido

sobre procesos asociados a la biogénesis y dindmica del ribosoma.
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Figura 4. Andlisis de enriquecimiento en términos de procesos biolégicos (GO-BP) para las proteinas diferencialmente
expresadas tras tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x representa el numero de proteinas
asociadas a cada término, mientras que el color de las barras indica el valor de p-ajustado (p.adjust). Se comparan los datos

relativos a imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

En el nivel de funciones moleculares (MF), ambos ITK también se asocian con
actividades vinculadas a la estructura ribosomal y la unidén a ARN/proteinas, pero con perfiles
diferenciales. El tratamiento con imatinib produjo enriquecimiento en proteinas ribosomales
y la unién a cadherinas, ademas de actividades relacionadas con el inicio de la traduccién y
factores de unién a ADN/ARN (Figura 5A), mientras que dasatinib causé mas desregulacion
de actividad de hidrdlisis de ATP, regulacién de la traduccidn y actividad helicasa, sugiriendo
una mayor influencia en la regulacién energética y dinamica de procesos de traduccién y
remodelacion de 4cidos nucleicos (Figura 5B). En conjunto, esto refleja que imatinib afecta
principalmente funciones estructurales y de interaccién, mientras que dasatinib impacta en

funciones reguladoras y enzimaticas.
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Figura 5. Grdficos de barras del andlisis de enriquecimiento en términos de funciones moleculares (GO-MF) para las proteinas
diferencialmente expresadas tras tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x muestra el recuento
de proteinas y la escala de color corresponde al valor de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A)

y dasatinib vs. control (B).

El andlisis de componentes celulares (CC) resalta que ambos inhibidores acttian en el
ribosoma y sus subunidades, principales estructuras alteradas. En imatinib, ademas de
ribosomas, se identifica un enriquecimiento en el espliceosoma y en componentes de
uniones focales y granulos citoplasmaticos, efectos sobre ensamblajes de ARN y estructuras
celulares especificas (Figura 6A). Dasatinib, en cambio, induce un enriquecimiento mas
marcado y diversificado en compartimentos ribosomales y luminales, junto con la adhesién

focal y el espliceosoma (Figura 6B).
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Figura 6. Andlisis de enriquecimiento en términos de componentes celulares (GO-CC) para las proteinas diferencialmente
expresadas tras tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x indica el numero de proteinas
asociadas a cada término, y la intensidad de color refleja el valor de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs.

control (A) y dasatinib vs. control (B).

El andlisis de vias KEGG muestra que, en el caso de imatinib, se inducen cambios en
proteinas relacionadas con espliceosoma, replicacidon del ADN y reparacién por escision de
bases, lo que sugiere un efecto sobre procesos de reparacién de ADN y procesamiento de
ARN (Figura 7A). Dasatinib produce una desregulacion mucho mdas amplia de vias
enriquecidas, incluyendo, ademas de las anteriores, rutas de activacién plaquetaria, uniones
gap, reparacion de errores de apareamiento de bases y vias cardiovasculares (miocardiopatia

dilatada e hipertréfica) (Figura 7B).
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Figura 7. Andlisis de enriquecimiento de rutas KEGG para las proteinas diferencialmente expresadas tras tratamiento con
imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x representa el numero de proteinas implicadas en cada ruta, y el color

de las barras indica el valor de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

5.1.4. Analisis de interacciones proteina-proteina.

Dasatinib desregula la mayoria de las proteinas exclusivas (71,8%, 792), frente a un
4,62% (51) por imatinib (Figura 8). Un 23,6% de las proteinas (260) eran desreguladas por
ambos ITK.

Diagrama de Venn Proteoma

Dasatinib Imatinib

Figura 8. Diagrama de Venn que muestra las proteinas diferencialmente expresadas tras tratamiento con imatinib y
dasatinib. Se representan las fracciones exclusivas de cada inhibidor y el conjunto de proteinas comunes a ambos. Se

comparan los datos relativos a imatinib vs. control y dasatinib vs. control.
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El analisis de interacciones proteina-proteina (PPl) mediante STRING revelé diferencias
notables en la organizacién de las redes proteicas entre los tratamientos con imatinib y
dasatinib, asi como en el conjunto de proteinas comunes. En la primera red, con proteinas
exclusivas reguladas por Imatinib (Figura 9A), la red muestra un nimero moderado de
interacciones, con un cluster central compacto y varios nodos periféricos menos conectados.
En la red global exclusiva de proteinas reguladas Unicamente por dasatinib (Figura 9B), la red
es mucho mas densa y compleja, con multiples clUsteres interconectados y una alta
conectividad global. La red formada por las proteinas compartidas entre ambos tratamientos
(Figura 9C) conserva un cluster central robusto, con conexiones relevantes en procesos de

regulacién de ARN, metabolismo y seiializacion.

