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Resumen

TRIM25 es una proteina que pertenece a la familia de proteinas con motivos
tripartita (TRIM). Muchas de las proteinas de la familia TRIM han sido definidas
como ligasas E3 de ubiquitina por contener un dominio RING. Especificamente,
TRIM25, ademas de actuar como ligasa E3 de ubiquitina, participa como ligasa E3
de ISG15 en una modificacion postraduccional conocida como ISGilacion. Incluso,
se ha propuesto que TRIM25 puede asociarse con el DNA y RNA y asi, modular la
expresion génica de sus blancos a nivel transcripcional y postranscripcional.
Diversos estudios sefialan que la desregulacion de TRIM25 se ve involucrada en
algunos tipos de cancer, dando origen a un pronostico desfavorable. En este
proyecto analizamos la expresion y abundancia de TRIM25 en lineas celulares y
muestras de pacientes con glioblastoma. También se investigé6 mediante analisis in
silico la relacién de la expresion de TRIM25 con el tiempo de supervivencia en
muestras de pacientes con glioblastoma. Ademas, en un microarreglo de tejido
tumoral humano con muestras de glioblastoma y tejido cerebral sano, detectamos
la proteina TRIM25 con la técnica de inmunohistoquimica. Mediante un analisis
predictivo y de enriquecimiento subcelular, identificamos que TRIM25 se localiza
principalmente en el ndcleo. Ademas, con la técnica de silenciamiento génico
mediante RNAs de interferencia, evaluamos su efecto sobre el perfil
ISG15/ISGilacion y sobre la expresion de genes asociados al cancer en células
derivadas de glioblastoma; observamos una mayor expresion y niveles de TRIM25
en muestras de pacientes con glioblastoma con respecto a su tejido control, lo cual
se correlaciona con un menor tiempo de sobrevida de los pacientes. Ademas,
nuestros resultados sugieren que TRIM25 modula la expresion de genes asociados
a mecanismos de evasién de la apoptosis y la respuesta inmune en el contexto de
glioblastoma. La disminucién de los niveles de la proteina TRIM25 nos permitié
detectar mayores niveles de ISG15 libre. En conclusion, con estos hallazgos
proponemos que TRIM25 puede considerarse un potencial biomarcador molecular
atil para el prognostico de pacientes con glioblastoma.
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Abstract

TRIM25 is a protein that belongs to the tripartite motif (TRIM) family protein. Most of
the TRIM protein family are described as E3 ubiquitin ligases through it’'s RING
domain. Particularly, TRIM25, in addition to acting as a E3 ubiquitin ligase,
participates as an E3 ligase of ISG15 in a post-translational modification known as
ISGylation. Additionally, it has even been proposed that TRIM25 can associate with
DNA and RNA, and thus modulate the gene expression at the transcriptional and
post-transcriptional levels. Several studies indicate that TRIM25 deregulation is
involved in some types of cancer, giving rise to an unfavorable prognosis. In this
work, we analyzed TRIM25 expression and abundance in human cell lines and
tissue samples from patients with glioblastoma versus normal tissue. We
investigated by in silico analysis the relationship of TRIM25 expression with survival
time in samples derived glioblastoma patients. Using a microarray of tumor tissue,
with glioblastoma samples and healthy brain tissue, we detected the TRIM25 protein
with the immunohistochemistry technique. Through predictive and subcellular
enrichment analysis, we identified the subcellular localization of TRIM25. We
detected that TRIM25 is mainly localized in the nucleus. In addition, using RNA
interference as gene silencing technique, we evaluated the effect on the
ISG15/ISGylation profile and on the expression of cancer-associated genes in
glioblastoma-derived cells. We identified higher expression and levels of TRIM25 in
glioblastoma patient samples relative to their control tissue, which correlates with
shorter patient survival time. Furthermore, our results suggest that TRIM25
modulates the expression of genes associated with apoptosis evasion mechanisms
and immune response in the context of glioblastoma. We observed that decreased
TRIM25 protein levels allowed us to detect higher levels of free ISG15. In conclusion,
with these findings we propose that TRIM25 can be considered a potential useful

molecular biomarker in glioblastoma.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes generales

1.1.1 Sistema nervioso Central

Los 6rganos en un ser vivo, asi como los aparatos y sistemas, se comunican entre
si y envian toda la informaciéon a un centro regulador o maquinaria: el sistema
nervioso. El sistema nervioso, monitorea y responde a los cambios internos y
externos del ambiente. Ademas, es el responsable de la percepcion, el
comportamiento y la memoria.

El sistema nervioso inerva todo el cuerpo, permitiendo no solo funciones como el
movimiento y la sensacion, sino también inervando nichos de células madre
tisulares para regular el desarrollo, la homeostasis y la regeneracién de diversos
organos y tejidos (Hanahan y Monje, 2023). El sistema nervioso se compone del
encéfalo, érgano localizado dentro de la cabeza, que en adultos presenta seis
divisiones principales: el bulbo raquideo, la protuberancia, mesencéfalo, cerebelo,
diencéfalo y cerebro. Seguido del encéfalo, se encuentra la médula espinal,
encargada de transportar informacion sensorial en forma de impulsos nerviosos al
cerebro y respuestas motoras lejos del cerebro.

A grandes rasgos, el encéfalo y la médula espinal, componen al sistema nervioso
central (SNC). Todo el tejido nervioso fuera del SNC compone al sistema nervioso
periférico (SNP), aunque el sistema nervioso tiene varias subdivisiones. Por
ejemplo; el sistema nervioso somatico, compuesto de nervios sensoriales y motores,
también conocidos como nervios aferentes y eferentes; el sistema nervioso
auténomo, dividido en nervios simpaticos y parasimpaticos y el sistema entérico; el
cual es el sistema nervioso intrinseco del tracto gastrointestinal (Farley et al., 2014).
En particular, el SNC es un complejo sistema organico, formado por millones de
neuronas que establecen comunicacion entre ellas; mediante un proceso llamado
sinapsis. Es capaz de recibir, retener, recordar y analizar informacién compleja y
remodelarse en respuesta a diversos estimulos (Shrestha et al., 2014). Sin
embargo, aunque las neuronas sean las células mas representativas del sistema

nervioso, no son las Unicas, ni las mas abundantes. Las células gliales o neuroglia,
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son células de apoyo fundamentales para la formacion y el funcionamiento del SNC.
Mediante el empleo de un fraccionador isotropico se evidencié que la proporcion
entre células gliales y neuronas en todo el cerebro humano es de 1:1 (Von Bartheld
et al., 2016). Las células gliales influyen en el desarrollo del sistema nervioso, desde
el nacimiento neuronal, la migracion, la especificacion y el crecimiento de los
axones, hasta el ensamblaje de los circuitos y la sinaptogénesis. A medida que
maduran los circuitos neuronales, las distintas glias desempefian funciones claves
en la comunicacion sinaptica, la plasticidad, la homeostasis y la actividad a nivel de
red, mediante la vigilancia dinamica, la alteracion de la estructura y la funcién del
SNC (Allen y Lyons, 2018).

La funcion neuronal, depende del trabajo en conjunto con las células gliales, pero,
ademas requiere de una regulacion estricta del microambiente del SNC. En este
sentido, la barrera hematoencefalica (BHE) es necesaria para el control de la
homeostasis en el SNC. La BHE es una barrera celular semipermeable que separa
al SNC del resto del organismo, esta ubicada en la interfaz entre la sangre y el tejido
cerebral. La unidad conocida como “unidad neurovascular’ (NVU) de la BHE esta
compuesta de endotelio microvascular, astrocitos, membrana basal y pericitos
(Shrestha et al., 2014). Debido, fundamentalmente a la BHE, es que se creyo
durante muchos afios, que el SNC era una zona inmunoloégicamente privilegiada. Si
bien, es cierto que el SNC presenta una inmunidad especifica regulada por la BHE,
permite la comunicacion con el sistema inmunitario periférico (Daubon et al., 2020).
Por lo tanto, la homeostasis del SNC depende en gran medida del equilibrio de la

inmunidad innata (Yang y Zhou, 2019).

1.1.2 Celulas del Sistema Nervioso Central
Las células que componen al cerebro y al SNC se definen por su ubicacion, funcion
0 caracteristicas moleculares. Se han descrito cinco clases de células cerebrales:
neuronas, celulas endoteliales y tres tipos de células gliales: astrocitos,
oligodendrocitos y microglia (Daubon et al., 2020). Las proporciones relativas de las
células gliales en el cerebro varian segun la regién, la fase de desarrollo y la

especie; sin embargo, se considera que el cerebro humano esta compuesto por un
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20% de astrocitos, un 25% de oligodendrocitos y de un 5 a 15% de microglia (Allen
y Lyons, 2018).

En general, las células gliales son las mas abundantes y se distribuyen ampliamente
en el SNC; interactian con las neuronas y las células inmunitarias, asi como con
los vasos sanguineos (Yangy Zhou, 2019). En esencia, los astrocitos, la microglia

y los oligodendrocitos conforman la glia o neuroglia (Figura 1).

neurona
— astrocito
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vaina de ,
mielina a =N
Wi oligodendrocito

)

microglia +—;
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Figura 1. Células del sistema nervioso central. Las neuronas (color amarillo) son células excitables
capaces de transmitir y recibir impulsos eléctricos y quimicos, a través de potenciales de accion.
Ellas sonlas responsables de la sinapsis cerebral. El oligodendrocito (color rosa) es la célula
responsable de producir la vaina de mielina, cuya principal funcién es proteger los axones
neuronales. Los astrocitos (color azul) son células encargadas de mantener la homeostasis en el

cerebro. La microglia (color rojo), son las células encargadas de la respuesta inmune en el SNC.

