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RESUMEN

ISG15 (gen estimulado por interferon 15) es una pequefia proteina, similar a la
ubiquitina, que puede ser detectada libre como una proteina de 15 kDa o conjugada
a sus proteinas diana, mediante una modificaciéon postraduccional llamada
ISGilacion, la cual requiere de la activacion de un complejo enzimatico. Actualmente
se ha reportado que los niveles de ISG15/ISGilacion estan incrementados en
algunos tipos de cancer. También se ha reportado que, hay un eje de regulacion
positiva de 1SG15/ISGilacién por el IFN-gamma (IFN-y) en cancer de mama y en
glioblastoma. Sin embargo, la expresion y la modulacion de ISG15 en tumores
pediatricos del sistema nervioso central (SNC) aun son desconocidos.

El meduloblastoma (MB) es un tipo de tumor maligno que se desarrolla en el
cerebelo, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se encuentra
en la clasificacion de tumores embrionarios, se caracteriza por ser de grado 4 y tiene
mayor prevalencia en nifios de 0 a 14 afios. Sin embargo, se requieren mas estudios
moleculares para explorar la expresion de ISG15 y su modulacién por IFN-y en este

tipo de cancer.

En este trabajo analizamos la expresiéon de ISG15 en muestras de pacientes con
MB utilizando diferentes bases de datos publicas (Oncopression, UALCAN-CBTTC,
R2 Genomics) y examinamos mediante inmunohistoquimica la abundancia de la
proteina ISG15 utilizando un microarreglo de tejido que contenia muestras de MB.
Ademas, utilizamos la linea celular DAQY, tratada y sin tratar con IFN-y, para
determinar la abundancia de ISG15/ISGilacion mediante ensayos de inmunoblots,
mientras que la distribucion subcelular de la ISG15 libre y conjugada fue evaluada
por enriquecimiento subcelular e inmunofluorescencia. Determinamos el efecto del
IFN-y y la sobreexpresion de ISG15 mediante ensayos funcionales. En estos
ensayos utilizamos la técnica de calceina/yoduro de propidio para evaluar la
viabilidad celular, mientras que para evaluar la migracion celular empleamos el

ensayo de cierre de herida.

Nuestros resultados indican que los niveles de expresion de ISG15 influyen en la

supervivencia de los pacientes con MB, dependiendo del subgrupo molecular de
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MB, y podria ser utii como marcador prondstico; ademas la expresion y la
abundancia de ISG15 se encuentra disminuida en muestras tumorales de pacientes
con MB en comparacion con el tejido sano. La sefalizacion del IFN-gamma aumenta
los niveles de ISG15/ISGilacion principalmente en el compartimento citoplasmatico
de las células DAOY de MB, pero no tiene efecto sobre la viabilidad y migracién

celular, un comportamiento similar al que encontramos al sobreexpresar a ISG15.

ABSTRACT

ISG15 (interferon 15-stimulated gene) is a small ubiquitin-like protein that can be
detected as a free protein of 15 kDa or as a conjugated protein to its target proteins
by a post-translational modification called 1SGylation, which requires the activation
of an enzyme complex. It has been reported that ISG15/ISGylation levels are
increased in some types of cancer and there is also evidence of an axis of positive
regulation of ISG15/ISGylation by IFN-gamma (IFN-y) in breast cancer and
glioblastoma. However, the expression and modulation of ISG15 in pediatric central

nervous system tumors are still poorly studied.

Medulloblastoma (MB) is a malignant tumor that develops in the cerebellum.
According to the World Health Organization (WHO), it is classified as embryonal
tumors, grade 4, and is most prevalent in children aged 0-14 years. However, more
molecular studies are required to explore the expression of ISG15 and its modulation

by IFN-y in this type of cancer.

In this study, we analyzed ISG15 expression in MB patient samples using different
public databases (Oncopression, UALCAN-CBTTC, R2 Genomics). We also
examined by immunohistochemistry the abundance of ISG15 using a tissue
microarray containing MB samples. In addition, we used the DAQOY cell line of MB

12



with and without IFN-y treatment, to determine the ISG15/ISGylation abundance by
immunoblot, while the subcellular ISG15/ISGylation distribution was assessed by
subcellular enrichment and immunofluorescence. We determined the effect of IFN-
y and ISG15 overexpression by functional assays; we used the Calcein/propidium
iodide technique to evaluate cell viability, while we employed the wound closure

assay to assess cell migration.

Our results indicate that ISG15 expression levels influence MB patient survival,
depending on the molecular subgroup of MB, and they could be useful as a
prognostic marker; furthermore, ISG15 expression and abundance was reduced in
tumor samples from MB patients compared to normal tissue. IFN-gamma signaling
increased ISG15/ISGylation levels mainly in the cytoplasmic compartment of DAOY
cells of MB but had no effect on cell viability and migration, similarly as when we

overexpressed ISG15.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso se divide en dos subsistemas: el primero llamado sistema
nervioso periférico (SNP) que lo conforman todos los tejidos nerviosos, y el segundo
sistema nervioso central (SNC) formado por la médula espinal y el encéfalo (figura
1). El tejido nervioso est4 formado por neuronas y células de la neuroglia. La médula
espinal se encuentra dentro del canal vertebral y se conecta con el encéfalo, el cual

esta formado por el cerebro, el cerebelo y el tronco enceféalico (Arikan, 2018).

Las neuronas nos permiten pensar, razonar y controlar la actividad muscular. El
encéfalo humano contiene alrededor de 100, 000 millones de neuronas, las cuales
estan sostenidas por un grupo de células denominadas neuroglia y las principales
son: astrocitos, oligodendrocitos, microglias, células ependimarias, células de
Schwann y células satélites (Arikan, 2018; Lépez-Soto et al., 2018).

Un elemento muy importante del SNC es el cerebelo. El cerebelo es una parte del
encéfalo que se encuentra en la porcidn posteroinferior de la cavidad craneal detras
del bulbo raquideo y de la protuberancia (figura 1), se divide en vermis central y dos
hemisferios cerebelosos (figura 2), los cuales a su vez estan divididos en los I6bulos
anterior y posterior. La funcion primaria del cerebelo es el control motriz y del
equilibro, es decir controla la contraccién temporal de los muasculos durante

movimientos complejos (Garcia-Porrero, 2014).

Dentro del SNC se pueden desarrollar diversas neuropatologias, entre ellas, la
generacion de tumores malignos, los cuales pueden tener diferente malignidad y
desarrollarse en distintas etapas de la vida. A continuacion, se describen las
caracteristicas de los tumores del SNC, con particular interés en el desarrollo

tumoral en el cerebelo, conocido como meduloblastoma.
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Cerebro

Ventriculos (espacios
llenos de liquido)

Figura 1: El Sistema Nervioso Central: estd conformado por médula espinal y
encéfalo el cual se divide en cerebelo, cerebro y tronco encefalico
(protuberancia y bulbo raquideo). El craneo es una estructura 60sea importante
ya que cubre y protege al encéfalo, al igual que las meninges, las cuales son
membranas con tejido conectivo que cubren todo el SNC. Los ventriculos
cerebrales son cuatro cavidades que se encuentran en el centro del cerebro y
gue producen liquido cefalorraquideo, el cual sale a la medula espinal para ser
reabsorbido en el torrente sanguineo. Imagen tomada de
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-
cancer/def/snc
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https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/snc

Pedunculo cerebeloso
superior

Protuberancia

SULTTR

Vermis

Hemisferios cerebelosos

Figura 2: El cerebelo coordina vias sensitivas y motoras. Esta formado por dos hemisferios
cerebelosos en cuyo centro se encuentra una pequefia cavidad llamada vermis.
Estructuralmente su cara anterior conecta al bulbo raquideo con la protuberancia. El
pedunculo cerebeloso superior permite la conexion con el mesencéfalo. Imagen tomada de

http://www.facultad.efn.uncor.edu

Tumores del SNC

Los tumores malignos primarios que se desarrollan en el cerebro son la principal
causa de muerte por tumores sélidos en nifios, y la tercera causa de muerte en
adolescentes (Buckner et al., 2007). Uno de los métodos de diagndstico que se
utiliza es la resonancia magnética nuclear que permite definir la extension
anatdmica del tumor. Dentro de los principales sintomas que se presentan con esta
enfermedad, se encuentran el dolor de cabeza, convulsiones y alteraciones en el
compartimiento. El tratamiento depende del diagndstico histolégico y generalmente
los tumores malignos son tratados por varias vias, como, por ejemplo:
quimioterapia, cirugia y radioterapia. La reseccion quirargica tiene como finalidad
reducir el efecto de la masa tumoral mientras se preserva la funcidén neuroldgica; la
radiacion es el principal tratamiento para pacientes con tumores cerebrales
metastasicos; en la quimioterapia, el agente mas comunmente utilizado es la
temozolomida, pues cruza la barrera hematoencefalica y tiene un mejor efecto en el
tratamiento (Buckner et al., 2007; Karachi et al., 2018; Ortiz GOmez et al., 2023).
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los tumores del cerebro

pueden ser clasificados en diversos tipos, los cuales se indican en la siguiente lista.
e Gliomas, tumores glioneuronales y tumores neuronales:
Gliomas difusos de tipo adulto
Astrocitoma, IDH-mutante
Oligodendroglioma, IDH-mutante y 1p/19qg-codelecionado
Glioblastoma, tipo salvaje IDH
¢ Gliomas difusos de bajo grado de tipo pediatrico:
Astrocitoma difuso, MYB - o MYBL1 - alterado
Glioma angiocéntrico
Tumor neuroepitelial polimorfo de bajo grado del joven
Glioma difuso de bajo grado, alterado en la via MAPK
¢ Gliomas difusos de alto grado de tipo pediatrico:
Glioma difuso de linea media, H3 K27-alterado
Glioma hemisférico difuso, H3 G34-mutante
Glioma difuso de alto grado de tipo pediatrico, H3-wildtype e IDH-wildtype
Glioma hemisférico de tipo infantil
e Gliomas astrociticos circunscritos:
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma de alto grado con caracteristicas piloides
Xantoastrocitoma pleomaorfico
Astrocitoma subependimario de células gigantes

Glioma cordoideo
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Astroblastoma, MN1 -alterado
Tumores glioneuronales y neuronales:
Ganglioglioma
Ganglioglioma infantil desmoplasico / astrocitoma infantil desmoplasico
Tumor neuroepitelial disembrioplasico

Tumor glioneuronal difuso con caracteristicas similares a oligodendroglioma y

grupos nucleares

Tumor glioneuronal papilar
Tumor glioneuronal formador de rosetas
Tumor glioneuronal mixoide
Tumor glioneuronal leptomeningeo difuso
Gangliocitoma
Tumor neuronal multinodular y vacuolizante
Gangliocitoma cerebeloso displasico (enfermedad de Lhermitte-Duclos)
neurocitoma central
neurocitoma extraventricular
Liponeurocitoma cerebeloso

e Tumores ependimarios:
Ependimoma supratentorial
Ependimoma supratentorial, fusion ZFTA positiva
Ependimoma supratentorial, fusion YAP1 positiva
Ependimoma de fosa posterior

Ependimoma de fosa posterior, grupo PFA
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Ependimoma de fosa posterior, grupo PFB
ependimoma espinal
Ependimoma espinal, MYCN -amplificado
Ependimoma mixopapilar
subependimoma
e Tumores del plexo coroideo:
Papiloma del plexo coroideo
Papiloma de plexo coroideo atipico
Carcinoma de plexo coroideo
e Tumores embrionarios:
Meduloblastoma
Meduloblastomas, definidos molecularmente
Meduloblastoma, activado por WNT
Meduloblastoma, activado por SHH y TP53 de tipo salvaje
Meduloblastoma, activado por SHH y mutante en TP53
Meduloblastoma, no WNT/no SHH
Meduloblastomas, definidos histologicamente
e Otros tumores embrionarios del SNC:
Tumor teratoideo/rabdoideo atipico
Tumor neuroepitelial cribiforme
Tumor embrionario con rosetas multicapa
Neuroblastoma del SNC, activado por FOXR2