A) B) Q)

Figura 9. Redes de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteinas
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con (A) imatinib, (B) dasatinib y (C) proteinas comunes a
ambos inhibidores. Los nodos representan proteinas y las aristas corresponden a interacciones predichas o conocidas,
destacando diferencias en densidad y organizacion de las redes entre tratamientos. Grdfica con imdgenes separadas, con
mejor enfoque y resolucion en Anexos.

5.2. Andlisis de fosfoproteoma

5.2.1. Andlisis de componentes principales (PCA) del fosfoproteoma

Las réplicas de las diferentes condiciones en el andlisis del fosfoproteoma estan
agrupadas de manera diferente, con mas del 50% de varianza y reflejando que las
modificaciones en el estado de fosforilacidon de las proteinas dependen de la condicidn del
tratamiento (Figura 2, grafica izquierda). La comparacién y separacion de las réplicas entre
los grupos control e imatinib (Figura 2, arriba a la derecha), y control vs dasatinib (Figura 2,
abajo a la derecha) muestran diferencias claras entre los controles y los tratamientos.

26



U n ive I"Sida d Méster Universitario en Bioinformética

Autor: Olivia de la Calle Jiménez

Eu I"Oped Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal

Curso0:2024-2025

PCA fosfoproteoma Control vs Imatinib

L]
L]
PCA fosfoproteoma (Control vs Imatinib vs Dasatinib) N bl
g Condtion
40 ® 2 . ® con
s o
g
[ ]
.
T 20 ) .
N
_§ Condition PC1 (74.2% varianza)
2 @ Control
2
@ @ Dasatinib PCA fosfoproteoma Control vs Dasatinib
= [ J
- @ Imatinib J °
N
g o
[
. =
[ J é . °
[ J £, .
[ e .
-20
»® ¢
0 25 [ 25 50
PC1 (50.3% varianza) ' .
L]

PC1 (77.7% varianza)

Figura 10. Andlisis de componentes principales (PCA) del fosfoproteoma. Izquierda: PCA global que muestra la separacion
entre control (rojo), imatinib (azul) y dasatinib (verde). Derecha superior: comparacion de control vs imatinib. Derecha

inferior: comparacion de control vs dasatinib.
5.2.2. Andlisis de expresion diferencial del fosfoproteoma

Imatinib y dasatinib inducen cambios especificos en la fosforilacién de proteinas
respecto a los controles. En el volcano plot de imatinib (Figura 6A, grafica izquierda) se han
identificado proteinas con un aumento significativo de su nivel de fosforilacion, mientras que
otras muestran una disminucidon marcada en comparacién con el control. El volcano plot
correspondiente a dasatinib (Figura 6B, grafica derecha) muestra un perfil de regulacién
diferencial con un mayor nimero de proteinas significativamente reguladas con respecto a

los controles.

27



Master Universitario en Bioinformatica
Autor: Olivia de la Calle Jiménez

Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal
Curso0:2024-2025

Universidad
Europea

A) B)
Volcano Plot: Imatinib_vs_Control Volcano Plot: Dasatinib_vs_Control
. H M . '
. ATRXHUMAN  dyneo bt ADDA_HUMAN !
' ! o ASAP1_HUMAN 6 TERF2_HUMAN N
ot i ST
SRAM2_HUMAN ' SLVM,NU. NI
5""’."—’1”"“" H DBNL_HUMAN® |
CBLB_HUMAN ' H ISSRP1_HUMAN
3 . i-‘ : HMGA1_HUMAN AHNK_HUMAN : .'
MPP8_HUMAN, ° ® MARE_HUMAN
RGPO3 HMM e SPTSH_HUMAN Teis HuMAN - MARSHUMAN et unean
— T e —4 osep1_Hud!
3 sl e 2 . . o [
© . . ) ®  Downregulated © . '
z o * el e z . |
&, SN | g Not significant a o V. o
s . s . )
> >
g g

0".' .‘{' - . ®  Upreguiated
o o lnu o, % e . . s
* e ea S % . el
P M - o N P c .

©
.
.

| - SRS X

0
AvA

Figura 11. Andlisis de volcano plot en el fosfoproteoma. Volcano plots de imatinib vs control (izquierda) y dasatinib vs control
(derecha). Los puntos rojos indican fosfoproteinas sobreexpresadas, las azules fosfoproteinas infrarreguladas y las grises

fosfoproteinas no significativa.