Los astrocitos son células con forma de estrella que participan en multiples procesos
gue interactian con los demas tipos celulares del SNC (Allen y Lyons, 2018). Son
de las células gliales mas abundantes del SNC y se caracterizan por controlar el
metabolismo de las neuronas, manteniendo contacto con ellas y con los vasos
capilares, son importantes reguladores de iones y neurotransmisores en el entorno
del SNC (Yang y Zhou, 2019). Los astrocitos producen factores involucrados en la

sinapsis, o mejor conocidos como “factores sinaptogénicos”, (por ejemplo,
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trombospondina y glicanos) que promueven la formacion de sinapsis entre neuronas
y, por tanto, desempefian un papel clave en el neurodesarrollo, ademas de secretar
factores que participan en la modulacién como glutamato, ATP y D-serina (Pan y
Monje, 2022).

El origen de la microglia es a partir de células precursoras mieloides, por lo que se
les considera como las células inmunitarias residentes en el SNC y son mas
conocidas como los macréfagos residentes del cerebro (Allen y Lyons, 2018). Los
procesos microgliales son muy activos, siempre se activan antes que otras células
gliales bajo estimulos peligrosos o estados patologicos del SNC. Exploran
continuamente el microentorno del parénquima, incluso, en estado de reposo (Yang
y Zhou, 2019). Ademas, con el paso de los afios se han evidenciado sus funciones
durante diferentes etapas del desarrollo y la actividad del sistema nervioso. Durante
el desarrollo neurolégico, la microglia forma uniones entre neuronas para lograr
conexiones sinapticas precisas, por lo tanto, regula su actividad (Pan y Monje,
2022).

Finalmente, los oligodendrocitos son generados por las células precursoras de
oligodendrocitos (OPC). Una vez, que los oligodendrocitos han alcanzado su
maduracién, producen vainas de mielina que aceleran la conduccion de impulsos
nerviosos y proporcionan apoyo metabdlico a los axones (Allen y Lyons, 2018). La
funcién de la mielina es permitir la maxima velocidad de conduccion y reducir el
consumo de energia axonal (Stadelmann et al., 2019). La funcion del circuito
neuronal depende de la mielinizacion, se ha demostrado que cambios en los perfiles
de mielina pueden alterar la dinamica de dicho circuito e incluso el aprendizaje de
ciertas tareas (por ejemplo, practicar piano, aprender a hacer malabares y entrenar
la memoria de trabajo) (Pan y Monje, 2022). Ademas, se caracterizan por ser células
con altos requerimientos metabdlicos (Yang y Zhou, 2019). Por lo tanto, los
oligodendrocitos forman parte de una vasta red de células gliales y neuronales
interconectadas, en la que los oligodendrocitos proporcionan activamente apoyo
metabodlico a las neuronas, regulan la homeostasis de los iones y el agua y se
adaptan a las sefales neuronales dependientes de la actividad (Stadelmann et al.,
2019).
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Con base a ensayos experimentales, en donde se observaron células marcadas
empleando anticuerpos dirigidos el proteoglicano de condroitina sulfato NG2. Se
propuso que existe un cuarto tipo de célula glial del SNC, nombrandolas como
células gliales neurona-glia antigeno-2 (NG2) o células precursoras de
oligodendrocitos (OPC). Con caracteristicas diferentes a las de los astrocitos, los
oligodendrocitos o la microglia. (Peters, 2004).

Es importante enfatizar, que las células gliales son capaces de establecer
comunicaciones glia-glia, célula-glia y glia-neurona mediante diversas moléculas:
los gliotransmisores, algunos de ellos son: el ATP, el glutamato, el éxido nitrico (NO)
y la D-serina (Yang y Zhou, 2019). Estas interacciones controlan la estructura y
funcion cerebral mediante la sefalizacion eléctrica, el revestimiento axonal, la
regulacion del flujo sanguineo, el acoplamiento metabdlico y la vigilancia inmune
(Daubon et al., 2020).

1.1.3 Células gliales en la neuroinflamacién y el cancer.

Han sido observados diversos cambios en el fenotipo y funciones de las células
gliales segun el microentorno y escenario patolégico. Las células gliales, al igual
gue las células inmunitarias, pueden actuar como células protectoras o cambiar su
fenotipo y promover la progresiéon de la enfermedad segun su progreso y su entorno.
En este sentido, la neuroinflamacion es una de las patologias mas comunes en
enfermedades del SNC y resulta de la cooperacion de varios tipos de células gliales
y de células inmunes periféricas. Diferentes grupos de células gliales trabajan en
conjunto, se comunican entre si y estan bien organizados para mantener la
homeostasis y modular las respuestas inmunes caracteristicas del SNC (Yang y
Zhou, 2019).

En el contexto del cancer cerebral o tumores del SNC, muchas de las células
presentan perfiles transcriptomicos similares a los de las células macrogliales
(oligodendrocitos y astrocitos) y de sus progenitores, por lo que es probable que las
interacciones neurona-glia existentes se modifiquen, para favorecer la patogénesis
tumoral. Por ejemplo, algunos estudios sugieren que las OPC son el origen de

multiples formas de gliomas (Pan y Monje, 2022).
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Por otro lado, como se menciond anteriormente, la unidad neurovascular (NVU) es
una unidad fisiologica funcional que regula la perfusion cerebral y protege de
posibles patdégenos o toxinas presentes en la sangre. Se ha evidenciado que la NVU
se altera significativamente en tumores malignos del SNC, especialmente en
glioblastoma (GB) (Daubon et al., 2020).

Particularmente, los astrocitos desarrollan cambios morfolégicos, moleculares y/o
funcionales en respuesta a varias condiciones patoldgicas, a estos astrocitos, se les
denomina “astrocitos reactivos”. Mdltiples estados de astrocitos reactivos han sido
identificados como contribuidores de la progresibn de un amplio rango de
desérdenes del SNC. En glioma, algunas células tumorales adquieren firmas de
expresion genética similares a las de los astrocitos. Las células de glioma, también
producen factores sinaptogénicos, que aumentan la excitabilidad neuronal y alteran
las redes neuronales locales. De manera interesante, se ha visto que las células de
glioblastoma secretan glutamato para inducir la hiperexcitabilidad neuronal y la
actividad epiléptica, que es una comorbilidad comin asociada a los tumores
cerebrales (Pan y Monje, 2022).

Por su parte, la microglia, también adopta un fenotipo reactivo asociado a los
tumores, adquiriendo una morfologia ameboide. En los tumores cerebrales, tanto la
microglia como los macréfagos representan una gran parte de las células asociadas
al tumor. El nimero y el fenotipo molecular de la microglia y los macrofagos
asociados a tumores (TAM) pueden verse influidos por la edad, la localizacién
cerebral, el tipo y/o subtipo de tumor y el sexo (Pan y Monje, 2022).

Defectos en los oligodendrocitos conducen a defectos en la mielinizacion, y, debido
a su importante papel en la fisiologia del SNC en mamiferos, suelen desencadenar
patologias neuroldgicas graves (Stadelmann et al., 2019).

1.1.4 Cancery tumores del Sistema Nervioso Central
El cancer es una patologia megadiversa y compleja, que dificiimente se puede
conceptualizar. Sin embargo, después de una extensa revisibn y constante
actualizacion, Hanahan y Weinberg propusieron que el cancer se puede describir

por ciertas caracteristicas distintivas o sellos del cancer. En los primeros estudios
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se identificaron 6 sellos del cancer, los cuales comprenden capacidades bioldgicas
adquiridas durante su desarrollo, como: 1) el mantenimiento de la sefalizacion
proliferativa que ocasiona una proliferacion crénica; 2) la evasion de supresores del
crecimiento, de lo que se han identificado multiples genes conocidos como
supresores de tumores, inactivos en el tumor, como los genes que codifican a las
proteinas RB (asociada a retinoblastoma) y TP53; 3) la resistencia a la muerte
celular; 4) la inmortalidad replicativa, 5) la induccién de la angiogénesis y 6) la
activacion de la invasion y la metéstasis (Hanahan y Weinberg, 2000).

Afos mas tarde se afadieron dos caracteristicas habilitantes: anomalias del estado
neoplasico; que contribuyen a la adquisicion de capacidades distintivas y el
desarrollo de inestabilidad gendmica de las células cancerosas y la promocién de
un microambiente tumoral; asi como dos caracteristicas distintivas: la programacién
del metabolismo energético y la evasion de la destruccion inmunitaria (Hanahan
Weinberg, 2011).

Finalmente, en el afio 2022 Douglas Hanahan afiade otras 4 caracteristicas
importantes en el cancer. Primero sefiala que durante la formacion de los érganos
existe una diferenciacion final, mediante la cual, las células progenitoras dejan de
crecer, es decir, tiene como resultado final la antiproliferacién, entonces, la
alteracion de esta plasticidad fenotipica y la diferenciacién es un componente critico
de la patogénesis del cancer. Segundo, ademas de la inestabilidad y mutacién del
genoma que tiene como consecuencia una expresion génica desregulada cada vez
con mayor asociacion al desarrollo y progresion del cancer, se propone una
evolucion del cancer sin mutaciones y una reprogramacion epigenética de los
fenotipos caracteristicos del cancer. Tercero; los microbiomas polimérficos
constituyen caracteristicas habilitadoras distintivas que facilitan la adquisicion de
capacidades distintivas. Cuarto y ultimo, se identificé que las células senescentes
estimulan de diversas formas el desarrollo tumoral y la progresion maligna
(Hanahan, 2022) (Figura 2).
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Figura 2. Sellos distintivos del cancer. A la izquierda se presentan los sellos distintivos del cancer
hasta el 2011. A la derecha se sefialan las 4 capacidades distintivas y las caracteristicas

habilitadoras sefialadas por Hanahan en el 2022. Figura modificada de (Hanahan, 2022).