Tumor del SNC con duplicacién interna en tandem de BCOR
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Tumor embrionario del SNC
e Tumores pineales:
Pineocitoma
Tumor del parénquima pineal de diferenciacion intermedia
pineoblastoma
Tumor papilar de la regién pineal
Tumor mixoide desmoplasico de la regién pineal, SMARCBL1 - mutante
e Tumores de los nervios craneales y paraespinales:
Schwanoma
Neurofiboroma
Perineurioma
Tumor hibrido de la vaina nerviosa
Tumor maligno de la vaina del nervio melanético
Tumor maligno de la vaina del nervio periférico
Paraganglioma
e Meningiomas:
Meningioma
e Tumores mesenguimales, no meningoteliales:
Tumores de tejidos blandos
Tumores fibroblasticos y miofibroblasticos
Tumor fibroso solitario
Tumores vasculares

Hemangiomas y malformaciones vasculares
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hemangioblastoma
Tumores del masculo esquelético
Rabdomiosarcoma

Diferenciacion incierta

Tumor mesenquimatoso intracraneal, fusion FET-CREB positiva

CIC -sarcoma reordenado
Sarcoma intracraneal primario, mutante DICER1
sarcoma de Ewing
e Tumores condro0seos:
Tumores condrogénicos
condrosarcoma mesenquimatoso
condrosarcoma
Tumores notocordales
Cordoma (incluyendo cordoma pobremente diferenciado)
e Tumores melanociticos:
Neoplasias melanociticas meningeas difusas
Melanocitosis meningea y melanomatosis meningea
Neoplasias melanociticas meningeas circunscritas
Melanocitoma meningeo y melanoma meningeo
e Tumores hematolinfoides:
Linfomas
Linfomas del SNC

Linfoma primario difuso de células B grandes del SNC
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Linfoma del SNC asociado a inmunodeficiencia
Granulomatosis linfomatoide
Linfoma intravascular de células B grandes
Varios linfomas raros en el SNC
Linfoma MALT de la duramadre
Otros linfomas de células B de bajo grado del SNC
Linfoma anaplasico de células grandes ( ALK +/ ALK -)
Linfomas de células Ty NK/células T
e Tumores histiociticos:
Enfermedad de Erdheim-Chester
Enfermedad de Rosai-Dorfman
Xantogranuloma juvenil
Histiocitosis de células de Langerhans
Sarcoma histiocitico
e Tumores de células germinales:
Teratoma maduro
Teratoma inmaduro
Teratoma con malignidad de tipo somético
germinoma
Carcinoma embrionario
Tumor del saco vitelino
coriocarcinoma

Tumor mixto de células germinales
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e Tumores de la region selar:
Craneofaringioma adamantinomatoso
Craneofaringioma papilar

Pituicitoma, tumor de células granulares de la region selar y oncocitoma de

células fusiformes
Adenoma hipofisario/PitNET
Blastoma hipofisario
e Metastasis al SNC:
Metastasis en el cerebro y el parénquima de la médula espinal

Metastasis a las meninges

Tumores pediatricos del SNC

Los tumores embrionarios constituyen el 20% de los tumores primarios del SNC
presentados en nifios, dentro de los cuales el meduloblastoma (MB) es el que
prevalece, pues se ha visto que durante la infancia aproximadamente 1 de cada
200.000 personas es diagnosticada con MB (Miller et al., 2021; Schakelaar et al.,
2023; Smoll & Drummond, 2012). De acuerdo con datos consultados en Globocan
(Sung et al., 2021) hasta el 2022, para tumores del SNC y del cerebro en edades
de 0 a 14 afios para ambos sexos, México es el segundo pais con mayor incidencia

respecto a otros paises de Latinoamérica y el Caribe (figura 3).
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Incidencia en ambos sexos, edad [0-14] hasta 2022
Cerebro, Sistema Nervios Central

Latinoamérica vy el Caribe

otros 509
(20 _30/ 0)

perul A6(5.8%)

Figura 3: Gréfica de pastel de la incidencia de tumores del SNC y del cerebro en paises
de América latina y el caribe, obtenida de Globocan 22 (version 1.1)

https://gco.iarc.who.int/today

Meduloblastoma (MB)
El MB se encuentra en la categoria de tumores embrionarios de acuerdo con la

clasificacion de la OMS (tabla 1) y esta caracterizado por ser altamente agresivo,
es decir, de grado 4. La recurrencia de esta enfermedad casi siempre es fatal y
ocurre en el 30% de los pacientes diagnosticados (Hill et al., 2020; Louis et al.,
2021).

Tabla 1: Clasificacion de la OMS para tumores embrionarios

24


https://gco.iarc.who.int/today

Tumores embrionarios (Louis et al., 2021)

Meduloblastoma

Meduloblastoma molecularmente definido
Meduloblastoma WNT

Meduloblastoma SHH TP53 no mutado
Meduloblastoma SHH TP53 mutado
Meduloblastoma no WNT/ no SHH

Meduloblastoma histologicamente definido

Otros tumores embrionarios del SNC

Tumor teratoide rabdoide atipico

Tumor neuroepitelial cribiforme

Tumor embrionario con rosetas de capas multiples

Neuroblastoma del SNC con activacion de FOXR2

Tumor del SNC con duplicacién interna en tandem de BCOR

Tumor embrionario del SNC, sin clasificar/sin otra indicacion

El MB se desarrolla en el cerebelo y se considera que se origina de células
progenitoras durante las primeras etapas de vida. La principal via de metastasis es
por diseminacion leptomeningea (DGL), a través del liquido cefalorraquideo,
incrementando la mortalidad en pacientes (van Bree & Wilhelm, 2022). El MB es
altamente heterogéneo y de acuerdo con su clasificacion molecular esta dividido en
cuatro subgrupos principales: Wingless (WNT), Sonic Hedgehog (SHH), Grupo 3
(G3) y Grupo 4 (G4) los cuales difieren principalmente en las células que los
originan, el prondstico y las mutaciones presentes (Martinez Leén, 2011; Millard &
De Braganca, 2016; Schakelaar et al., 2023; Taylor et al., 2012) (figura 4). Se han
distinguido diferentes morfologias histopatoldgicas: clasica, desmoplasica/nodular
(DN), MB con nodularidad extensa (MBEN), de células grandes y anaplasico (LC/A),
dos subtipos WNT (a, B), cuatro SHH (a, B, v, ©), tres subtipos de MB GR3 (a, B, V)
y tres GR4 (a, B, y) (Cavalli et al., 2017).
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Subgrupos de MB
El subgrupo WNT se caracteriza por presentar mutaciones en el gen que codifica

para —catenina, lo cual tiene como consecuencia un incremento en el crecimiento
y la proliferacion celular; representa aproximadamente 10% de todos los
diagnosticos de MB. WNT-a se produce principalmente en nifios de 10 afios,
presenta monosomia en el cromosoma 6 y muestra una supervivencia similar a la
de WNT-[3, que esta enriquecido principalmente en pacientes mayores (20 afos),
gue en su mayoria son diploides para el cromosoma 6. Los tumores del subgrupo
WNT se producen principalmente en el pedunculo cerebeloso o en el angulo
pontocerebeloso (Cavalli et al., 2017; Schakelaar et al., 2023).

El MB SHH surge en los hemisferios cerebelosos laterales, representa la mayoria
de los MB infantiles (<3 afos) y en los adultos (217 afios). Los pacientes de este
subgrupo abarcan el mayor rango de edades, comparado con la edad promedio en
el resto de los subgrupos de MB. Ademas, se caracteriza por tener mutaciones en
los elementos de la via SHH, por lo que se subdivide en: SSHa, SSHR, SSHy y
SSHO. Asi mismo, presenta mutaciones en TP53, lo cual se ha relacionado con una
menor supervivencia de los pacientes (Schakelaar et al., 2023; van Bree & Wilhelm,
2022).

El tumor tipo SHHa ocurre principalmente en nifios de 3-16 afios. En cuanto a sus
caracteristicas, estos tumores muestran amplificacion de MYCN, GLI2 y YAP1,
ademas de pérdida de los cromosomas 9q, 10qg y 17p y estan enriquecidos con
mutaciones en TP53, que se usa como indicador pronostico en el MB SHH (Cavalli
et al., 2017).

Los tumores SHH-( afectan principalmente a bebés, con una edad promedio de 1.9
afos, son metastasicos y ademas presentan deleciones en PTEN. Los tumores tipo
SHH-y también ocurren en bebés y los del tipo SHH-8 son mas frecuentes en
adultos, pero tienen un prondstico mas favorable en comparacion con los demas
subtipos de SHH (Cavalli et al., 2017).

26



Los tumores MB SHH adultos se correlacionan con una mayor fraccién de
precursores de células granulares indiferenciadas, es decir presentan una alta
expresion de ATOHL, lo cual se ha visto que puede promover la diseminacion
leptomeningea por la activacion de los genes que codifican para las proteinas
PDGFB y PDGFRB, implicados en la remodelacion de la matriz extracelular y el
citoesqueleto, mientras que los precursores de células granulares neuronales de los
tumores SHH-MB pediatricos mostraron una alta expresiéon de NEUROD (Ayrault et
al., 2010; Kool et al., 2014). Se ha descubierto que SHH impide la degradacion de
ATOH1 a través de la ligasa E3 de ubiquitina HUWE1, dando lugar a un asa
autorreguladora positiva entre SHH y ATOH1 (van Bree & Wilhelm, 2022).

Los subgrupos 3y 4 de MB se presentan con menor frecuencia, se caracterizan por
la sobreexpresion de MYC y de PRDM6 (Schakelaar et al., 2023). El subgrupo 3 se

considera como el mas agresivo dada la baja tasa de supervivencia de los
pacientes. Se cree que los precursores tanto del grupo 3 como del grupo 4 de MB
surgen de neuronas cerebelosas excitatorias (eCN) y de precursores de células
unipolares en cepillo (UBC). Ambos subgrupos se encuentran generalmente en la

linea media del cerebelo (Perreault et al., 2014; van Bree & Wilhelm, 2022).

A excepcion de los tumores de MB tipo WNT, la mayoria de los MB muestran una
barrera hematoencefalica intacta, lo que sugiere que la infiltracion de células
inmunes es limitada. Es importante destacar que los pacientes que presentan este
subgrupo tienen un prondstico mas favorable, debido a que la barrera
hematoencefalica se ha visto que es permeable, siendo mas factibles a los
tratamientos con agentes quimioterapéuticos (Eisemann & Wechsler-Reya, 2022;
Schakelaar et al., 2023). EI MB tipo SHH contiene una barrera hematoencefalica
intacta, lo que hace que este tumor sea mas resistente a la quimioterapia y por lo

tanto mas agresivo (Phoenix et al., 2016).
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Figura 4. Comparativa de los subgrupos moleculares de MB: Wingless (WNT), Sonic
Hedgehog (SHH), Grupo 3 (G3) y Grupo 4 (G4). Existe una alta heterogeneidad en MB, por
lo que cada uno de los subgrupos presenta caracteristicas clinicas diferentes. Imagen
modificada de (Juraschka & Taylor, 2019).

Diagnostico del MB

Para realizar el diagnéstico del MB se requiere del estudio de imagenes por
resonancia magnética (figura 5) o tomografia computarizada. También se puede
incluir el analisis de liquido cefalorraquideo; sin embargo, se prefiere la resonancia
magnética porque se puede observar mejor si hay diseminacién tumoral (NCI,
2014).

Los principales sintomas que se presentan en los nifios con MB son dolor de cabeza
por incremento de la presion intracraneal, torpeza, nauseas, vomitos matutinos,

fatiga y bajo rendimiento escolar.

Se ha observado que al realizar el diagnéstico de MB en nifios menores de 3 afios
se logra un mejor prondstico para el curso de la enfermedad (Von Bueren et al.,
2011). Por lo anterior es que se requieren mas estudios moleculares sobre esta

enfermedad.
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Figura 5: Imagen de resonancia magnética nuclear en el plano coronal de un paciente
pediatrico con MB. En el circulo rojo se denota el tumor maligno de MB. Imagen tomada de
(Quinlan & Rizzolo, 2017).