Las 50 fosfoproteinas desreguladas mas relevantes en la comparacion imatinib vs.
control frente a dasatinib vs. control reflejan una regulacién diferente de eventos de
fosforilacion segun el inhibidor (Figura 12A). Se distinguen perfiles diferenciales bien
definidos en los que muy pocas fosfoproteinas estan exclusivamente desreguladas por
imatinib. Sin embargo, cuando esta comparacion es entre dasatinib vs. control respecto a
imatinib vs. control, se observan muchas mas proteinas desreguladas solamente con
dasatinib (Figura 12B). Por ultimo, el heatmap correspondiente a las 50 fosfoproteinas
comunes mas reguladas entre ambos inhibidores evidencia un contraste marcado: las
mismas fosfoproteinas presentan cambios opuestos de fosforilacién o en la intensidad de

regulacion en funcion del tratamiento recibido (Figura 12C).
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Figura 12. Andlisis de heatmap de las 50 fosfoproteinas mds diferencialmente reguladas tras tratamiento con imatinib frente
a dasatinib. Se representan los perfiles individuales para cada inhibidor (grdfica izquierda-A y centro-B) y el grupo de
fosfoproteinas comunes a ambos tratamientos (grdfica derecha-C). La escala de color indica los niveles relativos de
fosforilacion. Grdficas con imdgenes separadas, con mejor enfoque y resolucion en Anexos. Se comparan los datos relativos

a imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

5.2.3. Gene Ontology (GO) y andlisis de enriquecimiento KEGG de las fosfoproteinas
diferenciales

El andlisis de enriquecimiento del fosfoproteoma revelé que imatinib y dasatinib
alteran de manera diferencial procesos celulares clave vinculados a la regulacién de la
sefializacion y la dinamica nuclear. Imatinib y dasatinib afectan de forma destacada rutas
relacionadas con el ARN splicing y el procesamiento de ARNm. En el caso de imatinib, estan
enriquecidos procesos asociados al metabolismo del ARN vy la regulacion de la cromatina,
incluyendo reparacién de doble cadena (Figura 13A). En contraste, dasatinib afecta a un
repertorio mas amplio, abarcando ademas transporte nuclear, sefializacion mediada por

GTPasas y organizacion supramolecular (Figura 13B).
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Figura 13. Grdficos de barras del andlisis de enriquecimiento en procesos bioldgicos (GO-BP) del fosfoproteoma tras
tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x indica el numero de proteinas asociadas a cada
término, y la escala de color representa el valor de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A) y

dasatinib vs. control (B).
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En las funciones moleculares, imatinib sefiala un enriquecimiento en actividades

relacionadas con la unidn a histonas y cadherinas, asi como en adaptadores proteina-

cromatina y actividades enzimaticas vinculadas al ADN (Figura 14A). Dasatinib, por su parte,

presenta un perfil mas diverso con términos de unidn a cadherinas, factores de transcripcion

dependientes de ADN, actina y actividades de modificacién de histonas, ademds de procesos

reguladores de GTPasas (Figura 14B).
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Figura 14. Grdficos de barras del andlisis de enriquecimiento en funciones moleculares (GO-MF) del fosfoproteoma tras

tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x muestra el recuento de proteinas, y los colores

corresponden a los valores de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

A nivel de componentes celulares, imatinib se asocid principalmente a estructuras

nucleares como sacos nucleares, matriz nuclear, pericromatina y complejo de empalme,

ademas de sitios de dafio en el ADN (Figura 15A). Dasatinib también destacd en sacos

nucleares y regiones cromosdmicas, pero amplid el espectro hacia uniones célula-sustrato,

adhesiones focales y estructuras relacionadas con el citoesqueleto (Figura 15B).

30



U nive rsi dq d Méster Universitario en Bioinformética

Autor: Olivia de la Calle Jiménez

EU I'Oped Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal

Curso0:2024-2025

A) B)
GO Enrichment Barplot: CC Phospho Imatinib Phosphoproteome GO Enrichment Barplot: CC Phospho Dasatinib Phosphoproteome

nuclear speck: nuclear speck

nuclear periphery 1 chromosomal region

chromosomal region cell-substrate junction

nuclear matrix focal adhesion

spliceosomal complex heterochromatin 4

SWI/SNF superfamily-type spliceosomal complex

complex - _
chromosome, centromeric region p.adjust SWI/SNF superfamily-type p.adjust
complex
1e-04
ATPase complex - ot cellcortex _ -
3004
4e-04 2e-08
e ofONAdamage - o cellleacing edge _
condensed chromesome1 _ chromosome, centromeric egon _
site of double-strand break - nuclear periphery 1 -
condensed chromosome, 1
contromeHc fSgron - uclear envelope _
uctear envelope _ podasame1 -
heterochromatin 4 - chromosome, telomeric region -
nuctear membrane? _ condensed chromosame1 _
0 10 20 [ 20 40 60

Count

g

Figura 15. Grdficos de barras del andlisis de enriquecimiento en componentes celulares (GO-CC) del fosfoproteoma tras
tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x representa el numero de proteinas asociadas,
mientras que la escala de color refleja los valores de p.adjust. Se comparan los datos relativos a imatinib vs. control (A) y

dasatinib vs. control (B).