Hasta hace poco, el papel de los nervios periféricos en la tumorigénesis estaba poco
estudiado porque se pensaba que desempefiaban sé6lo un papel pasivo.
Actualmente se ha sefialado que los nervios periféricos son una parte del
microambiente tumoral (TME) porque penetran todos los tejidos y los conectan con
el SNC, pueden estimular el crecimiento del cancer mediante la liberacion de
neurotransmisores (NT) y neuropéptidos que actian sobre los receptores
2022).

Particularmente, la actividad neuronal en el TME del cerebro promueve el sello

expresados por células cancerosas (Belotti et al.,

distintivo de sostener la sefializacion proliferativa, a través de mecanismos de
sefializacion paracrinos que activan vias oncogénicas, asi como a través de la
sefalizacion sinaptica de neurona a cancer. Las interacciones del sistema nervioso
con canceres fuera del SNC también promueven la sefializacion proliferativa. En
SNC,

sefalizacion proliferativa a través de mitdbgenos paracrinos liberados tanto de las

ciertos tumores del la actividad neuronal glutamatérgica impulsa la
neuronas como de otras células estromales de una manera dependiente de la
actividad neuronal (Hanahan y Monje, 2023).

Los tumores del SNC comprenden a los tumores cerebrales, los cuales, en general
son poco frecuentes, pero muchos de ellos causan una morbilidad y mortalidad

significativa debido a la elevada tasa de recurrencia del tumor, a su naturaleza
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incurable, rdpida progresion y que, ademas, en la mayoria de los casos, ocurren en
individuos sin un sindrome de cancer conocido o antecedentes familiares de
tumores cerebrales y del SNC (Ostrom et al., 2021). La patogénesis de los tumores
cerebrales depende tanto de programas oncogénicos intrinsecos al tumor como de
factores extrinsecos del microentorno, incluidas las neuronas y las células gliales
(Pany Monje, 2022).

Aunque los tumores cerebrales y del SNC estan sujetos a la biologia Unica del
cerebro y su microambiente, son padecimientos heterogéneos, lo cual representa
un desafio para el diagnéstico temprano y el desarrollo de tratamientos.

Los tumores de cerebro mas agresivos son mas frecuentes en adultos mayores de
40 afios (Ostrom et al.,, 2021). Estos tumores tienen la particularidad de ser
complejos desde el punto de vista histologico, y en cuanto a los sintomas, el
diagndstico se ve dificultado por la inespecificidad de los mismos; sin embargo,
algunos signos incluyen al deterioro fisico y cognitivo, dificultad de comunicacion,
cefaleas exacerbadas, vomitos, alteraciones visuales, debilidad, cambios de
personalidad y convulsiones focales o generalizadas (McKinnon et al., 2021).

Si bien, se han propuesto varios factores de riesgo que han sido asociados a los
tumores cerebrales y a otros tumores del SNC, a la fecha, no se ha encontrado
ningun factor de riesgo que represente una gran proporcion de los casos (Ostrom
et al., 2021).

1.1.5 Clasificacion de tumores del SNC
De acuerdo a la quinta edicion de la OMS para la clasificacion de tumores del SNC
publicada en 2021 (Louis et al., 2021), los tumores cerebrales y otros tumores del
SNC se han clasificado segun sus cambios genéticos, lo que permite un diagndéstico
completo, por asociaciones oncogénicas, por similitudes histolégicas e
histogenéticas y por caracteristicas moleculares, considerando la localizacion y la

edad. En la tabla 1 se presentan los principales grupos de esta clasificacion.
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Tabla 1. Clasificacion de los tipos de tumores del sistema nervioso central (Louis et

al., 2021).

Clasificacion de tumores del SNC

Ejemplos

Gliomas, tumores glioneuronales y
tumores neurales.
Tumores del plexo coroideo.
Tumores embrionarios.
Tumores pineales.
Tumores de los nervios craneales y
paraespinales.
Meningiomas.

Tumores mesenguimales y no
mesenquimales.
Tumores melanociticos.
Tumores hematolinfoides como los
linfomas.

Tumores de células germinales.
Tumores de la region selar.
Metastasis al SNC.

Glioblastoma, glioma coroideo,
ependimoma.
Carcinoma del plexo coroideo.
Meduloblastoma.

Pineocitoma.
Neurofibroma.

Meningioma.
Hemangioblastoma, sarcoma de
Ewing, condrosarcoma.

Melanocitoma meningeo.
Linfoma, sarcoma histiocitico.

Germinoma.
Blastoma pituitario.

Metéstasis al cerebro.

De acuerdo a su histologia y clinicopatologia, los tumores cerebrales se clasifican
en grados. De manera general, entre mayor sea el grado del glioma, mayor sera la
agresividad e invasion del cancer. Los tumores de grado | segun la OMS eran
curables si podian extirparse quirdrgicamente; en el otro extremo, los tumores de
grado IV segun la OMS eran muy malignos y provocaban la muerte en periodos de
tiempo relativamente cortos en ausencia de un tratamiento eficaz (Louis et al., 2021,
2016).

Los canceres cerebrales son enfermedades devastadoras, en donde los
mecanismos de desarrollo y plasticidad del cerebro sano se ven alterados (Pan y
Monje, 2022). Los gliomas se infiltran ampliamente en el cerebro y la médula
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espinal, pero su crecimiento fuera del SNC es extremadamente raro. La progresion
del glioma esta regulada no sélo por mecanismos intrinsecos de la célula, sino

también por importantes dependencias microambientales (Venkatesh et al., 2019).

1.1.6 Glioblastoma

El glioblastoma es el Gnico tumor de grado IV (Louis et al.,, 2021, 2016). En
particular, los gliomas de alto grado son canceres cerebrales letales cuya progresion
esta fuertemente regulada por la actividad neuronal y son la principal causa de
muerte por cancer del SNC (Venkatesh et al., 2019).

El glioblastoma se caracteriza por estar altamente vascularizado, con vasos
sanguineos densos, tortuosos y permeables, ademas presenta hipoxia y necrosis.
Derivan principalmente de células troncales neurales, que se diferencian en linajes
astrociticos o neuronales. Este tipo de cancer es uno de los mas mortiferos en
humanos, con una supervivencia media de <15 meses tras el diagnéstico (Daubon
et al., 2020).

Dentro de la clasificacion de los gliomas, tumores glioneuronales y tumores
neurales, los gliomas difusos de tipo adulto se dividen en tres subtipos: astrocitoma,
con la mutacién de la enzima isocitrato deshidrogenasa (IDH) grado I, 1l o 1V;
oligodendroglioma, con la mutacién de la IDH de grado Il o IV; y glioblastoma tipo
IDH silvestre.

La codelecion de 1p/19g esta asociada con la mutacion de IDH y con la
subclasificacion molecular de gliomas en grados Il y lll. Mientras que el fenotipo IDH
silvestre se correlaciona con el subtipo molecular grado IV. De todos los gliomas, el
glioblastoma es el unico considerado de grado IV. Por lo tanto, el glioma difuso de
tipo adulto es el mas agresivo, ademas de ser el tumor maligno primario mas
frecuente del SNC que se origina a partir de células gliales (Horbinski et al., 2023).
La OMS incorpora tres parametros genéticos como criterios para el diagnostico del
glioblastoma: la mutaciéon del promotor del gen TERT, la amplificacion del gen
EGFR, asi como la ganancia combinada de todo el cromosoma 7 y la pérdida de
todo el cromosoma 10 [+7/-10] ] (Louis et al., 2021).
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Los signos y sintomas que presentan los pacientes con glioblastoma son muy
similares a los que se observan en pacientes con otro tipo de tumores cerebrales,
tales como el dolor de cabeza, el cudl varia segun la ubicacion, tamafo y tasa de
crecimiento del tumor, un déficit motriz, epilepsia, confusion, déficit visual o dificultad
al hablar; por mencionar algunos. La enfermedad evoluciona rapidamente
ocasionando un deterioro neurologico, cognitivo y fisico del paciente;
aproximadamente la mitad de los individuos una vez diagnosticados, tienen que ser
atendidos de emergencia en un hospital (McKinnon et al., 2021).

El tratamiento de este tipo de céncer consiste principalmente en la reseccion
quirdrgica, la radioterapia y la quimioterapia. Los individuos con glioblastoma son
tratados con el régimen STUPP estandarizado: cirugia mas quimioterapia
adyuvante basada en temozolomida (agente alquilante) y radioterapia (Zhao et al.,
2022). La principal causa de la eficacia limitada de los tratamientos actuales y de la
recurrencia del tumor esta asociada con la infiltracion de células de GB en el tejido
cerebral circundante. En un estudio realizado para identificar si la desregulacion de
los receptores de neurotransmisores clasicos (dopamina, serotonina, acido gamma
amino butirico, glutamato, acetilcolina, epinefrina y norepinefrina) podria
desempenfiar un papel en la progresion, se confirmé que los neurotransmisores y
sus receptores tienen un papel importante en la progresion y supervivencia de los
tumores (Belotti et al., 2022).

La resistencia de los tratamientos, la recurrencia y el estado avanzado del GB
conlleva a que el tiempo de vida de los pacientes se extienda a 15 meses después

del diagnéstico, en la mayoria de los casos.

1.2 Antecedentes particulares

1.2.1 Superfamilia de proteinas TRIM
La superfamilia de proteinas con motivo tripartita (TRIM) (ver Figura 3) se
caracteriza por presentar en el extremo N-terminal una region conservada
compuesta por tres dominios: el dominio RING, el dominio B boxy el dominio hélice
superenrollada ( CC: coiled coil por sus siglas en inglés) (Wang y Ning, 2021) . El

27



dominio RING (Really Interesting New Gen por sus siglas en inglés) que contiene
un motivo de dedo de zinc que comprende residuos de cisteina e histidina que se
unen a dos atomos de zinc, cruciales para reclutar a las enzimas E2 conjugadoras
de ubiquitina cargadas de ubiquitina confiriendo la actividad de E3 ligasa de
ubiquitina (Li et al., 2014).