Tratamientos para MB

Los tratamientos convencionales para tratar el MB consisten en reseccion
quirdrgica, quimioterapia y radioterapia; sin embargo, el éxito del prondstico
depende de la extension de la reseccion del tumor. Ademas, cabe mencionar que
al irradiar todo el eje craneo-espinal se producen una gran cantidad de efectos
adversos como disfuncion neuroendocrina, alteraciones y deformidades del
crecimiento, discapacidad neurocognitiva, infertiidad y neoplasias malignas

secundarias (Maier et al.,, 2021; Schakelaar et al.,, 2023). Por lo tanto, estos
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tratamientos presentan una alta tasa de morbilidad y riesgos de tener efectos no
deseados, como, por ejemplo, después de la cirugia, los pacientes pueden
desarrollar problemas en el movimiento, el procesamiento linguistico, habilidades

espaciales y visuales, asi como alteraciones de la modulacion afectiva.

La radioterapia Unicamente se aplica en pacientes mayores de 3 afios y en estos
se ha observado que disminuye su coeficiente intelectual, su memoria e incrementa
la alopecia (Kralik et al., 2015); los nifilos menores de 4 afios generalmente reciben
un tratamiento con quimioterapias (De Braganca & Packer, 2013).

Se ha investigado cémo la radioterapia y la quimioterapia afectan a las células T
circulantes en pacientes con MB y se descubri6 que los pacientes tratados
presentaron linfopenia de células T CD4+ (Gururangan et al., 2017), pues el
tratamiento no elimina exclusivamente a las células cancerosas, sino que también

puede causar un dafio colateral a las células inmunes.

Ademas, el tratamiento del MB comunmente incluye el uso de corticosteroides para
aliviar los sintomas como dolor de cabeza y nduseas causadas por el incremento
de la presion intracraneal; sin embargo, un efecto secundario que causan los
esteroides es la inmunosupresion, por lo que podria estarse reduciendo la

inmunidad antitumoral en estos pacientes (Liu et al., 2009).

Existen tratamientos que tienen como blancos los elementos de la via SHH; sin
embargo, no pueden ser administrados en pacientes pediatricos, por los efectos
secundarios que presentan, como por ejemplo anomalias esqueléticas (Florence M
G Cavalli et al., 2017; Hsiao et al., 2010).

La progresion rapida del MB y las secuelas que puede dejar conducen a la
necesidad de generar investigaciones para establecer las rutas y los mediadores
moleculares implicados en su desarrollo. En este trabajo, se abordé el estudio de la

participacion del IFN-y y de la proteina ISG15 en el contexto del MB.
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Interferones (IFN)

El interferon fue descubierto por Isaacs y Lindenmann en 1957 y fue definido como
una sustancia antiviral (Isaacs & Lindenmann, 1988; Shujathf, 2011). Actualmente
los interferones (IFN) se clasifican dentro de la familia de proteinas pequefias
denominada citocinas a-helicoidales, que ayudan a regular la respuesta inmune
(Renauld, 2003)(figura 6). Los IFNs estan clasificados en tres grupos: 1) IFN tipo |
que comprende a los interferones alfa/beta (IFNa/B) y 13 miembros mas que se
expresan de forma ubicua y estructuralmente constan de cinco a-hélices, requieren
de un receptor formado por IFNaR1 e IFNaR2; 2) IFN tipo Il que solo tiene un
miembro es decir el interferbn-gamma (IFN-y); y 3) IFN tipo Il formado por el
interferon lambda, el cual se une a un receptor heterodimérico formado por
subunidades IL-10RB e IFNLR1 (Pestka et al., 2004) (Negishi et al., 2018).

Interferébn gamma (IFN-y)

El IFN-y es un homodimero de 17 kDa, formado por la asociacién no covalente de
dos subunidades polipeptidicas, que durante multiples N-glicosilaciones consiguen
unirse formando su forma madura de 50 kDa (Ealick et al., 1991; Kelker et al., 1984).
El IFN-y es una molécula pleiotropica que tiene funciones protumorales o
antitumorales dependiendo del tipo de cancer y del microambiente tumoral. Su
expresion es inducida por mitégenos y citocinas como la IL-12 y el IFN tipo |
(Matikainen et al., 2001; K. B. Nguyen et al., 2000; Ye et al., 1995).

El IFN-q, junto con la sefializacion del receptor de células T, induce la produccion
de IFN-y por parte de las células T, un efecto mediado por la activacién directa de
STAT4 por IFN-a (Wang et al., 2003). La produccién excesiva de IFN-a puede
causar dafio al cerebro en ciertas encefalopatias, meningoencefalitis, gliosis y

neurodegeneracion (Akwa et al., 1998).
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Figura 6: Tipos de IFN y sus vias de transduccién de sefiales: IFN tipo | esta conformado
por 13 tipos diferentes, IFN tipo Il tiene solo un miembro y los IFN tipo Il lo conforman tres
miembros. Cada familia de IFN tiene un receptor distinto, los cuales tienen acopladas

cinasas y transductores de sefiales diferentes. Imagen tomada de (Burrell et al., 2017).

El IFN-y es secretado principalmente por las células NK (natural killer) y por las
células T CD4+ y CD8+, asi como por las células presentadoras de antigenos como
los macrofagos, los monocitos y las células dendriticas (Burke & Young, 2019).

El IFN-y, para poder transducir las sefales, requiere de un receptor que esta
compuesto por un complejo heterotetramérico formado por dos cadenas del
receptor 1 de interferon gamma (IFNyR1), asociadas a dos cadenas del receptor 2
de interferén gamma (IFNyR2). Las subunidades de dicho receptor se expresan de

manera diferencial, es decir el IFNyR1 se expresa constitutivamente a niveles
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moderados en la superficie de las células y es uno de los elementos que inicialmente
permiten el reconocimiento del ligando IFN-y (figura 6 y 7), mientras que el IFNyR2
se expresa constitutivamente, pero en niveles bajos; sin embargo, su expresion esta
fuertemente regulada, segun el estado de diferenciacién o activacion celular (Castro
et al., 2018).

Via de sefalizacion del IFN-y

La via de sefializacion del IFN-y comienza con el reconocimiento y unién al receptor
IFNyYR1, el cual oligomeriza con el receptor IFNyR2 llevando a la activacion de los
componentes de sefalizacion de la via, como la cinasa de Janus 1 (JAK1) y la
cinasa de Janus 2 (JAK2), que se activan por transfosforilacion, resultando en la
activacion del dominio intracelular del receptor IFNyR1 (por fosforilaciéon de la
tirosina 440 en el humano) y creando sitios de unién para proteinas transductoras
de sefiales y activadoras de la transcripcion 1 (STAT1). A continuacién, las JAKs
fosforilan a STAT1 en el extremo C-terminal, en el residuo de tirosina 701, lo que da
lugar a la formacién de homodimeros de pSTAT1, conocidos como factores gamma-
activados (GAF), los cuales se translocan al nucleo y por su funcion como factores
de transcripcion regulan la expresion génica mediante la unién al DNA, a elementos
de los sitios gamma-activados (GAS) en los promotores de los genes estimulados
por el interferén (ISG). Luego, los homodimeros de pSTAT1s se separan y salen del
nacleo, para volver a fosforilarse e iniciar de nuevo la via (figura 7) (Ahmed &
Johnson, 2023; Castro et al., 2018).
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Figura 7: Via de sefializacion del IFN-y. Después de la unién del Interferon gamma (IFN-
y) a los dominios intracelulares del receptor 2 de interferén gamma (IFNyR2) estos se
oligomerizan con el receptor 1 de interferén gamma (IFNyR1) y se activan las cinasas JAK1
y JAK2 creando sitios de acoplamiento para las proteinas transductoras de sefiales STAT1,
las cuales en su forma activa (en forma de homodimeros) se transloca al nucleo en donde
tiene la funcidon de factor de transcripcion dando como resultado un incremento en la
transcripcion de genes estimulados por interferén. Imagen tomada de (Tecalco-Cruz et al.,
2024).

Los productos de los genes estimulados por interferones (ISG) tienen funciones
antivirales, inmunomoduladoras, anti-proliferativas y pro-apoptéticas. En 1979, los
IFN a/B fueron los primeros en descubrirse como inductores de una proteina similar
a la ubiquitina (Ub) llamada gen estimulado por interferén 15 (ISG15) (Pak et al.,
2020). Recientemente, Tecalco-Cruz y col., demostré que el IFN-y también es capaz
de inducir la expresion de ISG15, pero de forma dependiente del tipo celular. ISG15
es una proteina involucrada en la respuesta inmune antiviral y antibacteriana
(Bogunovic et al., 2012; Freitas et al., 2020; Perng & Lenschow, 2018), en algunos
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tipos de células se ha visto que puede ser inducida por diversos estimulos como el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF) y por luz UV (Chairatvit et al., 2012).

ISG15/ISGilacion

La proteina ISG15 esta codificada en un RNA mensajero (RNAm) de 711 bases de
longitud, a partir del cual se traduce a una proteina de 165 aminoéacidos (aa) de 17
kDa; sin embargo, esta proteina requiere de un procesamiento, el cual consiste en
la eliminacién de ocho aa lo que da como resultado a la forma madura de 1ISG15
con un peso de 15 kDa (figura 8A). D'Cunha et al. propusieron que en neutrofilos
ISG15 puede ser secretada mediante glicoproteinas multirresistentes usando vias
no canonicas(Bogunovic et al., 2013). Estructuralmente, al igual que la Ub, ISG15
estd formada por dos dominios conectados por una "bisagra", cuya estructura
corresponde a “B-grasp fold” y cada dominio contiene cuatro ldminas B y una hélice
a (Pak et al., 2020) (figura 8B).

ISG15 contiene una secuencia de aminodcidos Leucina, Arginina, Leucina,
Arginina, Glicina, Glicina (LRLRGG) en su extremo C-terminal, que son de suma
importancia pues forman su motivo de conjugacion, es decir, le permiten
interaccionar con residuos de lisina de proteinas diana; este motivo de conjugacion

es el mismo que tiene la Ub para llevar a cabo su funcion.

ISG15 se puede encontrar de dos formas, una puede ser conjugada a una proteina
dianay otra en su forma libre, y cada una de estas formas tiene una funcién distinta,

las cuales se mencionan a continuacion.

Una modificacién postraduccional (MPT) se refiere a la union de una molécula
pequefia a una proteina diana, lo cual puede afectar su funcién, estabilidad y
localizacion. La union covalente de ISG15 a una proteina diana es una MPT)que
requiere de ATP y de un sistema enzimatico (figura 8) para la catalisis, que incluye
ala enzima E1 activadora de ubiquitina (UBEIL), la enzima E2 de conjugacion mejor
conocida como enzima H8 conjugadora de ubiquitina (UBCH8) y la enzima E3 de
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ligacion, que para esta modificacion Unicamente se conocen las siguientes tres
enzimas E3: la enzima Dominio HECT y RLD (HERCS), otra llamada E3 ligasa
Homoéloga humano de Drosophila Ariadne (HHARI), y finalmente la proteina dedo
responsiva al estrogeno (EFP). Sin embargo, la ISGilacidén es un proceso reversible
a través de la deslISGilacion, que es mediada por la enzima peptidasa especifica de
ubiquitina (USP18) (F. Okumura et al., 2007; Wong et al., 2006; Zou & Zhang, 2006).

ISG15 precursor 17 kDa ISG15, 15 kDa
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Figura 8: ISG15 y el sistema de ISGilacion. A) ISG15 estructuralmente cuenta con dos
dominios similares a la Ub, para ser activa debe ser cortada proteoliticamente B) Sistema
de ISGilacién: para dar inicio a esta modificacién postraduccional se requiere de Adenosin
trifosfato (ATP) y de la enzima E1 de activacion que cataliza la formacion de un enlace
tioéster en el extremo C-glicina terminal de ISG15 acto seguido mediante
transesterificacion, ISG15 se transfiere a la enzima E2 de conjugacion por ultimo, ISG15 es
transferido de la enzima E2 de conjugacion a residuos de lisina de proteinas diana a través

de la enzima ligasa E3. Imagen tomada de (Mirzalieva et al., 2022).
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ISG15 Libre

La proteina ISG15 libre puede ser secretada por linfocitos y monocitos, y tiene
funciones inmunomoduladoras (Caleb D. Swaim, Larissa A. Canadeo, Kristen J.
Monte, Swati Khanna, Deborah J. Lenschow, 2020; Swaim et al., 2017). Se ha
sugerido que la ISG15 libre actua de forma similar a las citocinas pro-apoptoticas.
Las células asesinas naturales (NK) mediante el receptor tipo integrina denominado
antigeno 1 asociado a la funcion leucocitaria (LFA-1), pueden reconocer
extracelularmente a la ISG15 libre, para promover la secrecion del IFN-y y activar

vias de sefializacion (D’Cunha et al., 1996) .