En el andlisis de vias KEGG, imatinib mostré un nimero reducido de rutas enriquecidas,
principalmente vinculadas a infecciones virales (virus del Herpes simple-1, ciclo del VIH-1) y
al espliceosoma (Figura 16A). Dasatinib, en cambio, presentd un repertorio mas variado que
incluye rutas de cancer (leucemias, cancer de pdancreas, pulmoén, carcinogénesis viral),

sefializacién celular (ErbB, FcyR, quimiocinas) y procesos de remodelacidon cromatinica

(Figura 16B).
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Figura 16. Grdficos de barras del andlisis de enriquecimiento en rutas KEGG a partir de proteinas diferencialmente

fosforiladas tras tratamiento con imatinib (izquierda-A) y dasatinib (derecha-B). El eje x indica el recuento de proteinas

implicadas en cada ruta, y el color de las barras corresponde a los valores de p.adjust. Se comparan los datos relativos a

imatinib vs. control (A) y dasatinib vs. control (B).

5.2.4. Analisis de interacciones fosfoproteina-fosfoproteina.

El diagrama de Venn del fosfoproteoma muestra que dasatinib desreguld la

fosforilacion de un ndmero mucho mayor de proteinas que no fueron modificadas por

imatinib (70,6%, 647), en comparacion con las proteinas cuya fosforilacion sélo fue alterada

por imatinib (7,52%, 69) (Figura 17). Ambas condiciones compartieron un 21,9% (201) de

proteinas cuya fosforilacién era diferente al control.
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Diagrama de Venn Fosfoproteoma

Dasatinib Imatinib

Figura 17. Diagrama de Venn que representa la distribucion de fosfoproteinas diferencialmente reguladas tras tratamiento
con imatinib y dasatinib. Los numeros y porcentajes indican las proteinas exclusivas de cada inhibidor y las compartidas. Se

comparan los datos relativos a imatinib vs. control y dasatinib vs. control.

El analisis PPl mostré diferencias claras en la conectividad y organizacion de las redes
fosfoproteicas entre los tratamientos. La red asociada a imatinib presentd un ndmero
moderado de interacciones, con un cluster central de proteinas asociadas a remodelacion de
cromatina, factores de transcripcién y regulacion de ARN y nodos periféricos menos
conectados, indicativos de un efecto mas focalizado (Figura 18A). En cambio, la red de
proteinas fosforiladas desreguladas por dasatinib, es mas extensa y densamente
interconectada, con multiples mddulos funcionales relacionados con procesos nucleares,
regulacidn transcripcional y vias de sefializacién, sugiriendo un impacto mdas amplio en la
dinamica fosfoproteica (Figura 18B). Las proteinas fosforiladas desreguladas por ambos
tratamientos forman una red central densa con nodos clave relacionados con procesamiento

de ARN y organizacion nuclear (Figura 18C).
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A)

Figura 18. Redes de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las fosfoproteinas
diferencialmente reguladas tras tratamiento con (A) imatinib, (B) dasatinib y (C) proteinas comunes a ambos inhibidores.
Los nodos representan fosfoproteinas y las aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas. Grdfica

con imdgenes separadas, con mejor enfoque y resolucion en Anexos.
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6. Discusion

En este estudio, el analisis integrado de protedmica y fosfoprotedmica de PBMCs
tratadas con los ITK imatinib y dasatinib reveld que estos farmacos alteran procesos celulares
similares, aunque con distinta intensidad y amplitud de la modulacion de las redes celulares
gue desregulan, relacionadas principalmente con el ciclo de replicacién y procesos
postranscripcionales del VIH-1.