La mayoria de las proteinas TRIM pueden conjugar a proteinas blanco especificas
con una o mas moléculas de ubiquitina, mediante una modificacion postraduccional
(PTM) conocida como ubiquitinacién, mediada por tres enzimas; la enzima
activadora E1, la enzima conjugadora E2 y la ligasa E3 (Wang y Ning, 2021), dicha
PTM esté involucrada en la degradacién proteosomal del sustrato, en la modulacion
de la actividad del sustrato, su localizacion subcelular o su capacidad para
interactuar con otras proteinas (van Gent et al., 2018). El dominio RING también ha
sido descrito como responsable de catalizar la conjugacién de proteinas similares a
la ubiquitina, como ISG15 (por su nombre en inglés, interferon-stimulated gene 15)
o SUMO, en las reacciones de ISGilacion y SUMOilacion, respectivamente; estas
PTMs estan involucradas en endocitosis, el trafico de vesiculas, la respuesta
inmunitaria y la inflamacién, la respuesta al dafio del DNA, la autofagia y la muerte
celular, ademas de estar involucradas en la actividad antiviral descrita para las
proteinas de esta familia (van Gent et al., 2018).

El segundo dominio conservado puede estar compuesto de una o dos cajas B, Bl
y B2 (Li et al., 2014), estas cajas B contienen motivos de union a zinc; sin embargo,
su funcién aun no ha sido del todo descrita, pero se ha demostrado que modulan el
autoensamblaje de orden superior, su actividad E3-ligasa e incluso las interacciones
con otras proteinas (van Gent et al., 2018).

El dltimo subdominio del dominio RBCC de las proteinas TRIM es el dominio de
hélice superenrollada (CC o coiled coil), el cual, media las interacciones
homodiméricas y heterodiméricas proteina-proteina involucradas principalmente
con la actividad antiviral que poseen varias proteinas TRIM (Li et al., 2014).

La region C-terminal de las proteinas TRIM, es variable, aunque generalmente ha
sido asociada a dominios de reconocimiento de proteinas, también se ha descrito

gue puede tener actividad enzimatica o unirse a acidos nucleicos. Las proteinas
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TRIM, por tanto, se pueden clasificar en dos grandes grupos: 1 y 2, segln su
presencia en organismos vertebrados e invertebrados (Wang y Ning, 2021). Estos
grupos se pueden subdividir de acuerdo al dominio presente, por ejemplo, las
proteinas TRIM del grupo 1 existen tanto en vertebrados como en invertebrados,
algunos de los dominios que se encuentran en este grupo son los dominios: FN3
(fibronectina tipo 3), que pueden contener sitios de union para DNA y heparina; PHD
(homeodominios de plantas); y bromodominios, que reconocen residuos de lisina
acetilados o MATH (Dominios de homologia del factor asociado al receptor del factor
de necrosis tumoral). Las proteinas del grupo 2, solo se encuentran en vertebrados
y poseen un dominio SPRY o SPY-SPRY, ambos dominios tienen la capacidad de
unirse a proteinas y pueden mediar la unidon a moléculas de RNA (van Gent et al.,
2018) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de proteinas de la familia TRIM. El dominio conservado RBCC de TRIM
consta de un dominio de gen nuevo realmente interesante (RING), un dominio B-box 1 y/o B-box 2,

y un dominio en espiral (CCD), es seguido por distintos dominios C-terminales: SPRY- dominio
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asociado (PRY), SPlay el dominio del receptor de rianodina (SPRY), dominio caracteristico del
subgrupo uno C-terminal (Cos), dominio de fibronectina tipo 3 (FN3), homeodominio de planta
(PHD), bromodominio (BROMO), region rica en acido (AR), dominio de filamina, repeticiones de
NHL (NHL), dominio transmembrana (TM), dominio del factor de ribosilacion de ADP (ARF) y
dominio de homologia del factor asociado al receptor del factor de necrosis tumoral (MATH) de
meprina. Cada fila corresponde a un subgrupo de la familia de proteinas TRIM y los nimeros de la

derecha indican a diferentes proteinas TRIM. Figura tomada de (van Gent et al., 2018)

Los miembros de la familia TRIM tienen diferentes mecanismos de accion: como
enzimas que median la ubiquitinacion, como proteinas de union a RNA y como
posibles moduladoras de la transcripcion (Azuma y Inoue, 2022). Diversos autores
han sefalado que alteraciones en los genes que codifican a los miembros de esta
familia, tales como una delecién génica, traslocacion, pérdida de heterocigosidad,
sobrexpresion y la expresion disminuida, estan involucradas en diversos tipos de
cancer. Promoviendo la progresion tumoral y la metastasis, con grandes
implicaciones en la resistencia a terapia anticancerigena (Rahimi-Tesiye et al.,
2023).

1.2.2 Laproteina TRIM25

Dentro de la gran familia de proteinas TRIM, se encuentra la proteina conocida
como TRIM25 (del inglés Tripartite motif containing 25), inicialmente se identificd
mediante un microarreglo de genes sensibles al estrégeno, por lo cual también se
le llama EFP (del inglés estrogen-responsive finger protein) (Inoue et al., 1993),
tiene un peso molecular de aproximadamente 71 kDa y contiene 630 aminoacidos.
El gen que codifica para la proteina TRIM25 se encuentra en el brazo largo 22 del
cromosoma 17 y esté organizado en 9 exones (ver Figura 4A).

En condiciones fisioldgicas, TRIM25 se distribuye en mayor proporcion en placenta,
Gtero, glandula tiroides, aorta y bazo (Shimada et al., 2004). A nivel celular, se
localiza principalmente en granulos de estrés citoplasmaticos y en el nucleo celular
(Sanchez-Aparicio et al., 2017).

Las principales funciones descritas para TRIM25 incluyen su participacion en la
respuesta inmune antiviral y en la progresiéon tumoral (Zhou y Costello, 2017). Sin

embargo, diversos estudios sugieren que esta involucrada en multiples procesos
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biolégicos como la regulacion transcripcional de diversos genes, la organizacion de
la matriz extracelular y en diferentes vias de sefalizacion (Oshiumi et al., 2013).

La funcion molecular de TRIM25 mejor caracterizada es su actividad como E3 ligasa
de ubiquitina, involucrada, principalmente, en la sefializacién de RIG-I durante la
respuesta antiviral (Haubrich et al., 2020). TRIM25 media la ubiquitinacién en el
residuo K-172 de los dominios CARD de RIG-I. Asi mismo, permite la interaccion no
covalente de la cadena de poliubiquitina unida a K-63 con RIG-I, para que dicha
proteina pueda reconocer el RNA viral, interactuar con MAVS y asi activar diversas
vias de sefalizacion involucradas con la produccion de interferones (Gack et al.,
2007). No obstante, se ha identificado que TRIM25 puede fungir como molécula de
unién al RNA y DNA, y mediar procesos de interaccion proteica a través de sus
dominios estructurales.

La estructura de TRIM25 (ver Figura 4B) consta de una regién conservada en el
extremo amino terminal (N-terminal). Dicha region, presenta un dominio RING, dos
dominio B box (B1/B2) y un dominio de espiral enrollada o hélice superenrollada (C-
C); responsable de la homo- y hetero-dimerizacion (Li et al., 2014). En el extremo
carboxilo terminal (C-terminal), presenta un dominio B30.2 (SPRY/PRY) que es

responsable de las interacciones proteina-proteina (Ponting, 1997).
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Figura 4. Estructura de TRIM25. A) Esquema del Gen que codifica para TRIM25 y B) estructura de
la proteina TRIM25. (Imagen modificada de Palacios et al. 2024)

El dominio RING esta conformada por dedos de zinc rico en cisteinas (Stevens et

al., 2019) y es el responsable de la actividad enzimatica de TRIM25 como E3 ligasa

de ubiquitina. Este dominio cataliza la formacion de un enlace covalente entre el
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motivo de unidon (LRLRGG) de la ubiquitina con un residuo de lisina en la proteina
blanco. Las proteinas blanco de TRIM25, a menudo, suelen ser proteinas de union
a RNA. A la fecha, se han identificado varios sustratos para TRIM25. Algunos
autores, sugieren que la posicion del residuo de lisina ubiquitinado, determinara la
funcion de la ubiquitinacion. Por ejemplo, la poliubiquitinacion a través de la K48
promueve la degradacidon proteosomal. Mientras que la poliubiquitinacion
dependiente de K63 se ha asociado a mecanismos de estabilidad de complejos
proteicos y a cambios en la localizacion o en la actividad de los sustratos (Haubrich
et al., 2020; Koliopoulos et al., 2016).

Ademas, el dominio RING, también ha sido sefialado como responsable de su
funcién como ligasa E3 de ISG15 (Zou y Zhang, 2006). Reaccién involucrada en
una novedosa modificacién postraduccional denominada: ISGilacién, pero estas
acciones han sido escasamente estudiadas (Nakasato et al., 2006) (Figura 5).

Por otro lado, los dominios de caja B, se caracterizan por la interaccion coordinada
de uno o dos atomos de zinc con el grupo tiol de residuos de cisteina y atomos de
nitrégeno de residuos de histidina en la proteina que posee dicho dominio (Klug,
2010). Se ha sefalado que los dominios de cajas B, al poseer una estructura similar
a los dominios RING, adquieren la funcionalidad de E3 ligasa, mejorando la
redundancia de la actividad de ligasa E3 no solamente en las proteinas TRIM con
el dominio RING, sino también de otras proteinas con esta funcion (Anthony
Massiah, 2019). Particularmente, se identifico que la presencia de cajas B mejora la
actividad de TRIM25 en la formacion del complejo entre el dominio RING y una
enzima E2 cargada con ubiquitina, para llevar a cabo la transferencia de esta en la
ubiquitinacion (Koliopoulos et al., 2016). Ademés, los dominios de cajas B en
TRIM25, se han sefialado como participantes importantes en la unién al DNA (Li et
al., 2020).