En el adenocarcinoma de prostata ductal (APD), en respuesta a tratamientos con
IFN-B, la ISG15 libre es secretada por macrofagos asociados a tumores (TAM)
(Hare et al., 2015; Tecalco—Cruz, 2020), y se ha demostrado que la ISG15 libre
intracelular se une de forma no covalente a algunas proteinas intracelulares, como
la ligasa de ubiquitina NEDD4, interrumpiendo su actividad de ligasa y dando lugar
a una menor ubiquitinaciéon de su sustrato VP40, lo que implica que ISG15 libre
tiene actividad antiviral al inhibir la actividad de la ligasa E3 del huésped (NEDDA4)
(A. Okumura et al., 2008). Ademés, la ISG15 libre favorece la secrecion de la

citocina antiinflamatoria IL-10 en monocitos humanos (D’Cunha et al., 1996).

La proteina ISG15 libre y su forma conjugada estan implicadas en mudltiples
procesos celulares clave para la fisiologia celular, como la autofagia, la secrecién
de exosomas, la reparacion del DNA, la regulacién inmunitaria y la aparicion y
progresion del cancer (Yuan et al., 2023). Ademas, ISG15 puede localizarse tanto
en el compartimento extracelular como en el intracelular, participando en procesos

de autofagia selectiva (Chen et al., 2019).
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ISGilacion
La ISGilacion puede modificar la funcion, localizacion y estabilidad de sus proteinas
diana (figura 9); actualmente, se conocen pocas proteinas que son blanco de esta

modificacion (figura 10); a continuacion, se mencionan algunos ejemplos.
Proteinas citoplasmaticas I1SGiladas

En el caso de la autofagia, la ISGilacion puede disminuir la estabilidad del mediador
de proautofagia Beclinl, dando como resultado la inhibicion de su actividad
(Bhushan et al., 2020; Chiok et al., 2022).

Un ejemplo de como la ISGilacion puede modular las interacciones proteina-
proteina es el caso de la Filamina B, que al ser ISGilada se afecta su interaccién
con las proteinas sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionadas con Ras (RAC1),
y con la proteina cinasa 4 activada por mitdgenos (MKK4) inhibiendo asi la
sefalizacion de la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) y con ello la apoptosis (Jeon et
al., 2009). La evidente regulacion de las interacciones proteina-proteina por
ISGilacion, sugiere que esta modificacion puede estar implicada en la modulacion

de muchos procesos biolégicos (Tecalco—Cruz, 2020).
Proteinas de membrana ISGiladas.

La ISGilacion puede modificar la degradacion via lisosomal en el caso de células de
cancer de mama la proteina Kirsten-Ras es ISGilada y se disminuye su degradacion

por esta via (Burks et al., 2014).
Supresor de tumores ISGilado

Al estar la proteina p53 mal plegada, ISG15 induce su degradacién a través del
proteasoma 20S. Sin embargo, la ISGilacion de p53 aumenta su actividad
transcripcional y es inducida por el dafio en el DNA (Huang & Bulavin, 2014; J. H.
Park et al., 2016).
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Factor de transcripcion ISGilado

En condiciones hipodxicas, se estimula la ISGilacion del factor transcripcional HIF-
1a, lo que conduce a su ubiquitinacion y probablemente a su degradacion, aunque

los detalles del mecanismo siguen sin estar claros (Y. S. Park et al., 2017).
Factor de inicio de la traduccion eucarionte 1SGilado

La ISGilacién dependiente de HHARI puede inhibir la traduccion de proteinas, al
generar una competencia entre el factor de inicio eucarionte 4E (elF4E) (cuya
funcion es facilitar el inicio de la traduccion) y la proteina homologa de elF4AE (4EHP)
(F. Okumura et al., 2007). La ISGilacion de 4EHP mejora su efecto inhibidor sobre
la traduccion, probablemente debido a una estabilizacion de la interaccion entre la
proteina homologa de elF4E y la caperuza 7-metil-guanosin-trifosfato (4EHP-CAP)
(Freitas et al., 2020).
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Figura 9: La ISGilaciéon de proteinas afecta su estabilidad positiva o negativamente
ademas interfiere en las interacciones proteina-proteina. Imagen modificada de (Tecalco—
Cruz, 2020).
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ISGilacién contribuye en la respuesta inmune innata

La ISGilacion puede servir como un mecanismo para eliminar proteinas mal
plegadas recién sintetizadas. Se ha sugerido que la ISGilacién puede ocurrir co-
traduccionalmente, porque HERC5 esta asociado con polisomas y en el
componente 60S, que en este caso puede ser relevante para la respuesta inmune

innata asociada a infecciones virales (Durfee et al., 2010).
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Figura 10: Proteinas blanco de ISGilacion y el efecto que genera esta modificacion
postraduccional indicadas por la numeracion del 1 al 7. Imagen modificada de (Tecalco-
Cruz et al., n.d.).
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Ubiquitinacion dependiente de I1SGilacion

La degradacion de la B-catenina se produce a través de su ubiquitinacién
dependiente de ISGilacion (figura 11), lo que conduce a la supresion de la
sefalizacion de Wnt en las células de cancer de colon (S. Y. Park et al., 2016); sin
embargo, CYP1B1 puede inhibir la expresién y la modificacion covalente de ISG15
en la linea celular Hela, previniendo la degradacion de [-catenina, por su
modificacion con 1ISG15, y activando la via de sefalizacion Wnt/3-catenina, lo que

resulta en una proliferacion y diferenciacion celular anormal (S. Y. Park et al., 2016).
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Figura 11: Ubiquitinacion dependiente de ISGilacion. Para que -catenina sea degradada
por el proteasoma debe ser ISGilada previamente. ISG15 libre puede inhibir la funcion de
la E3 ligasa de UB NEDD4. PCNA monoUBiquitinada se ha observado que puede ser
ISGilada. BECNI solo puede tener una modificacion postraduccional mediada por Ub o
ISG15. Imagen tomada de (Tecalco—Cruz, 2020).
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ANTECEDENTES

Los efectos pro-tumorales y anti-tumorales del IFN-y

Dentro de los antecedentes directos de este trabajo se sabe que el IFN-y tiene un
efecto dual en el cancer (figura 12), su funcion depende del tipo de cancer y de la
dosis. Por ejemplo, en el caso del cancer de pulmoén de células no pequeiias, al
estimular con bajas dosis de IFN-y se indujo la troncalidad de las células por la
activacion de la via ICAM1-PI3K-Akt-Notchl; sin embargo, al incrementar la dosis
del estimulo se afecto la apoptosis, favoreciendo la activacion de las caspasas 3 y
7 (Song et al., 2019). Entre los 15 a 30 minutos posteriores al estimulo con IFN-y se
ha observado que se da la activacion de la via candnica del interferébn-gamma (Bach
et al., 1997; van de Vosse & van Dissel, 2017).

Antitumor Protumor
Inmunidad Escape inmune
Inhibicién de Viabilidad
proliferacion celular
Sensibilidad a Resistencia a
terapias terapia
Antimestastasico Angiogénesis
Proapoptético Metastasis e
invasion

-@ Transcripcion
@-

ONON GAS QM 1SGs DNONG

Nicleo

Figura 12: Dualidad del IFN-y en cancer. La modulacion de la via puede tener un efecto
protumor o antitumoral a través de diferentes mecanismos los cuales dependen del
contexto que se presente ademas de que puede depender de la concentracion.

Imagen tomada de (Ximena Zamora-Salas et al., 2022).
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Tabla 2: Efecto del Antitumoral Protumoral
IFN-y en cancer
La via del IFN-y en El IFN-y puede tener un efecto | gl IFN-y favorece la
glioblastoma , o i .
antitumoral al inhibir la expresion de sobreexpresion de genes

genes implicados en la diferenciacion y
la proliferacion, como
CDK8,TGFB,EGF3,

sobreexpresar genes implicados en la

también puede

apoptosis y la diferenciacion celular
(TP53,CASP10) (Pérez Barco, 2023).

involucrados en la migracion y
ciclo celular IDO-1,SMAD3,PDL-1
(Pérez Barco, 2023).

Deficiencias en el
receptor del IFN-y

Favorece la activacion de

inhibidores de la Vvia,
SOCS1 y SHP2, dando como

insensibilidad al

como

resultado una
IFN-y, lo que conlleva a la evasion
de sefales anti-proliferativas y
pro-apoptoticas (Du et al., 2022;
Gao et al., 2016).

El tratamiento con
IFN-y en cancer de
préstata

IFN-y reduce la expresion de la E-
caderina, lo que favorece la apoptosis a
través de la caspasa 3 (Korentzelos et
al., 2022). En un modelo murino de
adenocarcinoma se observo que el
IFN-y incrementa el efecto antitumoral

de la radioterapia (Gerber et al., 2013).
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IFN-y en cancer de
pulmon

El IFN-y favorece la metastasis en
el pulmén y la neovascularizacion
porque intervine en la expresion
de IDO-1. El proceso de transicion
epitelio-mesénquima se ha visto
gque puede ser inducido por la
PD-L1
derivada del estimulo con IFN-y
(Mimura et al., 2018).

sobreexpresion de

IFN-y en cancer de
mama

La sobreexpresion de la IRF1 se asocia
con la induccién de sefiales apoptéticas
en respuesta al IFN-y en cancer de
mama (Rettino & Nicole, 2013). EI IFN-
y también induce un efecto anti-
proliferativo a través de STAT1 pues se
une a secuencias GAS del promotor de
p21, el cual es un inhibidor de proteinas
reguladoras de la progresiéon del ciclo
celular llamadas CDKs (Chin et al.,

1996).

El IFN-y en células
cancerosas

Se ha reportado
incremento de CD38 y CD74 en

cancer esta favorecido el IFN-y

que el

efectando en la supervivencia y
proliferacion de células
cancerosas (Kursunel &
Esendagli, 2016; Ximena Zamora-

Salas et al., 2022).
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IFN-y en glioblastoma

El glioblastoma es un tumor de grado 4 que se presenta principalmente en adultos
mayores, se desarrolla en el cerebro; en este contexto, el IFN-y puede inhibir la
proliferacion al reducir la unién del acido hialuronico (HA) a la matriz extracelular
(Knupfer et al., 1997). Ademas, el IFN-y incrementa la expresién de moléculas de
MHC de clase |, aumentando su inmunogenicidad (Ji et al., 2021).

En lineas celulares de glioblastoma tratadas con IFN-y ocurre un incremento de la
actividad de IDO y PDL-1, mejorando su proliferacion y migracion, mediante la
regulacion de proteinas como vimentina, CDK4, CDK6 y MMP-2. Este efecto se
corroboré al inhibir a PD-L1, pues se observo una disminucion en la proliferacion y
migracion celular (Avril et al., 2010; Jia et al., 2022). Por lo tanto, podemos ver que

la sefializacion del IFN-y tiene un efecto pro-tumorigénico en el glioblastoma.

En un andlisis in silico de muestras de pacientes con glioblastoma y de tejido de
cerebro sano, se pudo identificar que los elementos de la via de sefalizacion del
IFN-y estan sobreexpresados en el GBM respecto a una condicién normal (figura
13) (Zamora, 2023).

+ o wNGR2 §

Figura 13: La expresion de los elementos de la via del IFN-y estan incrementados

(representados con una flecha roja hacia arriba) en glioblastoma respecto una

condiciéon normal. Imagen tomada de (Ximena Zamora-Salas et al., 2022).
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ISG15/ISGilacion en cancer

La ISGilacidon se ha observado que tiene importantes implicaciones en organelos
como las mitocondrias y en contextos especificos como pueden ser las células
cancerosas o las del cerebro. Dentro de los procesos celulares en los que participa
el proceso ISG15/ISGilacion, se encuentra la respuesta inmune, asi como en otros
como la proliferacion, la migracion, la apoptosis y la autofagia, pero en contextos

particulares.