El analisis de componentes principales (PCA) mostré una clara separacion entre las tres
condiciones experimentales (control, imatinib y dasatinib), confirmando la consistencia de
las réplicas bioldgicas y evidenciando la existencia de firmas moleculares diferenciadas para
cada tratamiento. Este patron es coherente con la distinta selectividad de ambos inhibidores:
imatinib actua sobre un conjunto limitado de quinasas, mientras que dasatinib presenta un
espectro mas amplio, caracteristica que le confiere una acciéon multiquinasa. Resultados
similares se han descrito en estudios protedmicos de individuos con VIH en supresién viral,
donde el PCA permite distinguir los perfiles moleculares incluso bajo tratamiento
antiretroviral (Vadaq et al.,, 2023). Los volcano plots revelaron que dasatinib desregulé
significativamente un mayor nimero de fosfoproteinas que imatinib, en concordancia con un
estudio previo en cancer de pulmén (Li et al., 2010). Otro estudio mostrd su amplio espectro
en comparacion con imatinib y nilotinib (Rix et al., 2007). En el contexto del VIH-1, esa mayor
amplitud de accion es relevante porque el virus utiliza multiples factores fosforilados del
hospedador en su ciclo, desde la entrada hasta la integracién (Rodriguez-Mora et al., 2024).
En los heatmaps, los perfiles proteémicos y fosfoprotedmicos mostraronque muchas
proteinas eran desreguladas de manera similar por ambos inhibidores, aunque con mayor
intensidad en el caso de dasatinib. Estas proteinas compartidas participan en procesos
celulares esenciales, como el splicing y la biogénesis ribosomal, que resultan criticos tanto
para la célula como para el ciclo de replicacién del VIH-1. Ademads, se observaron
subconjuntos de proteinas desreguladas de forma exclusiva por cada farmaco: imatinib
afecta rutas mas restringidas, mientras que dasatinib amplia su accién hacia procesos como
la adhesidn, el citoesqueleto y la remodelaciéon de cromatina. Este patrén concuerda con
estudios recientes que muestran como el VIH-1 aprovecha componentes nucleares como
CPSF6 y los speckles de splicing nucleares para facilitar la entrada al ndcleo y la integracion
del ADN viral (Jang et al., 2024).
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El analisis de enriquecimiento funcional GO-BP mostré que ambos farmacos afectan
procesos nucleares relacionados con el splicing de ARN y biogénesis ribosomal, mientras que
dasatinib ejerce efectos adicionales sobre el transporte nuclear y la organizacidon de la
cromatina. Esto se relaciona con el ciclo del VIH-1, ya que el virus depende de un
procesamiento complejo de su ARN mediante splicing y del transporte nuclear eficiente de
sus transcritos (J. Wu et al., 2024). En este contexto, imatinib promovié principalmente
funciones de union a ADN/ARN y actividades dependientes de ATP, mientras que dasatinib
amplié el espectrohacia reguladores de GTPasas y remodeladores de cromatina. Estos
efectos en cascada podrian reflejar tanto la inhibicion directa de quinasas diana como la
activacion indirecta de rutas compensatorias, un fendmeno bien descrito en inhibidores
multiquinasa.. En el contexto del VIH-1, estos cambios resultan particularmente relevantes
ya que el virus utiliza CPSF6 y sefiales de localizacién nuclear para dirigir el complejo
preintegrado hacia regiones de cromatina accesible, de modo que alterar remodeladores de
cromatina podria modificar la eficiencia de la integracion (Rohlfes et al., 2025). Aunque
imatinib también afecta la fosforilacion de proteinas relevantes para el VIH-1, su espectro de
accién mas limitado podria no ser suficiente para bloquear de forma robusta los mecanismos
nucleares que el virus emplea para la infeccién (Bozzi et al., 2024). Ademas, imatinib influye
sobre estructuras nucleares como speckles de splicing y matriz nuclear, mientras que
dasatinib afecta, ademas, a adhesiones focales y citoesqueleto. Estudios previos han
demostrado que dasatinib modula la adhesion y migracion mediante la inhibicion de
moléculas de adhesion focal, ademas de alterar la reorganizacion del citoesqueleto e inhibir
el agrupamiento de linfocitos T alrededor de monocitos (Chang & Wang, 2013; Dasgupta
et al., 2017; Schade et al., 2008). Por otro lado, el VIH-1 utiliza los speckles de splicing para la
integracidn y transcripcidn, por lo que las alteraciones observadas podrian modificar la
eficiencia del ciclo viral (Francis et al., 2020; Jang et al., 2024).

El andlisis KEGG mostrd que imatinib se enfoca en el espliceosoma y vias de reparacién
de ADN, mientras que dasatinib desregula, ademas, rutas adicionales de adhesion,
sefializacion de quimiocinas y activacidn plaquetaria. Estas rutas son relevantes para VIH-1,
ya que la sefalizacion de quimiocinas como CXCR4/CXCL12 regula la entrada viral y la
remodelacidon cromatinica condiciona el establecimiento de la infeccién (Majsterek et al.,

2006; McCaig et al., 2012; Peng et al., 2016).
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Los resultados también muestran un predominio de proteinas desreguladas de forma
exclusiva por dasatinib, frente a un nidmero mucho menor en el caso de imatinib. Estos
resultados reflejan la diferencia en el espectro de accion de ambos inhibidores, posiblemente
relacionado con los mayores efectos off-target del dasatinib. En el contexto del VIH-1, muchas
de las proteinas exclusivas de dasatinib podrian no ser esenciales para el ciclo viral, pero la
alteracion del conjunto compartido, en el que se incluyen procesos de splicing de ARN y
biogénesis ribosomal, y el espliceosoma en la regulacién del ARN, si podria impactar
directamente en etapas criticas de la transcripcion y el procesamiento del ARN viral (Jang
et al., 2024; J. Wu et al., 2024).