El dominio de hélice superenrollada esta conformado por dos o mas cadenas a-
helicoidales (Woolfson, 2017). Diversos autores sefialan que la dimerizacion de
TRIM25 es necesaria para que sea una proteina funcional (D’Cruz et al., 2018;
Koliopoulos et al., 2016; Sanchez et al., 2016). Jacint G. Sanchez y colaboradores,

mediante analisis cristalograficos, evidenciaron que TRIM25 se dimeriza formando
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horquillas antiparalelas mediante la interaccion de los dominios hélice
superenrollada (Sanchez et al., 2014) (Figura 5).

Finalmente, el dominio SPRY-PRY localizado en el extremo C-terminal de TRIM25
actiia como un modulo de interaccion proteica (Akshay A. D’Cruz et al., 2013). Hace
algunas décadas, TRIM25 fue identificada como proteina de union a RNA (Baltz et
al., 2012; Castello et al., 2012; Kwon et al., 2013). Mas tarde, mediante ensayos de
EMSA (por sus siglas en inglés, electrophoretic mobility shift assay), se determino
que el dominio PRY-SPRY estaba directamente ligado a esta funcién (Choudhury
et al., 2017; Akshay A. D’Cruz et al., 2013) (Figura 5).

Al respecto, las funciones estructurales de TRIM25 y sus acciones biolégicas no
han sido del todo estudiadas. Se ha propuesto que los dominios de caja B, hélice
superenrollada y PRY/SPRY estan vinculados estructural y funcionalmente con el
dominio RING, llevando a cabo una funcion cooperadora (Anthony Massiah, 2019;
Choudhury et al., 2017; Koliopoulos et al., 2018; Williams et al., 2019). Ademas, se
ha propuesto, que el dominio B-box podria estar implicado en la asociacion de
TRIM25 con el DNA. Mientras, que los dominios de hélice superenrollada y
PRY/SPRY parecen ser importantes para las interacciones con el RNA (Choudhury
et al., 2020; Sanchez et al., 2016) (Figura 5).

E3-ligasa de

. . L Interaccién
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con proteinas
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ISG15

Figura 5. Funciones estructurales de la proteina TRIM25. Representacién esquematica de la
funcién asociada a cada dominio estructural de la proteina TRIM25. (Imagen modificada de
Palacios E. et al. 2024)

Las caracteristicas de TRIM25 indican que podria ser una proteina multifuncional

en diversos contextos. No obstante, su actividad como enzima E3 ligasa de
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ubiquitina (de las mas de 600 ligasas de ubiquitina E3 que existen) ha sido
mayormente descrita, principalmente en su participacion en la respuesta inmune
antiviral (Choudhury et al., 2020; Gack et al., 2007).

De manera interesante, el gen que codifica para TRIM25, también contiene la
secuencia para generar al microRNA: miR-3614-3p, el cual reprime la expresion de
TRIM25 a nivel postranscripcional al unirse a su regiéon 3’UTR (Wang et al., 2019).
Asi mismo, se han identificado algunos microRNA con capacidad de modular la
expresion de TRIM25 a nivel postranscripcional como el miR-365 descrito en el
cancer de pulmon de células no pequefias (Han et al., 2019). EIl miR-19, el miR-127-
5p y el miR-487a-3p en el contexto de carcinoma hepatocelular (J. Wang et al.,
2021; Yu y Ren, 2022; Zhang et al., 2020) (Figura 6).

" miR-365

miR-3614-3p ERa
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Figura 6. Regulacién post-transcripcional de la expresion de TRIM25. Mecanismos de regulaciéon
de expresion de TRIM25 POR miRNAs. (Imagen tomada de Palacios et al. 2024).

Ademas, mdultiples sitios de fosforilacion en la secuencia de TRIM25 han sido
sefialados. Sin embargo, hasta el momento solo se ha descrito la funcién de la
fosforilacion en el residuo de tirosina en la posicion 278 (Y278). Esta modificacion
en la secuencia de TRIM25 afecta su actividad enziméatica como E3 ligasa de
ubiquitina. También, se identificd que la cinasa de tirosinas llamada c-Src, es capaz
de inducir la fosforilacion de la Y278 en TRIM25 y que ademas el dominio
PRY/SPRY de la misma, es decisiva para el reclutamiento c-Src (Lee et al., 2018).
Mutaciones en los genes TRIM, han sido relacionados con trastornos del desarrollo,
musculares y neurolégicos (Meroni y Desagher, 2022). En el caso de TRIM25,
recientemente se describié una mutacién sin sentido en la p.C168*. Dicha mutacién,
da origen a una proteina truncada antes del dominio hélice superenrollada, teniendo
como consecuencia la pérdida de funcion (Gémez-Tortosa et al., 2023). Hasta la

fecha, es la primera variante génica en TRIM25 asociada a una patologia.
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1.2.3 ISGilacion

La ISGilacién es una modificacion postraduccional (PTM) que consiste en la unién
covalente de la proteina ISG15 a sus proteinas blanco. ISG15 es una proteina
sintetizada a partir de un gen que es inducido por interferones y que puede ser
secretada al medio extracelular o conjugarse postraduccionalmente. Tiene un peso
molecular de alrededor de 15 kDa. Su estructura se compone de dos dominios
parecidos a ubiquitina, UBL1 y UBL2. ElI dominio UBL2 contiene un motivo C-
terminal con dos residuos de glicina, involucrados en la conjugacion con la proteina
blanco mediante la ISGilacion (Mirzalieva et al., 2022).

La ISGilacion ocurre a través de un sistema de tres enzimas que median la
activacion, conjugacion y ligacion de ISG15 a residuos de lisina de proteinas
especificas (Tecalco-Cruz et al., 2022). A diferencia del sistema de ubiquitinacién,
que cuenta con un gran numero de enzimas, los elementos del sistema de
ISGilacion son 5: una enzima E1 de activacion, una enzima E2 de conjugacion y
tres ligasas E3. Las ligasas E3 de ISG15 son: HHARI, HERC5 y TRIM25 (Takeuchi
et al., 2006), las cuales se consideran importantes para la especificidad del sustrato
(Figura 7). Sin embargo, las proteinas blanco de ISGilacion identificadas y
caracterizadas son limitadas. Su funcion se asocia con la modulacion de la
estabilidad de la proteina o con las interacciones entre proteinas (Azumay Inoue,
2022).
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Figura 7. Esquema de la ISGilacién. 1) La enzima E1 se une a ISG15 y ATP y cataliza la reaccién
de adenilacién de ISG15. La cisteina catalitica ataca el enlace 1ISG15-AMP resultando en la
formacion de un enlace tioester E1-ISG15. La E1 adenila una segunda molécula de 1ISG15. 2)
ISG15 es transferido a una enzima E2 a través de una reaccion de transtioesterificacion. 3) La E2
conjugada transfiere una molécula de ISG15 a una enzima ligasa E3; HERC5, HHARI o TRIM25
mediante una reaccion de transtioesterificacion para una subsecuente transferencia al residuo de
lisina de la proteina sustrato mediante una reaccion de aminolisis.

Los niveles de ISG15/ISGilacion se encuentran incrementados en la mayoria de los
tipos de cancer estudiados hasta ahora, o bien tras una infeccion viral y en
respuesta a estimulos con interferones (IFN) tipo I, principalmente (Mirzalieva et al.,
2022).

1.2.4 ISG15

ISG15 es una proteina perteneciente al grupo de las proteinas parecidas a la
ubiquitina (UBL; ubiquitin like proteins por sus siglas en inglés), que si bien no ha
sido tan estudiada como la ubiquitina, se han mostrado su relevancia en importantes
funciones, como su participacion en la respuesta inmune antiviral (Zhang y Zhang,
2011), principalmente. Ademas, en los ultimos afos, se ha identificado como una
proteina con gran implicacion en mecanismos de respuesta al dafio del DNA, la
estabilidad del genoma, el desarrollo de enfermedades del sistema inmune,
neuroldgicas y cancer (Mirzalieva et al., 2022; Sandy et al., 2020; Wardlaw y Petrini,
2023).

Ha sido descrito que ISG15 se puede encontrar sobreexpresada en varios tipos de
cancer, incluido el glioblastoma (Tecalco-Cruz et al., 2022; Tecalco-Cruz y Cruz-
Ramos, 2018; Zuo et al., 2016). Se reportdé que en células cancerosas, ISG15 se
puede encontrar conjugada con proteinas celulares (ISGilacion) o libre (intracelular)
(Burks et al., 2015). Sin embrago, ISG15 libre también puede ser secretada al medio
extracelular (Dos Santos y Mansur, 2017). Debido a la versatilidad funcional de
ISG15, se ha propuesto que tiene funciones protumorales o antitumorales,

dependiendo si se encuentra en forma libre o conjugada. La ISGilacion se asocia a
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funciones protumorales. Mientras que la funcion de ISG15 libre extracelular, tiene
propiedades inmunomoduladoras in vitro (Burks et al., 2015). Se conoce muy poco
de la funcién de ISG15 intracelular; sin embargo, Tecalco Cruz y Mejia Barreto
describen que la localizacién, asi como la proporcién y la regulacion de la proteina
ISG15 libre y conjugada, sera determinante para la progresion de la tumorogénesis
y el potencial oncogénico en células derivadas de cancer de mama (Tecalco Cruz y
Mejia-Barreto, 2017).