La expresiéon de ISG15 se ha visto que esta incrementada en la mayoria de los tipos
de cancer en donde se ha estudiado (figura 14) y esto puede sugerir una funcién
protumoral, como en el glioblastoma; sin embargo, hasta ahora se han reportado
solo tres contextos, en cancer de ovario, cancer de cérvix y cancer en la sangre, en

donde se desempefia como una proteina anti-tumoral.
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Figura 14: La expresion de ISG15 esta desregulada en cancer. ACC (carcinoma
adrenocortical), BLCA (carcinoma urotelial de vejiga), BRCA (carcinoma invasivo de
mama), CESC (carcinoma de células escamosas de cuello uterino vy
adenocarcinoma endocervical), CHOL (colangiocarcinoma), COAD

(adenocarcinoma de colon), DLBC (neoplasia linfoide difusa de células B grandes)

46



linfoma), ESCA (carcinoma de eso6fago), GBM (glioblastoma multiforme), HNSC
(cabezay carcinoma de células escamosas de cuello), KIRC (carcinoma de células
claras renal de rifidon), KIRP (carcinoma de células papilar renal de rifidn), LIHC
(carcinoma hepatocelular de higado), LUAD (adenocarcinoma de pulmon), OV
(cistadenocarcinoma seroso de ovario), PAAD (adenocarcinoma de pancreas),
SKCM (melanoma cutaneo de piel), STAD (adenocarcinoma de estdmago), TGCT
(tumores de células germinales testiculares), THCA (tumores de tiroides carcinoma,
THYM (timoma), UCEC (carcinoma endometrial del cuerpo uterino), UCS
(carcinosarcoma uterino). Imagen tomada de (Tecalco-Cruz et al., n.d.) (*) p <0.01.

En el caso del cancer de ovario seroso de alto grado (HGSOC) se ha visto que un
incremento en la expresion de ISG15 suprimio la progresion del cancer, a través de
la ISGilacion de ERK, ademas de favorecer la activacion de las células NK y de los
linfocitos T CD8+, mientras que en modelos in vivo se observo una reduccion del

tumor en células transfectadas con ISG15 (Yeung et al., 2018).

Por otro lado, la apoptosis se evaluo en células de leucemia y en mieloma mediante
la sobreexpresion de 1ISG15 y se demostré que 1ISG15 suprimid la transduccion de
la sefial del factor NF-kB e indujo la apoptosis de las células cancerosas (Mao et al.,
2016).

En el cancer de cérvix se ha visto que ISG15/ISGilacién tiene una regulacion
positiva del factor de transcripcion p53, pues inhibe a su principal represor ANp63a
(Zhou et al., 2017). En el cerebro, la regulacién positiva de ISG15 es también una
caracteristica molecular de varios tumores cerebrales en comparacion con el tejido
cerebral normal. Ademas, los niveles de la proteina ISG15 son mas altos en el
astrocitoma de grado lll que en el astrocitoma de grado I/ll y en el tejido sano
(Robles M. Lucero, 2023; Tecalco-Cruz et al., 2022).

IFN-y y la regulacion del proceso ISG15/ISGilacion
En el cancer de mama, el IFN-y puede generar una sefializacion autocrina en las

células y parece mediar la apoptosis y la detencion del ciclo celular. Se ha
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demostrado que el IFN-y aumento los patrones de ISGilacion entre el nucleo y el
citoplasma en las células MCF-7 y MDA-MB-231, y mejoro los niveles de ISG15 libre
intracelular; sin  embargo, los genes inducidos por IFN-y, incluida la
proteina ISG15, también afectan la respuesta a la terapia endocrina con tamoxifeno
(Tecalco-Cruz et al., 2020).

La desregulacion de ISG15/ISGilacion se ha reportado en tumores del SNC,
particularmente en glioblastoma. Los glioblastomas son tumores de grado 4,
malignos, que se presentan en adultos mayores y se localizan principalmente en el
cerebro, especificamente se desarrolla a partir de células astrociticas (King &
Benhabbour, 2021) (Wirsching et al., 2016). Estudios recientes observaron que la
expresion de ISG15, de los elementos del sistema de ISGilacion y de los elementos
de la sefalizacién del IFN-y se encuentran incrementados en glioblastoma, ademas
gue la abundancia proteica de ISG15 es significativamente mas alta en glioblastoma
respecto a un cerebro sano, denotando asi su posible utilidad como biomarcador en
esta neuropatologia. Los andlisis realizados del tipo Kaplan Meier mostraron que la
expresion de ISG15 podria correlacionarse con una menor supervivencia de los
pacientes con glioblastoma. Por ello, se sugiere que la desregulacién del proceso
ISG15/ISGilacion podrian tener implicaciones en la progresion del glioblastoma
(Tecalco-Cruz et al.,, 2022). Ademas, Tecalco-Cruz y col., sugirieron que un
microentorno tumoral enriquecido con interferones, como el IFN-y, puede aumentar
la expresion de ISG15 en células de glioblastoma. Por otro lado, mediante estudios
in vitro se observé que, en células de glioma, ISG15 puede ISGilar a proteinas
esenciales como Oct4 y con ello suprimir su ubiquitinacion (Dai et al., 2022; H. M.
Nguyen et al., 2023) .

ISG15 en MB

Hasta la fecha no se tienen reportes sobre ISG15 en muestras de pacientes con
MB, y limitada en modelos de células humanas de MB. Por ejemplo, Hsiao N, et al
sugieren que la sobreexpresion de ISG15 en células TE671 de MB, que son

infectadas con el virus de la encefalitis japonesa, presentan un efecto antiviral y la
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translocacion al nucleo de STAT1 se ve favorecida; sin embargo, al corroborar la
linea celular que se utilizd, esta no corresponde a una linea de MB, mas bien

pertenece a un rabdomiosarcoma (Hsiao et al., 2010; Stratton et al., 1989)

En este trabajo nos enfocaremos en determinar los niveles de ISG15 en muestras
de MB en comparacion con los niveles presentes en tejido sano, ademas de estudiar
el efecto del IFN-y sobre los niveles de ISG15 y el efecto de la sobreexpresion de
ISG15 en células derivadas de MB.

JUSTIFICACION

La ISGilacién es una modificacion postraduccional cuyas funciones y modulacion
son poco conocidas. Actualmente se conocen un numero reducido de proteinas
blanco de la ISGilacién; sin embargo, se ha observado que esta implicada en
algunos tipos de céancer, y particularmente, en el cancer de cerebro hay muy poca
informacion que impligue a dicha modificacion postraduccional. Ademas,
actualmente se desconoce el perfil de expresién de ISG15 y su asociacion con la
viabilidad y migracion celular en el contexto del MB, por lo cual se requieren mas
estudios moleculares sobre esta patologia, que permitan determinar si ISG15 podria
estar asociado a vias moleculares centrales en la progresién del MB. El poder
conocer el perfil de expresién de ISG15 y su modulacién por IFN-y en el MB podrian
sugerir que 1ISG15/ISGilacion podrian servir como importantes biomarcadores o
blancos de terapias.

HIPOTESIS
La via de sefalizacion del IFN-y modula los niveles de ISG15 y el perfil de ISGilacion
en células de meduloblastoma, lo cual podria afectar la viabilidad y la migracién

celular.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar los niveles de ISG15 en muestras de pacientes con meduloblastoma y
determinar el efecto de la via de sefalizacion del IFN-y sobre el perfil de
ISG15/ISGilacion y su impacto sobre la viabilidad y migracion de las células de

meduloblastoma.

Objetivos especificos
1. Analizar in silico la expresion de los elementos del sistema ISG15/ISGilacion y de
la via del IFN-y en muestras de meduloblastoma en comparaciéon con el tejido

normal.

2. Determinar los niveles de expresion de ISG15 y su implicacion en la supervivencia

en los subgrupos de meduloblastoma humano.

3. Determinar los niveles de la proteina ISG15 en muestras de meduloblastoma

humano en comparacion con el tejido normal.

4. Definir el efecto de la via de sefializacion del IFN-y sobre los niveles de ISG15 y

el perfil de ISGilacion en células de meduloblastoma.

5. Establecer el efecto de la via de sefalizacion del IFN-y y de la sobreexpresion de

ISG15 sobre la viabilidad y migracién de células de meduloblastoma.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ESTRATEGIA
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OBJETIVO 3
Analizar el efecto de la sefializacion
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MATERIALES Y METODOS
Analisis in silico de la expresion de ISG15y su sistema de ISGilacion y de

los elementos de la via del IFN-y

Primero se realiz6 una busqueda de los elementos de la via de sefializacion del IFN-
vy (IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2, STAT1) y del sistema de ISG15/ISGilaciéon en
bases de datos publicas especificas para cancer, como lo es UALCAN

(https://ualcan.path.uab.edu/analysis-cbttc.html) y Oncopression

(http://www.oncopression.com/). Dado que en estas plataformas se almacena

informacion sobre distintos tipos de cancer y la expresion de genes determinada
mediante la técnica RNA-seq (Chandrashekar et al., 2017, 2022). Mediante este
estudio, se analizd la expresion relativa de los genes de interés en muestras

tumorales de MB en comparacion con tejido normal, ademas de analizar la relacion
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con las caracteristicas clinico-patolégicas disponibles. La plataforma R2 Genomics

Analysis and Visualization Platform https://hgserverl.amc.nl/cqi-

bin/r2/main.cgi?open_page=login#loginsection se utiliz6 para comparar la

expresion de ISG15 en diferentes subgrupos y lineas celulares de MB y para los
analisis de Kapplan Meier (Koster et al., 2019).

Linea celular

Para el desarrollo de este proyecto se utilizé la linea celular de MB DAQY (HTB-
186), la cual fue obtenida post-mortem de la fosa posterior del cerebelo de un nifio
caucasico de 4 afios en 1985, por el doctor P.F Jacobsen en el hospital Royal Perth

en Australia (Jacobsen et al., 1985).

Las principales caracteristicas de esta linea es que tienen una morfologia
desmoplasica poligonal, pertenece al grupo SHH, con TP53 mutada (Ayrault et al.,
2010; Ramaswamy et al., 2016).

Cultivo celular y tratamiento con IFN-y:

Las células DAQOY (https://www.atcc.org/products/htb-186) se cultivaron en
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) con bajo contenido de glucosa,
suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) y 1 % de antibiéticos (Penicilina
/Estreptomicina), en una atmoésfera de aire al 95%; con didxido de carbono (CO2) al
5% y a una Temperatura de 37°C.

Al tener las células DAQY un crecimiento aproximado del 85% se analizaron en dos
condiciones: primero con un estimulo de 100 ng/ mL de IFN-y por 24 h para propiciar
la activacion de la via del IFN-y (Tecalco-Cruz et al., 2022; Ximena Zamora-Salas
et al., 2022; Zamora-Salas et al., 2024), y en la segunda condicién sin estimulo, que
correspondio al control, es decir, solo con medio de ayuno, el cual esta compuesto
por DMEM, 1% de antibidticos (Penicilina/Estreptomicina) y 0.02% de FBS;

posteriormente, las proteinas se analizaron mediante Western blot e
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inmunofluorescencia, mientras que el comportamiento celular se evalu6 mediante
ensayos de migracion y viabilidad celular. Todos los experimentos fueron realizados

por triplicado.

Microarreglo de tejido e inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizé un microarreglo comercial de tejido o TMA (tissue microarray) que
contiene 20 casos de MB por triplicado y 3 muestras de tejido pertenecientes a
cerebelo (GL631, U.S Biomax). Posteriormente, se realizé la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ), para la deteccion especifica de la proteina de ISG15 con
el anticuerpo (SC-166755 de Santa Cruz Biotech.), el cual es un anticuerpo primario
monoclonal especifico para la proteina de interés. El procedimiento para la IHQ
implica que el tejido previamente fijado se incube en una solucién de bloqueo, que
satura los posibles sitios de union inespecifica, debido a una alta concentracién de
proteina como la albumina de suero bovino. Después de cada paso de union de
anticuerpos o del complejo avidina-biotina-peroxidasa, se procede a lavar los cortes
con un buffer de fosfatos, en la que también van disueltos los anticuerpos. La
reaccion de la peroxidasa convierte a la diaminobencidina (DAB) y el peréxido de
hidrogeno, en un producto insoluble color marrén (Megias, 2021); por lo tanto, si se
encuentra 1SG15 en la muestra se observard de una tonalidad marrén. Las
imagenes fueron obtenidas usando la camara AxioScan.Z1 y AxioCam MRc5 (Zeiss,

Germany).