Por ultimo, el andlisis de redes de interacciones proteina-proteina (PPl) mostré que
imatinib tiende a generar redes mas compactas, centradas en procesos nucleares
relacionados con el splicing y la organizacion de la cromatina. En contraste, dasatinib
construye redes mas extensas y diversificadas, donde ademas de nodos nucleares aparecen
modulos adicionales asociados a la adhesion celular, trafico intracelular y sefializacion. Este
patron de expansion ha sido descrito en perfiles fosfoprotedmicos obtenidos con inhibidores
de amplio espectro (Pan etal., 2009). En el contexto del VIH-1, los nodos comunes
identificados en ambas condiciones corresponden a proteinas esenciales del splicing,
necesarias para producir los distintos tipos de ARN viral, mientras que los nodos adicionales
observados con dasatinib representan procesos celulares secundarios como adhesion, trafico
o sefializacion que, aunque no son imprescindibles para el virus, su alteracién podria influir
en su capacidad de replicarse o mantenerse en el hospedador (Dasgupta etal., 2017;

Klammer et al., 2012).
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7. Conclusiones

El analisis comparativo del proteoma y fosfoproteoma de PBMCs tratadas con

inhibidores de tirosina quinasas (imatinib y dasatinib) revela que ambos farmacos inducen

modificaciones diferenciadas en los perfiles protedmicos. Estas diferencias reflejan

mecanismos inmunomoduladores distintos, con dasatinib mostrando un efecto mdas amplio

y multifuncional, y imatinib actuando de forma mas selectiva.

El tratamiento con dasatinib mostré un impacto mas amplio y heterogéneo sobre las
proteinas y fosfoproteinas, afectando a una red mas extensa de quinasas mientras que

imatinib ejercio efecto sobre un conjunto mas restringido, como inhibidor selectivo.

Ambos inhibidores alteran procesos nucleares y ribosomales esenciales, pero con
distinta magnitud. Dasatinib regula de forma mas intensa rutas de biogénesis ribosomal,
procesamiento y transporte de ARN, asi como adhesidn celular y remodelacién de la
cromatina. Imatinib, en cambio, se centra en funciones estructurales y de interaccion

proteina-ADN.

A nivel fosfoprotedmico, ambos tratamientos impactan de forma significativa en rutas
de splicing de ARN, procesamiento postranscripcional y sefalizacion nuclear. Sin
embargo, dasatinib induce una reorganizacién mas compleja del mapa de
fosforilaciones, modulando de manera diferencial proteinas relacionadas con GTPasas,

remodeladores de cromatina y adhesiones focales.

En conjunto, estos resultados muestran que dasatinib presenta un perfil

inmunomodulador mas amplio y complejo que imatinib, induciendo una reprogramacion

protedmica y fosfoprotedmica mds extensa, que abarca tanto vias de sefializacidn

intracelular como procesos nucleares y citoesqueléticos. Este mayor espectro de accién

refuerza el potencial del dasatinib, no sélo como agente antineoplasico, sino también como

modulador de la respuesta inmune y posible candidato en estrategias complementarias

frente a la persistencia del VIH y otros procesos inflamatorios crénicos o de senescencia

celular, donde la fosforilacion de los componentes de las distintas rutas de activacion

desempeiia un papel esencial.
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Anexo
Resolucion positiva del Comité de Evaluacion de Investigacion

Este trabajo se ha realizado con muestras de personas sanas, donadas al Centro de
Transfusion de Madrid. La solicitud se realizd el 03 de diciembre de 2022 y el Comité de

Evaluacion de Investigacidon del Centro de Transfusidn aprobd dicha solicitud el 18 de enero

de 2023, con cédigo de centro 28510 y servicio 00009, en dicha peticion.

Flujo de trabajo experimental

Tissue samples TMT-labeled peptides Phosphopeptide enrichment
= el B s W e B e o M v/ Tid+-IMAC (95%)
VYAVAVAVAVAVAVAVAVAY, Proteome (5%)
Protein extraction (PhLysis Buffer)

1 All peptides Phosphopeptides

' Basic RP fractions Basic RP fractions
DB PDBYioDH P

U=TaTara T TaTaTalm)

Reduce/alkylate, Trypsin digestion

\ W/

LC-MS/MS on Orbitrap Fusion

e A AN 2N, rC YA RN 2, wA X
ST MW S R

TMT isobaric label (11-plex)

Data analysis (quantify peptides,
phosphopeptides, proteins, categories)

' Qasis HLB chromatography |

e 1 1 I 1 1 1 ] Proteome Phosphoproteome
1 Statistical analysis (Z¢, Zq, Zp) Statistical analysis (2¢, 2q, Zp)

Combine TMT-labeled peptides (w/o taz\ /_Phospho tag)

Statistical analysis of phosphopeptides (_Phospho)
corrected by protein changes from the proteome
Modified from Mertins et al, Nature Protocols 13, 1632-1661 (2018) Statistical analysis (Zc, Zq, Zp, Zpq for proteome and Zp,Zpq for _Phospho)