Las células del sistema inmune producen diversas citocinas con el fin de montar
una respuesta inmune. El interferon gamma (IFNy) es una citocina liberada en
respuesta a estimulos por otras citocinas, por activacion de receptores de
reconocimiento de patrones o receptores de antigenos activados por dafio tisular o
infecciones microbianas (lvashkiv, 2018). En general, los interferones participan de
manera importante en la homeostasis y el desarrollo celular. Por lo tanto, su
ausencia o sobreexpresion se asocia con diversas enfermedades, incluyendo el
cancer.

La sintesis de ISG15 y la conjugacién con diversas proteinas o ISGilaciébn son
mecanismos inducidos por interferones. Del mismo modo, se describe a TRIM25
como un gen sensible a IFN (Nakasato et al., 2006). En condiciones fisiolégicas, los
niveles de ISG15 son minimos, estos pueden encontrarse aumentados de manera
dependiente de IFN en multiples tipos de cancer, trastornos neurodegenerativos,
enfermedades inflamatorias y en lesiones cerebrales traumaticas (Mirzalieva et al.,
2022).

Los componentes conocidos del sistema de ISG15/ISGilacion son activados por los
IFN de manera dependiente del contexto celular (Tecalco-Cruz et al., 2022). El gen
TRIM25 es uno de los genes inducidos por los IFN tipo | en varios tipos celulares, y
a la fecha se ha observado que los IFN tipo Il (cuyo Unico miembro es IFN-gamma)
inducen la expresion de TRIM25 en leucocitos (Wang y Ning, 2021; Zou y Zhang,
2006).

Recientemente, un estudio evidencidé que ISG15 y el perfil de ISGilacion se
incrementan en respuesta al tratamiento del IFN-y en células derivadas de GB, asi

como una desregulacion en las enzimas del sistema de ISGilacion. Ademas, se
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reportd que las muestras de pacientes con GB presentan altos niveles del RNAm y
de la proteina de ISG15, y que una alta expresion de ISG15 correlaciona con una
menor supervivencia de los pacientes (Tecalco-Cruz et al., 2022).

Adicionalmente, se ha visto que la sefalizacion canénica del IFN-y se encuentra
aumentada en GB, por lo que el eje IFN-y-ISG15/ISGilacion podria tener una

participacion importante en el desarrollo del GB.

1.2.5 TRIM25 en cancer

Estudios recientes han evidenciado cambios en la expresion de algunas proteinas
TRIM en los procesos de carcinogénesis y metastasis, principalmente en cancer de
mama, préstata, ovario y endometrio (Azumay Inoue, 2022). TRIM25 se ha descrito
como una proteina que contribuye a la progresién tumoral cuando se encuentra
sobreexpresada (Tabla 2), promoviendo la proliferacién, migracion e invasion de
células tumorales derivadas de cancer de mama, ovario, pulmén y gastrico (Figura
8). El papel dual de TRIM25 en la degradacion de p53, via ubiquitin-proteosoma y
la reduccion de su actividad transcripcional, ha sido relevante para elucidar su
participacion en la carcinogénesis y la autorrenovacion de células tumorales (Zhou
y Costello, 2017).

Tabla 2. Ejemplos de canceres con expresion diferencial de TRIM25 con respecto

a su tejido control.

Tipo de Expresion Referencia
cancer
Ovario incrementada = (Hatakeyama, 2017; Sakuma et al., 2005)
Mama incrementada = (Azuma y Inoue, 2022; Tecalco-Cruz et al., 2021)

Colorectal incrementada (Zhou et al., 2021)

Pulmén incrementada  (Qin et al., 2016)
Préstata incrementada  (Li et al., 2022; Takayama et al., 2018)
Glioma incrementada  (Ge et al., 2022a)
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La expresion de TRIM25 se incrementa en algunos tumores malignos. Algunos de
ellos son los canceres de pancreas, colorrectal, de pulmén, gastrico y hepatico (Li
et al., 2022, 2020). Ademas, las hormonas estrogénicas inducen su expresion en
cancer de mama (Azuma y Inoue, 2022). Particularmente en cancer de mama,
TRIM25 se ha propuesto como un regulador de la expresion a nivel transcripcional
y postranscripcional implicado en la firma de genes asociados a metastasis (Walsh
et al., 2017). Asi mismo, se ha identificado su participacion como E3 ligasa de
ubiquitina en la degradacion de diversos supresores tumorales. Por mencionar
algunos ejemplos; TRIM25 es capaz de poliubiquitinar a la proteina 14-3-30 para
promover su degradacion y asi favorecer la proliferacion celular (Urano et al., 2002),
media la degradacién de ATBF1 (AT motif binding factor 1) (Dong et al., 2012), un
regulador positivo de la expresion de ZEB1 (Zinc finger E-box binding homeobox 1),
involucrado en la represion de la expresién de E-cadherina y la induccion de la
transicion epitelio-mesenquimal o EMT en cancer de mama (Cao et al., 2016).
Ademas, TRIM25 es pieza clave para la ubiquitinacion de la proteina AZGP1 (Zinc-
alpha-2-glycoprotein), una glicoproteina altamente expresada en cancer de mama
gue correlaciona negativamente con la supervivencia de pacientes con este tipo de
tumores (Qin et al., 2023).
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Figura 8. Efecto de la sobreexpresion de TRIM25 en algunos tipos de cancer (Imagen tomada de

Palacios et al. 2024).

Debido a su origen y su dependencia con el estrégeno, TRIM25 se encuentra

involucrado en la promocion de algunos tipos de cancer dependientes de hormonas

(Azumay Inoue, 2022). Por ejemplo, Sato y colaboradores describieron que TRIM25

promueve el crecimiento tumoral a través de la modulacioén de la via de sefializacion
NFkB y la degradacion de la proteina 14-3-30 (Sato et al., 2018). Mientras que en
el contexto de cancer de prostata, TRIM25 podria estar participando como regulador

negativo de p53 y de la apoptosis, promoviendo el crecimiento de células tumorales

(Takayama et al., 2018).
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De manera interesante, se ha descrito la participacién de los diferentes dominios
estructurales de TRIM25 en diversos tumores. Con esto, una vez mas se confirma
la multifuncionalidad de TRIM25. F. Li y col., identificaron en cancer de higado que
TRIM25 se puede estar uniendo a la region del sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) del gen PML, probablemente, por la participacion de sus dominios de cajas B
y asi estar regulando negativamente su expresion e induciendo la proliferacion
celular (Li et al., 2020).

1.2.6 TRIM25 en glioblastoma

Recientemente se reporté que el aumento de la expresion de TRIM25, estd mediado
por la activacion de NF-kB y esto contribuye a un mal prondéstico en pacientes con
GB. Mau Xu Ge y colaboradores comprobaron que TRIM25 se encuentra
incrementado en pacientes con GB y mediante estrategias de knockdown
evidenciaron que TRIM25 promueve la proliferacion celular modulando la expresion
de genes relacionados. Algunos de ellos son: PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen), XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), CCNB1 (Cyclin B1) y CCND1
(Cyclin D1). Asi mismo, identificaron que TRIM25 modula la expresién del ligando
de muerte programada o PD-L1 y la importacion de NF-kB al nacleo, contribuyendo
a un microambiente inmunosuprimido en los gliomas de alto grado (Ge et al., 2022).
Por otro lado, Yike Chen y colaboradores identificaron que TRIM25 media la
ubiquitinacién del factor de splicing NONO, una molécula reguladora de la expresion
de PRMT1, un gen que codifica para la proteina arginina N-metiltransferasa 1; una
importante enzima involucrada en la activacion de c-MYC. De esta manera, TRIM25
se encuentra ampliamente involucrado en la promocion del crecimiento tumoral y la
migracion e invasion celular de células de GB (Chen et al., 2024).

Otro estudio, evidenci6 que la ubiquitinacion degradativa de la enzima colin cinasa
a (CHKa o Choline kinase a), mediada por TRIM25, se puede ver afectada por la
interaccion de la enzima glicolitica enolasa-1 (ENO1) con CHKa. La enzima ENO1
se une a CHKa e impide la unién de TRIM25, su ubiquitinacion y su posterior
degradacion proteosomal, ocasionando un incremento en los niveles de CHKa, el

metabolismo de la colina y la aceleracion del crecimiento de células de GB,
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asociandose con un mal pronoéstico (Ma et al., 2023). Sin embargo, la participacion
de TRIM25 en este contexto no es directa.

Adicionalmente, hay estudios que sefialan a TRIM25 como una molécula
responsable de la resistencia a tratamientos quimioterapéuticos, como es al uso de
temozolomida. Primero, se describio que TRIM25 inhibe el estrés oxidativo y la
muerte celular ferroptética en células de glioma bajo tratamiento con temozolomida
via Keapl-Nrf2 (Wei et al., 2023).

TRIM25 media la ubiquitinacion degradativa de la inositol-1,4,5-trifosfato (IP3)
cinasa B (ITPKB). Recientemente, se publicd que la interaccion entre TRIM25 e
ITPKB era mas débil en muestras de pacientes bajo tratamiento con temozolomida
con respecto a muestras de pacientes que no recibian dicho farmaco. Asi mismo,
identificaron que la disminucion de la fosforilacién de TRIM25 en la posicion serina
100 (S100) en muestras de GB recurrentes conduce a una ubiquitinacion debilitada
de ITPKB. Dando como consecuencia un incremento de los niveles de ITPKB, lo
gue correlaciona con una menor supervivencia de los pacientes con gliomas (Yan
et al., 2024).

2. Hipotesis
Los niveles de TRIM25 se encuentran incrementados en glioblastoma, modulando
el perfil de ISGilacién y, en este contexto, la expresién de genes que se han

relacionado al cancer.