Andlisis histolégico de la IHQ

Para este punto se establecieron los pardmetros para cada categoria, en donde se
separd en muestras de cerebelo y MB, se obtuvo un mapa de calor y se realizé
una prueba estadistica (t-Student) comparando la intensidad de los pixeles (De
Matos et al., 2006).
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Transfeccion transitoria con un plasmido para sobreexpresar a ISG15
Para realizar la sobreexpresion de ISG15 se utilizé Lipofectamina 2000, una técnica
gue se fundamenta en la lipofeccion que se usa comunmente para transferir DNA a
las células eucariotas y utiliza liposomas cationicos que forman complejos con el
DNA conocidos como lipocomplejos, los cuales penetran a las células porque se
fusionan con la membrana o por endocitosis y vacian su contenido en el citoplasma.
El plasmido usado fue pCAGGS5HA-MISG15 (gen de ratdn que contiene 4790 pb,
gen de resistencia a ampicilina, Tag corresponde a 5xHA en el extremo amino
terminal) obtenidos de Addgene depositados por Dong-Er Zhang. El tiempo de
transfeccion fue de 48 h, se utilizé el plasmido y la lipocfectoamina.

Una vez comprobada la sobreexpresion de ISG15, mediante ensayos de Western
Blot, se analiz6 su efecto sobre la viabilidad celular mediante el ensayo de calceina-
yoduro de propidio y para evaluar la migracion celular se utilizé la técnica de cierre
de herida.

Obtencidén de extractos totales y fraccionamiento subcelular

Una vez que las células de ambas condiciones (control y estimuladas) estuvieron
en una alta confluencia (90%), se procedi6 a lavarlas con PBS 1x frio;
posteriormente, se realizé la lisis celular mediante el uso de una mezcla del buffer
TNTE al 0.5% (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% Triton-X-100) con
inhibidores de fosfatasas (NaF [25mM] NaPPi [ImM], NaVO4 [1Mm] e inhibidores
de proteasas [0.1mg/ml], se rasparon las placas depositando su contenido en
microtubulos, los cuales se incubaron durante 30 min a 4°C, seguido de un proceso
de centrifugacién por 5 min a 13200 rpm a 4°C y se recupero el sobrenadante pues

contenia los extractos proteicos de interés.

Para obtener el fraccionamiento subcelular se utilizaron dos placas p100 por
condicion. Para realizar la lisis celular se usé el buffer de homogenizacién que
contiene 250mM e imidazol 3 mM por ml con inhibidores de fosfatasas y proteasas
utilicé las mismas concentraciones mencionadas anteriormente en extractos totales,

una vez obtenido el raspado se paso6 15 veces por una jeringa de 22G, se centrifugo
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por 15 min a 4°C a 3400 rpm, y se separ0 el sobrenadante del precipitado. Al
sobrenadante se le adiciono el buffer RIPA 5X y al precipitado RIPA 1X (50 mM
Tris=HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% deoxycholic acid, 1% NP-40,
and 0.1% SDS); posteriormente, se dej6 incubando 1 h en agitacion a 4°C. Cumplido
el tiempo del paso anterior, se centrifugo 5 min a 13200 rpm, y se recuperé el

sobrenadante que es la fraccion de interés.

Tanto los extractos totales como el fraccionamiento subcelular se centrifugaron para
posteriormente ser cuantificados mediante la técnica de Bradford, la cual consiste
en la union del colorante azul brillante de Coomassie G-250 a la proteina, lo que
provoca un cambio en el maximo de absorcion del colorante de 465 a 595 nm. Este
ensayo es muy reproducible y répido, y el proceso de uniéon del colorante
practicamente se completa en aproximadamente 2 min, con una buena estabilidad
del color durante 1 h, la forma azul mas anidnica del colorante que se une a la
proteina tiene un maximo de absorbancia a 590 nm. Por lo tanto, la cantidad de
proteina se puede estimar determinando la cantidad de colorante en la forma iénica
azul (Bradford, 1976; Kruger, 1994). Se realizaron los ajustes para que todos los
extractos obtenidos estuvieran dentro de la misma concentracion y se adicionaron
3 uL de Buffer Laemmli 6X (Karlsson et al., 1994).

Posteriormente, los extractos totales y el fraccionamiento subcelular fueron
cargados en un gel de acrilamida/ bisacrilamida al 15% y 10% para ser separados
mediante electroforesis con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) a 100V durante

aproximadamente 2 h.

Electroforesis SDS-PAGE y Western blot

La electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida es una técnica que se utiliza
para separar por peso molecular a proteinas cargadas, a través de una matriz de
gel mediante una corriente eléctrica. La tasa de migracion de las proteinas durante
la SDS-PAGE esta determinada por el tamafio de poro de la matriz del gel y la carga,
asi como por el tamafio y la forma de la proteina (Manns, 2011).
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Una vez terminado el tiempo de la electroforesis se procedio con la transferencia de
las proteinas a una membrana de PVDF a 100 V durante 90 min. Posteriormente,
se bloquearon los sitios inespecificos de la membrana utilizando leche descremada
en polvo al 5% con TBST-T (200 mM Tris base, 1.37 M NaCl, 38 mM HCI [1N]
pH=7.6), incubando durante 1 h en agitacién constante. Finalmente, las membranas
fueron lavadas con TBS-T e incubadas con un anticuerpo monoclonal primario,
especifico para la proteina de interés (ISG15, o con anticuerpos anti-tubulina y anti-
lamina A, como controles de carga), toda la noche en agitacion a 4°C. Al siguiente
dia se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con
peroxidasa (115-035-003, Jackson), para posteriormente llevar a cabo la deteccién
de la proteina mediante una reaccion de quimioluminiscencia con el reactivo
SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Thermo Scientific) y con placas

de autorradiografia.

Ensayo de inmunofluorescencia

Las células DAQY fueron cultivadas en una placa de 6 pocillos, la cual contenia un
cubreobjetos con poly-L-lisina, al siguiente dia fueron estimulados 3 pozos con IFN-
y por 24 h, después de la incubacion se procedié con la eliminacién del medio y la
fijacion de las células DAOY con paraformaldehido al 4% durante 15 min, se
permeabilizaron con Triton-X-100 al 0.1% durante 8 min, seguido del blogueo de los
sitios no especificos con albumina al 1% durante 1 h. Luego se incubaron con el
anticuerpo primario anti-ISG15 (SC-166755, Santa Cruz Biotechnology) toda la
noche, para posteriormente lavar con PBS y proceder a incubar con el anticuerpo
secundario Alexa Fldor 647 anti-raton IgG (ab150107, Abcam) durante 1 h en la
obscuridad. Por ultimo, se procedié a montar la muestra en un cubreobjetos y se

sellé con barniz, finalmente se capturaron las imagenes en un microscopio confocal.
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Técnica calceina-Yoduro de propidio

Con la finalidad de evaluar la viabilidad celular se utilizé el ensayo de calceina-
yoduro de propidio, para ello, las células con y sin estimulo de IFN-y se incubaron
con calceina-AM [1 uM] y yoduro de propidio [5 mM] a 37 °C durante 30 min; una
vez transcurrido el tiempo fueron analizadas con microscopia de fluorescencia,
considerando que, el metabolismo activo de las células viables permite a las
esterasas intracelulares transformar la calceina-AM (un compuesto no fluorescente)
en calceina, y en el caso de las células no viables, el yoduro de propidio al
interactuar con el DNA permitird una deteccion de fluorescencia roja. Como control

de muerte se uso el antibiético gentamicina (Tecalco-Cruz et al., 2019).

Ensayo de cierre de herida

Las células con y sin estimulo con IFN-y y con un crecimiento de aproximadamente
el 99%, fueron utilizadas para este estudio. Se realiz6 una herida en la monocapa
celular, con una punta estéril de micropipeta 1mm; posteriormente, las células se
incubaron por 24 h y para monitorear los resultados se tomaron fotografias a
intervalos de tiempo de 0, 24 y 48 h posteriores a la herida. Los resultados se

representaron en porcentaje de cierre de herida (Tecalco-Cruz et al., 2012).

Andlisis estadistico

Para el analisis de los datos de UALCAN-CBTTC se utilizé la prueba t de Student.
Para los resultados de Oncopression se utilizaron la prueba t de Student y el area
bajo la curva de la curva operativa del receptor (AUC). Para los resultados de la
plataforma R2 se utilizaron Chi y ANOVA. Los resultados fueron estadisticamente
significativos cuando **: valor p < 0,01, ***: valor p < 0,001, ****: valor p < 0,0001.
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RESULTADOS

Analisis in silico de la expresion de los elementos de la via de sefializacion del
IFN-y y del sistema de ISG15/ISGilacién en muestras de MB en comparacion

con el tejido normal.

Expresion de ISG15 y las enzimas de ISGilacion en MB

Para analizar el perfil de expresion de ISG15 se utilizé la base de datos UALCAN-
CBTTC, la cual permite la comparacién de MB con otros tipos de cancer pediatrico
del sistema nervioso central. Como resultado se observé que los tumores de MB
presentan una menor expresion del gen ISG15 en comparacion con los otros tipos

de cancer pediétrico de cerebro (Figura 15).

Considerando estos resultados, posteriormente se procedié al andlisis de la
expresion de ISG15 y de los elementos del sistema de ISGilacibn en muestras de
MB en comparacion con tejido saludable, para ello se utilizo la base de datos de
Oncopression Los resultados obtenidos indican que los niveles de expresion de
ISG15 estan disminuidos en MB respecto al tejido normal seria interesante hacer
un analisis de datos atipicos sin embargo, los datos de dichos graficos ya estan
establecidos por la base de datos Oncopression. La enzima E1 de activacion UBALL
no presentd cambios significativos en MB, mientras que altos niveles de la enzima
E2 de conjugacion UBCHS8 se detectaron en MB. Las enzimas E3 ligasas muestran
un patron particular de expresién, ya que, si bien TRIM25 no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras de tejido normal y MB, en
contraste, las enzimas HERC5 y ARIH1 si presentaron una expresion diferencial.
De manera interesante, HERC5 esta subexpresada y ARIH1 se encuentra

sobrexpresada (Figura 16).
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Figura 15. Expresion del gen de ISG15 en diferentes tipos de cancer del SNC pediatrico,
reportados en UALCAN-CBTTC. MBL: Meduloblastoma, ATRT:Tumor rabdoide teratoide
atipico, CHDM:Cordoma, CPP: Papiloma del plexo coroideo, CRANIO: Craneofaringioma,
DIPG: Glioma pontino intrinseco difuso, DNT: Tumor neuroepitelial disembrioplasico,
EPMT: Ependimoma, ES: Sarcoma de Ewings, GMN: Germinoma, GNG:Ganglioglioma,
GNOS: Tumor glial-neuronal no especificado, MNG: Meningioma, NFIB:
Neurofibroma/Plexiforme, PBL: Pineoblastoma, PHGG: Glioma/astrocitoma de alto grado,
PLGG Glioma/astrocitoma de bajo grado, PNET: Neuroectodérmico primitivo supratentorial

o medular, TT: Teratoma, SCHW: Schwannoma.
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Figura 16: Graficas de cajas y bigotes de la expresion de los elementos del sistema

de ISGilacion (ISG15, UBAIL, UBCHS8, TRIM25, HERC5, ARIH1) en MB (n=273)
respecto a una condicion normal (n=723).
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Expresion de IFN-y y de los componentes de su via canonica en MB

El IFN-y es un inductor de la expresion de ISG15 en contextos como glioblastoma,
y su sefializacion es a través del sistema JAK/STATL. La disponibilidad de estos
mediadores puede influir en esta via de sefalizacion. El andlisis in silico nos indicé
gue todos los elementos de la via del IFN-y: IFNGR1, IFNGR2, JAK1, JAK2, STAT1
estan sobreexpresados de manera estadisticamente significativa en una condicion
de MB respecto a una condicion normal, lo cual podemos observar en las graficas

de cajas y bigotes (Figura 17).