Figura suplementaria 1. Flujo de trabajo experimental para el procesamiento de las muestras y extraccion de proteinas y
fosfoproteinas. Extraccion de sangre periférica y tratamiento de las células. Se obtuvieron muestras de sangre y se extrajeron
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). La lisis celular se llevé a cabo empleando el tampdn de extraccion:
Tris-HCI 50 nM pH 8,5 y SDS 2% (p/v). Se llevé a cabo la digestion con endopeptidasa LysC y posteriormente con tripsina en
una proporcion 1:100 (enzima:proteina en masa) a 37 °C durante 16 horas. Se marcaron las muestras de péptidos con
reactivos TMT-10, permitiendo que las muestras marcadas se separasen mediante cromatografia liquida de fase reversa a
pH alto y columnas con microesferas C18 de 15 cm (cromatografia liquida Easy Nano, Thermo Fisher Scientific). Tras la
mezcla con TMT-10, se divide el pool de muestras en dos alicuotas: andlisis global/proteémico y andlisis de péptidos
fosforilados. Para este ultimo, se pasa el extracto de péptidos TMT-marcados por una columna/resina Ti4+ a la cual
quedardn unidos los fosfopéptidos. Se uso fosfato de amonio ajustado a pH 7-8 como agente competitivo para liberar los
fosfopétidos de la resina. El andlisis de los péptidos, tanto la fraccion global como la enriquecida, se realizé en un sistema
nano-LC acoplado a un espectrometro de masas de alta resolucion (LC-MS, Thermo Fisher Scientific, modelo Orbitrap Fusion
Lumos). Por ultimo, se analizo estadisticamente y se representaron los resultados.
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Flujo de trabajo para el analisis bioinformatico

Heatmap analysis

| Controlreplica | Imatinibreplica | Dasatinib |
: T = == p-value -
H H adjusted & Heatmap analysis:
' a | L] . -
\ + B R * Top 50 of control vs imatinib
* Top 50 of control vs dasatinib
.i * Top 50 of dasatinib (vs imatinib)
~ * Top 50 common in imatinib vs
p-value and h- dasatinib

AVA adjusted

Enrichment Barplot Analysis

Volcano plot Table of significant Differential enrichment analysis:
e c- E prateins for * Biological process
o N imatinib e * Molecular function
N » . . & <o * Celular component
&5 1 et . * KEGG
Ea o i L E Table of significant
‘ ° et e proteins for
: dasatinib

AVA Venn diagram

Dasatinid Imatinid

Protein-protein interaction
analysis with STRING database

Figura suplementaria 2. Filtro por p-valor < 0,05 de los archivos Excel para la obtencion de las proteinas y fosfoproteinas
estadisticamente significativas. Generacion de un PCA a partir de ese archivo filtrado por el p-valor, con las columnas
correspondientes a cada réplica, de cada una de las condiciones. Por otro lado, se genera un volcano plot ajustando por p-
valor y AvA, con las columnas correspondientes al valor AvA de los dos tratamientos, ademds de generar tablas con las
proteinas mds significativas de las condiciones imatinib y dasatinib. A partir de dichas tablas, se generan los diferentes
heatmaps, andlisis diferenciales (Gene Ontology: procesos bioldgicos, funciones moleculares, componentes celulares, y
andlisis KEGG), diagrama de Venn con que recoge las proteinas y fosfoproteinas afectadas unicamente por dasatinib,
aquellas afectadas por imatinib, y las comunes. Ademds, se introducen las tablas en la base de datos STRING, para obtener

las interacciones proteina-proteina y fosfoproteina-fosfoproteina.

Cadigos empleados para el analisis con R

El codigo usado en el presente trabajo se encuentra disponible a través del siguiente

enlace: https://github.com/Oliviadelacalle/TFM Olivia de la Calle

El repositorio consta de los siguientes archivos:

. Scripts: los scripts ejecutados para la generacion de las graficas utilizadas en el
desarrollo del proyecto.

° Proteoma: archivos csv y tsv junto con las graficas generadas que se muestran en el
apartado de resultados.