3. Justificacion
El GB es un tumor maligno altamente agresivo con un tiempo de supervivencia muy
limitado después del diagnéstico, por lo que se requieren mas investigaciones para
entender las bases moleculares implicadas en la progresion de esta neoplasia. Por
otro lado, la proteina TRIM25 podria tener multiples funciones participando en la
regulacion transcripcional, postranscripcional y postraduccional de blancos
especificos. Sin embargo, el perfil de expresion de TRIM25 y su importancia

funcional en células de GB es incierto. Por lo tanto, el estudio de la expresion y

42



actividad de TRIM25 en GB, contribuira a la identificacion de TRIM25 como una

proteina multifuncional que podria ser clave en la progresion de los tumores de GB.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la expresion de TRIM25 en GB y el impacto funcional de la deficiencia de
TRIM25 sobre la ISGilacion, los niveles de ISG15 y expresion de genes en células
derivadas de GB.

4.2 Objetivos particulares

1. Analizar in silico la expresion de TRIM25 en muestras de GB humano y tejido de
cerebro normal.

2. Evaluar los niveles de la proteina TRIM25 en muestras de GB y en tejido de
cerebro saludable.

3. Evaluar los niveles y localizacion subcelular de TRIM25 en lineas celulares
derivadas de GB.

4. Determinar el efecto de la deficiencia de TRIM25 sobre el perfil de ISGilacion, los
niveles de ISG15 y la expresion de genes asociados a cancer en células
derivadas de GB.
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6. Materiales y métodos

6.1 Reactivos y lineas celulares

Se emplearon las lineas celulares A-172, U87 y U373 derivadas de GB, las cuales
se mantuvieron en medio DMEM (Medio Eagle modificado de Dulbecco) bajo en
glucosa, con L-glutamina, hidrocloruro de piridoxina piruvato de sodio y bicarbonato
de sodio a pH 7.4. El medio se complement6 con suero bovino fetal (FBS) al 10 %
y antibidticos (penicilina/estreptomicina 10,000 U/mL) al 1%. Las células se

incubaron a 37 °C en una atmosfera de CO2 al 5% .

6.2 Obtencion de extractos proteicos

Las lineas celulares derivadas de GB se trabajaron en cultivos en monocapa. El
medio de cultivo se aspird y se lavé con PBS frio, posteriormente, las células se
lisaron usando el buffer TNTE al 0.5% (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5Mm,
Triton-X-100 AL 0.5%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se incubaron por
30 min a 4°C con agitacion constante, seguido de una centrifugacién a 13200 rpm

por 5 min a 4°C. El sobrenadante recuperado, fue el extracto total de proteinas.
Cuantificacién de extractos proteicos.

Las concentraciones de proteina fueron determinadas mediante el método de
Bradford empleando el espectrémetro Genova. Los resultados de absorbancia
obtenidos se interpolaron en una curva patrén de BSA, previamente estandarizada

y validada, cuya curva de regresion lineal estd representada por la ecuacion:

Absorbancia—0.066
0.0518

Concentracion = ( ) * factor de diluciéon

Preparacion de las muestras para su carga en un gel SDS-PAGE

Una vez cuantificado el extracto proteico total se ajusté el volumen para que todas
las alicuotas tuvieran la misma cantidad de proteina. A cada alicuota, de maximo
30 pL, se le ainadié buffer de carga (Laemmli) con B-mercaptoetanol 6X en una
proporcion 1:10. Las muestras se homogeneizaron y se hirvieron de 3 a 5 min a

93°C. Se dejaron enfriar y se almacenaron a -20°C para su posterior uso.
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6.3 Electroforesis SDS-PAGE y Western Blot
El extracto total de proteinas obtenido de las lineas celulares se cargd en geles de
poliacrilamida al 15% para ISG15y 10% o 7.5% para TRIM25. La electroforesis se
efectud con un voltaje de 90 a 100 V durante 2 h. Finalizada la electroforesis, se
llevd a cabo la transferencia de proteinas a una membrana de PVDF (fluoruro de
polivinilideno) a 100 V durante 80 min. Subsecuentemente, las membranas se
bloquearon usando una solucion de leche descremada al 5% en TBS-T por 1 h.
Para evaluar los niveles de ISG15, las membranas de PVDF, previamente
blogueadas con leche, se incubaron durante una noche a 4°C con un anticuerpo
primario anti-ISG15 (1:1000) (F-9, sc-166,755 Santa-Cruz Biotechnology) y para
determinar los niveles de TRIM25, las membranas se incubaron con el anticuerpo
primario anti-TRIM25 (E-4, 200 ug/ml, SC-166926, Santa-Cruz Biotechnology). Se
us6é un anticuerpo secundario anti-lgG de raton (1:10,000) que se incubd 1h,
seguido de 3 lavados. Para evidenciar las bandas correspondientes a las proteinas
reconocidas por los anticuerpos empleados, se realiz6 una reaccion de
quimioluminiscencia para detectar la sefial. Se empleo la deteccion de tubulina o

GAPDH, como control de carga.
Anélisis de densitometria

Las placas de Western blot, se escanearon y se analizaron por densidad de pixeles
empleando el software ImageJ. Con los resultados de densitometria se realizd el

analisis estadistico correspondiente empleando el software Graph Pad Prism 8.

6.4 Anaélisis in silico

Obtencion de expresion diferencial de TRIM25; Pan-cancer y grafico de
expresion diferencial de TRIM25 en glioblastoma.

Un analisis de expresion genética diferencial se realizé entre el tumor y el tejido
normal para TRIM25. Se utilizé la herramienta web GEPIA2 (www.gepia2.cancer-
pku.cn, consultada en enero de 2024). En concreto se utilizdé el médulo “Expression

DIY”. Todos los conjuntos de datos de cancer TCGA (The Cancer Genome Atlas)
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disponibles en el panel "Seleccidén de conjunto de datos" se agregaron al analisis.
El |[Log2FC| de 1y el valor de corte de p de 0.01 se seleccionaron como parametros.
También se eligio la opcion “Hacer coincidir datos TCGA normales y GTEX”. Por lo
tanto, los datos de transcriptomica del cancer de TCGA se compararon con datos
normales de TCGA o con datos del proyecto Genotype-Tissue Expression (GTEX),
gue es una base de datos publica que contiene datos de expresion y regulacion de
genes especificos de muestras de 54 sitios de tejido sano en mas de 1000
individuos. ElI método para el analisis diferencial empleado, fue ANOVA
unidireccional, utilizando el estado de la enfermedad (tumoral o normal) como
variable para calcular la expresion diferencial. A continuacion, se seleccionaron
aguellos canceres que presentaban expresion diferencial significativa, es decir, una
p < 0.01 y se volvié a solicitar el grafico s6lo con los canceres con expresion
desregulada de TRIM25.

Se consulté la base de datos UALCAN (https://ualcan.path.uab.edu/analysis.html),

se consulté la expresion diferencial de TRIM25 en el TCGA en GB, al realizar la
solicitud, la plataforma proporcioné el pan-cancer. De la base de datos de GEPIA2
y UALCAN se obtuvieron los gréficos de expresion diferencial de TRIM25 en
glioblastoma contra tejido normal.

Asi mismo se accedio a la base de datos de ONCOPRESSION

(http://www.oncopression.com/cgi-bin/show profile of all tissue.py?geneld=7706)

y se busco TRIM25. Se obtuvo una gréfica horizontal de de cajas y bigotes, donde
en color rojo se remarcan los tipos de cancer que presentan sobreexpresion de
TRIM25 y en verde los canceres con baja expresion con respecto al tejido no
canceroso. Para conocer la expresién de TRIM25 especificamente en glioblastoma,
se seleccion6 el recuadro de “brain cancer”y se localiz6 el grafico correspondiente
a GB.

Analisis de supervivencia

Se obtuvieron las curvas de Kaplan Meier (KM) de cada una de las bases de datos
empleadas y se consideraron estadisticamente significativas cuando el log-rank p

< 0,05. Se ingreso6 a la pagina http://gepia2.cancer-pku.cn/, al médulo de survival
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analysis, donde se realiz6 un analisis de supervivencia basado en el estado de
expresion de un gen. Se escribio TRIM25 en el recuadro correspondiente a gen y
se seleccion6 GB como cancer de interés. Se mantuvieron las especificaciones del
programa; overall survival, cutoff High 50%, cutoff low 50%, con intervalo de
confianza del 95%, unidades de meses y conjunto de datos multiples. Se obtuvo el
grafico KM haciendo clic en Plot. Para obtener el grafico de KM de UALCAN, se
selecciond con un clic el gen y el cancer de interés, nos dirigi¢ a otra ventana donde
estaba la opcion de analisis de supervivencia. Se dio clic y se obtuvo la gréfica de
KM.

También se ingreso a la base de datos GENT2 (Gene Expression database of
Normal and Tumor tissues 2) mediante la liga

http://gent2.appex.kr, se selecciond la opcion de subtype y se ingresaron como

datos de busqueda tejido cerebral como tipo de muestra, prognosis: overall survival
y gen TRIM25. Se compararon los tiempos de supervivencia de los pacientes con
gliomas. De acuerdo al valor de expresion mediana de TRIM25 en gliomas, los
pacientes se analizaron en dos grupos; con baja expresion (TRIM25'°%) o con alta
expresion (TRIM25Mah),

Analisis de correlaciéon

En la base de datos UALCAN de la Universidad de Alabama en Birmingham, se
realiz6 un analisis de correlacion, con la finalidad de evaluar la existencia de genes
gue se correlacionen con TRIM25 en GB. Se solicito el analisis de correlacién y a
continuacion se desplego una lista de genes que podrian estar correlacionando
positivamente o negativamente con TRIM25, indicando el nombre del gen vy el
coeficiente de correlacion de Pearson. Los genes con expresion extremadamente
baja (mediana de TPM <0,5) se eliminaron de la lista.