Una vez observado que los niveles de expresion de ISG15 estaban disminuidos en
MB respecto al tejido normal y que la expresién de los elementos del sistema de
ISGilacion estaban desregulados en MB, procedimos a determinar los niveles de
expresion de 1ISG15 y su implicacidén en la supervivencia de los subgrupos de MB
humano, mediante el uso de la plataforma R2 Genomics Analysis and Visualization
Platform. Observamos que la expresion de ISG15 no cambia en cada uno de los
subgrupos de MB (SHH, WNT, G3 y G4) (Figura 18), ademas de que tampoco se
ve una diferencia estadisticamente significativa en las enzimas del sistema de

ISGilacion.
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Figura 17: Graficas de cajas y bigotes de la expresion de elementos de la via del IFN-y en
condiciones normales (n=723) vs MB (n=273).
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Figura 18: Expresion de 1ISG15 y de los elementos del sistema de ISGilacion en
subgrupos de meduloblastoma humano. R2 Genomics Cavalli-763.

Con la informacién presentada en la base de datos R2 procedimos a analizar qué
relacion existe entre la expresion de ISG15 y la supervivencia de los pacientes,
notamos que hay un efecto diferencial entre los subgrupos de MB, siendo los
subgrupos 3 y 4 (Figura 19a, b) en donde una mayor expresion de ISG15 se
correlaciona con una mayor supervivencia, y viceversa con los subgrupos SHH y
WNT (Figura 19c, d), es decir, cuando hay una mayor expresion de ISG15
disminuye la supervivencia de los pacientes, pero ello solo es estadisticamente
significativo en el subgrupo SHH se utilizd una regresion de Cox y chi-cuadrara

como pruebas estadisticas; el cual corresponde con nuestro modelo de estudio.
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Figura 19: Andlisis de la expresion de ISG15 con la supervivencia de los pacientes. Kaplan
Meier para cada subgrupo de MB a) Grupo 3 b) Grupo 4 ¢) SHH d) WNT. High se refiere a
los pacientes con MB que presentan un incremento en la expresion de I1ISG15, y low

representa a los pacientes con MB con una disminucion en la expresion de 1SG15.
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Al presentarse niveles de expresion disminuida de ISG15 en muestras de MB, el
siguiente objetivo consistio en analizar el perfil de abundancia de ISG15 en

muestras de pacientes con MB.

Inmunohistoquimica contra ISG15 en meduloblastoma y tejido

normal

En la base de datos UALCAN-CBTTC esta reportado que la abundancia de ISG15
esta disminuida respecto a otros tumores pediatricos (Figura 20); sin embargo, no
hay datos reportados sobre la abundancia de ISG15 en MB respecto a un tejido de
cerebelo normal, por ello hicimos uso de un microarreglo de tejido de MB humano y

mediante la técnica de IHQ se analizaron los niveles de la proteina ISG15.
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Figura 20: Abundancia de 1ISG15 en meduloblastoma respecto a otros tumores
pediatricos del SNC.
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El microarreglo de tejido humano comercial (GL631, TissueArray) que utilizamos
contenia 20 muestras de tejidos de MB por triplicado y 3 muestras de cerebelo
normal. De estos casos, 8 provienen de pacientes femeninas y 12 de pacientes
masculinos; ademas el rango de edades de los pacientes de donde provenian los
tejidos oscila entre los 4 y 49 afios, los tejidos control provienen de dos pacientes

femeninas de 39 y 54 afios y de un paciente masculino de 47 afios.

Para interpretar estos resultados es importante recordar que en la IHQ hay una
reaccion de inmunoperoxidasa, la cual utiliza a la enzima peroxidasa alcalina y un
colorante como la DAB quien al conjugarse produce una coloracion marron,
indicando que se unid al anticuerpo primario, que ha reconocido a la proteina de

interés.

Los niveles de expresion de ISG15 en el contexto de MB de acuerdo a lo reportado
en las bases de datos se encuentran disminuidos, ahora bien a nivel de proteina
con el microarreglo comercial podemos observar que la abundancia de ISG15 es
mayor en la muestra de tejido de cerebelo normal (Figura 21), porque presenta una
mayor inmunopositividad, que visualmente se observa mas precipitado insoluble de
color marrén, producto de la reaccion enzimatica, a diferencia de lo que se observa
en MB en el panel superior a un aumento de 40x, en donde predomina la coloracion
azul. El andlisis semicuantitativo de densidad de pixeles permitié6 observar que la
abundancia de 1ISG15 esta disminuida en los pacientes que tienen MB y fue

estadisticamente significativo (t-student) (Figura 21b).
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Figura 21: IHQ de ISG15 en MB. Bajos niveles de abundancia de ISG15 en tejido de
meduloblastoma respecto a una condicion normal, evidenciado por la reaccion de
peroxidasa que genera un precipitado marrén insoluble en presencia del anti-lgG de raton.
b) Escala de inmununodeteccion de ISG15 en MB vs cerebelo saludable ***: p 0.004 ((F-9):
sc-166755 Santa Cruz) Los resultados se calificaron en funcion de la proporcion de células
positivas, utilizando los siguientes valores: 0 indica ausencia; 1 representa 0-10%; 2
corresponde a 11-50%; y 3 significa mas del 50%. Los resultados se calibraron utilizando
la férmula x = (y - b)/m, y la expresidn se categorizdé como tincién débil, moderada o intensa
(De Matos et al.,2006).
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Los niveles de ISG15 se encuentran disminuidos tanto a nivel de expresion génica
como de abundancia proteica en muestras de pacientes; sin embargo, en el modelo
de estudio, mediante la plataforma R2, logramos comparar la expresion de algunas
lineas celulares de MB humano, observando que la perteneciente al subgrupo SHH
presenta la mayor expresion de ISG15 (Figura 22) respecto a lineas representativas

del Grupo 3y Grupo 4.
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Figura 22: Andlisis de la expresion de ISG15 en lineas celulares de meduloblastoma
humano. d283 Grupo 3/4, d324 SHH, d341 Grupo 3, d456 Glioblastoma, d556
Grupo 3 x21584 Glioma de alto grado * p= 3.42 e-83 (anova). Stevenson-156.

68



Como previamente se menciond, se ha reportado que el IFN-y puede inducir la
expresion de ISG15 en otros contextos de cancer como lo es el cancer de mama 'y
en el glioblastoma, por lo que decidimos analizar si el IFN-y podria estar induciendo
la expresion de ISG15 en el contexto de MB y definir el efecto de la via de
sefalizacion del IFN-y sobre los niveles de ISG15 y el perfil de ISGilacién en células
DAOY.

El estimulo con IFN-y incrementa la expresion y abundancia de 1ISG15

El estimulo de células DAOY con 100 ng/mL de IFN-y durante 24 h, incrementé la
abundancia de ISG15 respecto a una condicién control, en extractos totales de
proteina (Figura 23). Se puede observar que en una condicién control, la fraccién
de ISG15 libre no se detecta y el perfil de ISGilacion es menos evidente que cuando
tenemos el estimulo con IFN-y, en donde se ve una banda de 15 kDa que
corresponderia a ISG15 libre y en la parte superior del WB se ve el perfil de

ISGilacion con marcas mas fuertes, como control de carga se usé a lamina A.

DAOY
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IFN-y — +
250 kDa 1
. I1sGilacion
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15 kDa — ISG1S
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oo o= — R > <

W3 alamina &
Figura 23: El estimulo con IFN-y [100 ng/ml] a las 24 horas incrementa a ISG15/ ISGilacion
en la linea celular de meduloblastoma DAQY. Extractos totales de la linea celular DAQY,

(-) se refiere a la muestra control que no fue estimulada con IFN-y, (+) indica las muestras
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DAOQY

—

gue fueron estimuladas con IFN-y. En 15 kDa podemos observar a ISG15 en el carril 2 que
corresponde a células estimuladas y el perfil de 1SGilacién parece tener marcas mas

intensas.
Localizacion subcelular de ISG15 tras el estimulo con IFN-y

Mediante un ensayo de inmunofluorescencia de las células DAQOY se confirma que
el estimulo con 100 ng/mL de IFN-y induce un incremento de ISG15/ISGilacién. En
la figura 24, se observan unas marcas rojas que corresponden a ISG15,
mayoritariamente distribuidas en el citoplasma; sin embargo, era importante saber
si el incremento correspondia principalmente a la 1ISGilacién o a ISG15 libre, por lo
que se separaron la fraccion citoplasmatica y la nuclear.

En el fraccionamiento subcelular se encontr6 que ISG15/ISGilacion se ve
incrementada en el citoplasma con el estimulo de IFN-y, corroborando lo que se
veia en la inmunofluorescencia, es decir que se localiza principalmente en este

compartimento (figura 25).

-IFN-y

Figura 24: Inmunofluorescencia de I1SG15 ((F-9): sc-166755) en células DAQOY

utilizando como anticuerpo primario anti-ISG15 y anticuerpo secundario Alexa Fluor 647-

conjugado. Hoechst se uso6 para tefiir el ndcleo. Imagenes obtenidas por un microscopio

70



confocal. La fila superior corresponde a las muestras control, sin tratamiento de IFN-y, en
el primer panel podemos observar la inmunofluorescencia de ISG15 marcada de color rojo,
en el siguiente panel vemos la tincion de los nucleos de color azul y en el Ultimo panel el
empalme de ambas fluorescencias. De igual manera observamos en la fila que corresponde
a las células con estimulo de IFN-y inferior en el primer panel observamos un incremento
de ISG15 representado por mayores marcas de fluorescencia roja, en el siguiente panel

observamos la tincién de los nucleos.
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Figura 25: El estimulo con IFN-y [100 ng/ml] a las 24 horas incrementa a ISG15/ISGilacion

principalmente en la fraccién citoplasmatica.
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El estimulo con IFN-y no afecta la viabilidad y la migracion de células DAQOY

Debido a que el estimulo con IFN-y incrementa la expresion y abundancia de 1ISG15,
nos interesé conocer si se afectan la viabilidad y migracion de estas células tratadas
respecto a una condicion sin estimulo o control. El analisis de migracion se realizé
mediante el ensayo de cierre de herida, que se hizo con una punta de micropipeta
de 1mm; se tomaron las primeras fotos correspondientes a las 0 h, posteriormente
se incubd con el IFN-y y se tomaron fotos a las 48 h (figura 26). Los resultados
muestran que las células DAOY de MB estimuladas con el IFN-y no cambiaron su

migracion respecto del control.

C IFN-y

Oh

48 h

Figura 26: Ensayo de cierre de herida para evaluar migracién celular en células
DAQY sin y con IFN-y (100 ng/mL). Registro fotografico tomado a las 0 y 48h

posterior al estimulo con IFN-y.
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Partiendo de dos condiciones, un control y otra con estimulo de IFN-y (100ng/ml),
se realizd el ensayo de calceina/yoduro de propidio en las células DAQOY, para
analizar si el IFN-y tiene algun efecto sobre la viabilidad celular (Figura 27). Los
resultados muestran que el estimulo no tuvo efecto sobre la viabilidad celular, pues
la cantidad de células tefiidas de color rojo no fue estadisticamente significativa,

comparando las células tratadas con las no estimuladas.

Bright Calcein Propidium Merge
field iodide

-IFN-y

+FN-y

6418 -
Figura 27: Ensayo de calceina/yoduro de propidio para analizar la viabilidad celular en
la linea celular DAOY. G418 corresponde a un antibiético utilizado como estimulo de muerte

celular. Al comparar el panel superior (con IFN-y) con el panel inferior (100 ng/mL de IFN-
y) se pudo determinar que el IFN-y no impacta sobre la viabilidad en células DAQY.

Hasta este punto se ha visto que en la linea celular de MB DAQY, los niveles de
ISG15 estan disminuidos, pero su expresion puede ser inducida tras el estimulo con
IFN-y, lo que no afecta la viabilidad ni la migracién celular. Lo siguiente fue
sobreexpresar a ISG15 para determinar mediante ensayos funcionales que efecto
tienen los cambios en sus niveles en el MB.

Sobreexpresion de ISG15 en la linea celular DAQOY
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Mediante el uso de un plasmido se logro la sobreexpresion de ISG15, para ellos se
transfectaron células DAOY de MB y los niveles de ISG15 se analizaron en extractos
proteicos totales mediante electroforesis SDS-PAGE y por WB (figura 28). Los
resultados muestran que tras la sobreexpresion de ISG15, hay un incremento del
perfil de ISGilacion en las células DAQOY, que es directamente proporcional al
incremento de la concentracion de plasmido transfectado.