. Fosfoproteoma: archivos csv y tsv junto con las graficas generadas que se muestran

en el apartado de resultados.
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Figuras del analisis de proteoma
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Figura suplementaria 3. Andlisis de heatmap de las 50 proteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento con
imatinib frente a dasatinib. Se muestran las proteinas clasificadas por imatinib de manera independiente. Las intensidades
de color reflejan los niveles relativos de abundancia proteica. Grdfica con imdgenes separadas, con mejor enfoque y
resolucidn en Anexos.
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Heatmap - Top 50 proteins ranked by Dasatinib (vs Imatinib) — Proteome
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Figura suplementaria 4. Andlisis de heatmap de las 50 proteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento con
dasatinib frente a imatinib. Se muestran las proteinas clasificadas por dasatinib de manera independiente. Las intensidades

de color reflejan los niveles relativos de abundancia proteica.
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Figura suplementaria 5. Andlisis de heatmap de las 50 proteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento con
imatinib y dasatinib. Se muestra el conjunto de proteinas comunes entre ambos. Las intensidades de color reflejan los niveles

relativos de abundancia proteica.
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Figura suplementaria 6. Red de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteinas
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con imatinib. Los nodos representan proteinas y las aristas
corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en densidad y organizacion de las redes entre
tratamientos.
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Figura suplementaria 7. Red de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteinas
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con dasatinib. Los nodos representan proteinas y las aristas
corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en densidad y organizacion de las redes entre

tratamientos.
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Figura suplementaria 8. Red de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las proteinas
diferencialmente expresadas en el proteoma tras tratamiento con imatinb y dasatinib (comunes en ambas condiciones). Los
nodos representan proteinas y las aristas corresponden a interacciones predichas o conocidas, destacando diferencias en
densidad y organizacion de las redes entre tratamientos.
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Figura suplementaria 9. Andlisis de heatmap de las 50 fosfoproteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento
con imatinib frente a dasatinib. Se muestran las fosfoproteinas clasificadas por imatinib de manera independiente. La escala
de color indica los niveles relativos de fosforilacion.

58



Universidad
Europea

ue

Master Universitario en Bioinformatica
Autor: Olivia de la Calle Jiménez

Tutor: Mayte Coiras y Manuel Remesal
Curso:2024-2025

Heatmap - Top 50 phosphoproteins ranked by Dasatinib (vs Imatinib)

————T

qiuneseq Gt | I I N I N N A A O 0
ENEEEEEE W

T e S S o B

qlunew| ‘ ‘
B “““l‘l‘l“l“l‘ |‘

qruiyew | 6oy [ e ||

15 Reg_Dasatinib

[ bown

HNRDL_HUMAN
AKAP2_HUMAN
SSRP1_HUMAN

SF3B2_HUMAN NA
NU155_HUMAN 5
KPYM_HUMAN 0 Reg_Imatinib

RBM6_HUMAN
STRN_HUMAN
BAG6_HUMAN
DTX3L_HUMAN
SASH3_HUMAN
PACS1_HUMAN
INT12_HUMAN
GNAI1_HUMAN
ELOA1_HUMAN
RBM26_HUMAN
TRI22_HUMAN
CP250_HUMAN
LRCH1_HUMAN
SYNRG_HUMAN
UBXN1_HUMAN
RHGO1_HUMAN
ARHGI_HUMAN
VPS16_HUMAN
M0QZD8_HUMAN
AHNK_HUMAN

¥ bown
5 Up

NA
-10

-15

o
D
>
o
N
I
c
=<
>
z

SENP1_HUMAN
STA5A_HUMAN
GANP_HUMAN
0OSBP1_HUMAN
TASOR_HUMAN
BC11B_HUMAN
ABLM1_HUMAN
ARHG7_HUMAN
HOY141_HUMAN
DNMT1_HUMAN
CDK1_HUMAN
NPM_HUMAN
BET1_HUMAN
IF4G1_HUMAN
TPIS_HUMAN
TFDP1_HUMAN
MYO9B_HUMAN
RBMX_HUMAN
SRCAP_HUMAN
RPP38_HUMAN
PSIP1_HUMAN
TERF2_HUMAN
NBN_HUMAN

Figura suplementaria 10. Andlisis de heatmap de las 50 fosfoproteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento

con dasatinib frente a imatinib. Se muestran las fosfoproteinas clasificadas por
escala de color indica los niveles relativos de fosforilacion.
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Figura suplementaria 11. Andlisis de heatmap de las 50 fosfoproteinas mds diferencialmente expresadas tras tratamiento
con imatinib y dasatinib. Se muestra el conjunto de fosfoproteinas comunes entre ambos. La escala de color indica los niveles
relativos de fosforilacion.
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Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteina-proteina (PPl) obtenidas mediante STRING a partir de las
fosfoproteinas diferencialmente reguladas tras tratamiento con imatinib. Los nodos representan fosfoproteinas y las aristas

corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas.
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Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteina-proteina (PPl) obtenidas mediante STRING a partir de las
fosfoproteinas diferencialmente reguladas tras tratamiento con dasatinib. Los nodos representan fosfoproteinas y las
aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas.
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Figura suplementaria 12. Redes de interacciones proteina-proteina (PPI) obtenidas mediante STRING a partir de las
fosfoproteinas comunes diferencialmente reguladas tras tratamiento con ambos inhibidores. Los nodos representan
fosfoproteinas y las aristas corresponden a interacciones funcionales conocidas o predichas.
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