Una vez corroborado que las células DAOY sobreexpresaban a ISG15 se procedio
a realizar ensayos funcionales, para la viabilidad se utiliz6 nuevamente la técnica
de calceina-yoduro de propidio (figura 29), y para evaluar la migracion celular se
utilizé la técnica de cierre de herida (figura 30), obteniendo como resultado que la
sobreexpresion de ISG15 no afecta la viabilidad ni la migracion celular, bajo las

condiciones analizadas.
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Figura 28: Inmunoblot de la sobreexpresion de ISG15 en la linea celular DAOY, a
concentraciones crecientes del plasmido de 1SG15 podemos ver un incremento de la

ISGilacién de proteinas.
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Control

Figura 29: Ensayo calceina-yoduro de propidio de la linea celular DAOY en una

condicion control y con la sobreexpresion de ISG15.

CONTROL ISG15

Figura 30: Ensayo de cierre de herida, en lalinea celular de Meduloblastoma DAOY

en dos condiciones el primer panel corresponde a una condicion normal y el
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segundo con sobreexpresion de ISG15 y podemos observar no afectd la migracién

celular.

DISCUSION

El MB es un tumor pediatrico altamente agresivo que hasta la fecha ha sido poco
estudiado a nivel molecular en comparacion con otros tumores. Una de las vias que
no ha sido estudiada en este tipo de tumores es la via de sefializacion del IFN-y y
el proceso de ISGilacion. Estas vias si han sido evaluadas previamente en tumores
de cerebro grado 4 que se presentan en adultos mayores, del tipo glioblastoma. En
este escenario, los niveles de expresion de los elementos de la via del IFN-y
(IFNGR1, IFNGR2,JAK1,JAK2,STAT1) estan incrementados, las enzimas del
sistema de ISGilacion (UBA1L,UBCH8,TRIM25HERC5,HHARI) también se
encuentran incrementadas respecto a una condicién normal, altos niveles de ISG15
se han visto relacionados con una menor supervivencia en los pacientes con GBM,
lo que sugiere que ISG15 tiene una funcion pro-tumoral en el GBM. Tanto la via del
IFN-y como de ISG15 parecen tener una funcion dual dependiente del tipo de
cancer, y en el contexto del MB aun no se habian explorado. De acuerdo con los
analisis en el presente trabajo, la expresion de los elementos que permiten la
transduccion de sefales de la via del IFN-y se encuentran incrementados en MB de
igual forma con lo reportado en GBM (Zamora-Salas et al., 2024). En MB hay una
expresion diferencial de ISG15 y de las enzimas del sistema de ISGilacion, es decir,
ISG15 se encuentra disminuido respecto a una condicién normal, no obstante, la
enzima E3 HHARI se encuentra incrementada y la enzima E3 HERCS5 se encuentra
disminuida, los demas elementos no presentaron diferencia estadisticamente
significativa, esto es diferente con lo reportado en GBM, en donde todos los
elementos de ISG15/ISGilacion estan incrementados. Estos resultados indican que
la via de sefalizacion del IFN-y podria ser similar en ambos tipos de tumores del
SNC, pero las acciones moleculares de ISG15, podrian tener un comportamiento
diferente en el caso de MB. Dado que los niveles de ISG15 se encuentran

disminuidos en estos tumores sus funciones podrian estar asociadas con una
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actividad antitumoral en este tipo de tumor pediatrico, de manera interesante la
expresion de ISG15 fue menor en MB en comparacién con otros tumores
pediatricos. Ademas, la E3 ligasa HHARI podria ser la principal enzima responsable
de la ISGilacion en MB y tener implicaciones en la respuesta a diversos
quimioterapéuticos entre ellos cisplatino (Dong et al., 2009), pero mas estudios son
requeridos; en contraste con lo reportado en otros tumores que son dependientes
de HERCS5. La enzima E3 ligasa es de suma importancia, ya que esta determina la
especificidad de la proteina diana, lo cual resulta interesante ya que actualmente
solo se conoce un blanco de la E3 ligasa incrementada en MB (F. Okumura et al.,

2007), pero mas estudios moleculares son necesarios.

El MB es altamente heterogéneo de tal manera que se tienen diferentes subgrupos
(SHH, WNT, G3 y G4) con distintas caracteristicas moleculares. En este trabajo se
explorod si la expresion de ISG15 y los elementos del sistema de 1SGilacién podrian
variar dependiendo del subgrupo de MB y se encontré que la expresion de ISG15
es similar en los diferentes subgrupos moleculares, al igual que el de las enzimas
del sistema de ISGilacion, y es importante notar que el comportamiento de la E3
ligasa HHAR1 también se encuentra incrementada en todos los subgrupos. No
obstante, la expresion de ISG15 parece estar asociada con la supervivencia en los
pacientes en cada subgrupo de MB. Se encontré que los pacientes del subgrupo
G3, los cuales presentan una mayor expresion de MYC, y los del subgrupo G4, los
cuales tienen incrementados los niveles de expresiéon de N-MYC, cuando presentan
una mayor expresion de ISG15 ocurre que el tiempo de sobrevida también es
incremento, es decir, ISG15 podria tener una funcion antitumoral en estos
subgrupos de MB. Sin embargo, para el subgrupo SHH, que presenta un incremento
en la transcripcion de genes asociados a gliomas por la desregulacion de la via
SHH, se observé que cuando los pacientes tienen un incremento en la expresion de
ISG15 el prondstico es desfavorable, sugiriendo una funcion protumoral de ISG15.
El subgrupo WNT no resulté tener una correlacion entre ISG15 y la supervivencia
de los pacientes que fuera estadisticamente significativa. Estos datos nos indican

que ISG15 podria ser un marcador pronéstico en el MB-SHH, dado que un
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incremento en los valores de su expresion puede definir una progresién de este tipo
de cancer. Este comportamiento que se observé podria deberse a la comunicacion
cruzada con las vias moleculares afectadas en cada subgrupo (via SHH,WNT),
pues la comunicacion celular es distinta entre ellos. Estos datos requieren una
mayor investigacion de ISG15 y su posible funcién en estas vias moleculares

desreguladas en cada uno de los subgrupos MB.

El andlisis de IHQ evidencié que las muestras de pacientes con MB tienen bajos
niveles de la proteina ISG15 en comparacioén con el tejido de cerebelo sano. Es
importante notar que, aunque se tuvieron 20 casos por triplicado y 3 muestras de
cerebelo sano, la informacion sobre el subgrupo molecular se desconoce por lo que
gueda pendiente evidenciar si los niveles de abundancia de ISG15 cambian
dependiendo del subgrupo de MB. A pesar de que se presentd una diversidad de
edades no eran suficientes las muestras para obtener una correlacién entre la
abundancia de ISG15 y la edad de los pacientes. Los niveles de abundancia de
ISG15 fueron mas bajos en MB respecto a otros tumores pediatricos, mismo
comportamiento observado para la expresion. Un mayor niumero de muestras de
MB y una correlaciéon con mas datos clinicos y con la expresion de ISG15 podria
ayudar a entender mejor el comportamiento de ISG15 en los diferentes subgrupos
de MB.

Actualmente sabemos que uno de los principales inductores de 1ISG15 es el IFN-y.
La induccion de 1ISG15 por IFN-y se ha demostrado en el contexto de glioblastoma
y en cancer de mama (Tecalco-Cruz et al.,, 2022; Tecalco-Cruz & Cruz-Ramos,
2018), pero no habia sido probado en el contexto del MB. La linea celular DAQY
corresponde a un modelo ampliamente utilizado para el estudio de MB y del tipo
MB-SHH, por lo que en este estudio fue utilizada para determinar la sefalizacion
del IFN-y sobre los niveles de ISG15/ISGilacion y su localizaciéon subcelular. Los
resultados evidenciaron que el IFN-y también incrementa los niveles de abundancia

proteica de ISG15 y las marcas de ISGilacién en células derivadas de MB y de
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manera interesante se observo la localizacion subcelular de 1ISG15 enriquecida en
el compartimento citoplasmatico. A diferencia de lo reportado en células de cancer
de mama, en las células de MB se observaron niveles mas altos de marcas de
ISGilacién que de ISG15 libre a las 24 h postratamiento con IFN-y y la localizacién
de ISG15 fue principalmente citoplasmética. Por lo tanto, ISG15 podria cumplir
funciones principalmente de un modificador de proteinas, a traves de la ISGilacion,
modulando la actividad de proteinas citoplasmaticas, que seria importante
identificar. A la fecha, hay un nimero reducido de proteinas que se han identificado
como blancos de ISGilacion en otros contextos celulares, por lo que es un campo
abierto de investigacion. Seria interesante ver si el perfil de ISG15/ISGilacion varia
en cada subgrupo de MB, pues cada uno de ellos presenta afectaciones en distintas

vias moleculares, dentro de las cuales ISG15 podria desempefiar un rol importante.

A pesar de que el presente estudio demostro que el IFN-y incrementa los niveles de
ISG15/ISGilacion en células de MB, las condiciones que se utlizaron de
estimulaciéon de IFN-y [100ng/mL] a las 24 h no condujeron a algiin cambio o efecto
sobre la viabilidad y migracion de estas células, con las estrategias experimentales
utilizadas para analizar la viabilidad celular por la técnica calceina/yoduro de
propidio y la migracién celular por la técnica de cierre de herida. En cuanto a la
sobreexpresiéon de ISG15 tampoco se observé un cambio significativo en la
viabilidad y la migracién celular. Sin embargo, si se observé un cambio en la
morfologia de las células, en donde las células con una sobreexpresion de 1ISG15

eran menos alargadas y mas ensanchadas a diferencia de una condicién control.

El andlisis de tiempos mas prolongados de tratamiento o concentraciones diferentes
de IFN-y podrian ser probadas para definir el efecto del IFN-y sobre los niveles de
ISG15 vy la viabilidad y capacidad de migracién de estas células de MB e incluso ver
si dentro de los subgrupos de MB hay un cambio funcional. De manera interesante,
se obtuvo un dato preliminar que sugiere que el incremento de ISG15 mediado por
IFN-y podria afectar los niveles de proteinas implicadas en la apoptosis como BAK,
la cual corresponde a una proteina pro-apoptética que se localiza en la membrana

mitocondrial. Esto quiere decir que la sobreexpresion de ISG15 podria estar
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inhibiendo los procesos de muerte celular mediados por apoptosis; este dato
también sugiere que son necesarios mas estudios sobre ISG15/ISGilaciéon y su

relacion con las rutas apoptoticas.

CONCLUSION

La via de sefializacion del IFN-y modula los niveles de abundancia proteica de
ISG15 y el perfil de ISGilacion en células DAOY de MB. Sin embargo, la viabilidad
y la migracién celular no fueron afectadas por la via del IFN-y/ISG15 bajo las

condiciones empleadas en este estudio.

En muestras de pacientes con MB, la expresion y abundancia de ISG15 se
encuentran disminuidas en comparacion con el tejido normal. Dentro de las
muestras de MB, un incremento en los niveles de ISG15 en los tumores de MB-SHH
se relaciona con una menor supervivencia de los pacientes, en comparacion con los
otros tipos de tumores de MB. Estos datos sugieren que ISG15 podria ser un

marcador prondstico de la progresion de los tumores de MB del subgrupo SHH.

PERSPECTIVAS

Analizar los niveles de abundancia proteica de ISG15 en los diferentes subgrupos
de MB y ver si hay una correlacion con las vias moleculares que estan afectadas y
si hay una relacidon con los datos clinicos. Determinar si el perfil de 1SGilacion
cambia dependiendo del subgrupo de MB y si hay una implicacion en las vias
apoptoticas. Identificar blancos de 1SGilacion en el contexto de MB.

Corroborar si en MB la abundancia de la E3 ligasa HHARI prevalece respecto a las
otras ligasas E3 y determinar si el blanco de ISGilacion conocido para esta E3 ligasa
desempefia un rol importante en MB. Determinar si existe un eje de regulacion entre
el IFN-y y la E3 ligasa HHARI o con la enzima desISGilasa USP18. Ademas, seria
importante analizar otros inductores de I1SGilacion en el contexto de MB y ver su

relacion con la resistencia a agentes usados en la quimioterapia.
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