Con el fin de examinar el perfil de expresién diferencial entre los genes que codifican
para las enzimas ligasas E3 de ISG15 en el contexto de GB, se realizé un analisis
por mapa de calor en la base de datos GEPIA, mediante el uso de datos de
expresion génica de pacientes con cancer e individuos sanos, proporcionados por
el TCGA y datos del proyecto GTEx.

48


http://gent2.appex.kr/
http://gent2.appex.kr/

Obtencion de niveles de proteina de TRIM25 en cancer

La proteina TRIM25 se introdujo en el portal de analisis de datos sobre cancer de
UALCAN. Los niveles de expresion de TRIM25 se compararon entre el GB y el tejido
normal. Los conjuntos de datos de proteémica pertenecen al Consorcio de Analisis
de Tumores Protedmicos Clinicos (CPTAC). Luego se visualizaron diagramas de
caja, en donde en el eje y se mostraban los valores Z. Los valores Z fueron las

desviaciones estandar de las medianas en las muestras de cada grupo.

Obtencidn de expresion diferencial de TRIM25 en lineas celulares derivadas
de GB.

Los niveles de expresion de TRIM25 y los niveles de proteina TRIM25 se analizaron
en la base de datos de CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) con la herramienta
deapmap interactive y se obtuvo una gréfica de relacion entre los niveles de RNAmM

y de la proteina de TRIM25, en distintas lineas celulares derivadas de GB.

6.5 Microarreglo de tejido tumoral
Se empled un microarreglo de tejido humano comercial (TMA, tissue microarray
GL806g Biomax.us) que cuenta con 5 tejidos cerebrales como control de tejido
sano, 27 casos de glioblastoma (GB), de acuerdo a la clasificacion histologica y
patolégica por la OMS en el 2021 (Louis et al., 2021), 5 casos de glioblastoma
epitelioide (ep-GB), el cudl es un subtipo histologico compuesto por células con
abundante citoplasma eosinéfilo, cromatina vesicular y nucléolos prominentes,
generalmente se desarrollan en nifios y en adultos jévenes, presentan mutacion
BRAF V600E, carecen de amplificacion del EGFR y las pérdidas del cromosoma 10
(Louis et al., 2016). Un caso de glioblastoma con componente neural primitivo (GB-
pnc) cuyas células presentan células con pérdida de expresion de los marcadores
gliales GFAP y OLIG2, con posible amplificacion de MYC o N-MYC y que tienden a
diseminarse por el liquido cefalorraquideo (Louis et al., 2016). Asi como con dos
casos de la variable histolégica de glioblastoma de células gigantes (gc-GB), que
como su nombre lo dice, se va a identificar por un tamafo celular marcadamente

agrandado y multinuclear (Lopes Abath Neto y Aldape, 2021). De manera
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interesante, se ha descrito que las caracteristicas histopatolégicas compatibles con
el GB de células grandes pueden predecir una mejor tasa de supervivencia
(Shinojima et al., 2004). Ademas, dicho microarreglo proporciona datos clinicos
relevantes de cada paciente con GB, tales como: edad, sexo, localizacion anatomica
del tumor (en algunos casos) y la clasificacion histolégica antes mencionada (ver
Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de las muestras del microarreglo tumoral empleado
para la deteccion de TRIM25 por inmunohistoquimica.

(https://www.tissuearray.com/tissue-arrays/Brain/GL806g). GB: glioblastoma, ep-

GB: glioblastoma epitelioide, GB-pnc: glioblastoma con componente neural

primitivo, gc-GB: glioblastoma de células gigantes.

Posicion Edad Sexo Sitio anatomico. Diagnostico
Al-A2 a7 M |6bulo temporal GB
A3-A4 51 M |6bulo temporal GB
A5-A6 52 F cerebro GB
A7-A8 1 M |6bulo temporal ep-GB

A9-A10 42 M cerebro GB
B1-B2 33 M I6bulo occipital GB
B3-B4 8 F cerebro ep-GB
B5-B6 59 M |6bulo occipital gc-GB
B7-B8 17 M |6bulo frontal ep-GB
B9-B10 52 M |6bulo frontal GB-pnc
Cl-C2 23 M |6bulo occipital ep-GB
C3-C4 61 F cerebro GB
C5-C6 40 M |6bulo frontal GB
C7-C8 59 F |6bulo frontal GB
C9-C10 22 M |6bulo parietal GB
D1-D2 63 F |6bulo frontal GB
D3-D4 38 F |6bulo frontal GB
D5-D6 66 M cerebro GB
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D7-D8 65 M |6bulo frontal GB
D9-D10 43 F cerebro GB
E1-E2 36 M |6bulo frontal GB
E3-E4 20 M |6bulo frontal GB
E5-E6 22 F |6bulo frontal gc-GB
E7-E8 26 F |6bulo temporal GB
E9-E10 44 M |6bulo parietal ep-GB
F1-F2 80 M I6bulo temporal GB
F3-F4 44 F |6bulo frontal GB
F5-F6 51 M |6bulo temporal GB
F7-F8 32 F cerebro GB
F9-F10 48 F I6bulo occipital GB
G1-G2 47 F |6bulo temporal GB
G3-G4 40 F cerebro GB
G5-G6 57 M cerebro GB
G7-G8 51 M |6bulo parietal GB
G9-G10 33 F |6bulo temporal GB
H1-H2 50 F cerebro sano tejido cerebral
H3-H4 42 F cerebro sano tejido cerebral
H5-H6 35 M cerebro sano tejido cerebral
H7-H8 24 F cerebro sano tejido cerebral
H9-H10 49 M cerebro sano tejido cerebral

6.6 Ensayo de inmunohistoquimica
De acuerdo a la metodologia previamente reportada (Correa-Arzate et al., 2023), el
microarreglo de tejido tumoral de humano (TissueArray GL806g), previamente
descrito, se desparafino y rehidrat6 en diferentes soluciones de xilol-etanol. Para la
recuperacion de antigeno, se coloco en el horno (KOS Microwave Histostation,
Milestone) a 95°C durante 30 min en un buffer de citratos 0.01 M. Después se realizo
el bloqueo de la peroxidasa endégena con una solucion de peréxido de hidrogeno

al 3% y se permeabilizo el tejido usando Triton X-100 al 0.1%, durante 20 min cada
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uno. Para la deteccion de la proteina TRIM25, el TMA se cubri6é con un anticuerpo
monoclonal primario anti-TRIM25 (1:350, E-4, 200 ug/ml, SC-166926, Santa-Cruz
Biotechnology) y se incub6 durante la noche a 4°C. A continuacion, los resultados
de la inmunodeteccion se visualizaron utilizando un ImmunoDetector DAB HRP
Brown Immunohistochemistry (Bio SB, BSB 0007, Goleta), seguido de una
contratincion nuclear con hematoxilina de Harris y se visualizaron bajo un
microscopio Leica DM750. Se realizaron cinco fotomicrografias empleando una
camara Leica ICC50 HD, obteniendo imagenes con un aumento de 400x de cada
muestra. Los resultados fueron revisados y evaluados por dos patélogos
independientes y se calificaron de acuerdo con la proporcion de células positivas
(valores 0 a 3), donde 0 indica ausencia, 1 indica 0 a 10 %, 2 indica 11 a 50 %y 3
revela una proporcion superior al 50%. Para determinar el nimero de unidades
Opticas se utilizd la herramienta multipunto del software Image J 1.54D, y los
resultados se calibraron mediante la ecuacion que relaciona el indice de
inmunoexpresion y la densidad optica, dada por la férmula x= (y - b) / m, donde “x”
es indice de inmunoexpresion y “y” la densidad O6ptica. Posteriormente, se
categoriz6 la expresiéon como débil, moderada o tincion intensa (De Matos et al.,
2006). Para el analisis estadistico de los datos se utilizé el programa estadistico
Graph Pad Prism 8.0.1.

6.7 Fraccionamiento subcelular
Las células A-172 y U373 se homogeneizaron con buffer de homogenizacion (250
mM de sacarosa, 3 mM de imidazol e inhibidores de fosfatasas y proteasas) y
después se pasaron 15 veces a través de una aguja de 22 g. Fueron centrifugadas
a 3400 rpm por 10 min y se separo el sobrenadante (fraccion citoplasmatica) del
pellet (fraccion nuclear). Ambas fracciones fueron lisadas con buffer RIPA 1X
(TrisHCI, NaCl, EDTA/0.5% acido desoxicolico, 1% NP-40 y 0.1% SDS) a 4°C
durante 1 h, finalizado el tiempo de lisis, se centrifugaron a 13400 rpm por 5 min a
4°C. Los extractos citoplasmatico y nuclear resultantes, se cuantificaron y se realizo

un Western blot (WB) para la deteccion de TRIM25, usando lamina A como control
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de carga para la fraccion nuclear y a tubulina como control de carga para la fraccion

citoplasmatica.

6.8 Prediccion de localizacion subcelular
La secuencia de aminoacidos de TRIM25 en la base de datos UNIPROT se consultd
y se analizé la posible localizacion de la proteina TRIM25 de acuerdo a su secuencia
en la base de datos PSORT Il (Prediction of Protein Sorting Signals and Localization

Sites in Amino Acid Sequences).

6.9 Ensayo de transfeccion de RNAIi contra TRIM25

Transfeccién con siRNA-TRIM25

Las lineas celulares derivadas de glioblastoma A-172 fueron cultivadas en medio
DMEM complementado con FBS al 10% y antbidticos al 1%
(penicilina/estreptomicina), e incubadas a 37 °C en una atmdsfera de CO2 al 5%. El
SiRNA-EFP (sc-37825, EFP-siRNA(h), Santa Cruz Biotechnology) se transfect6 en
células de GB usando Lipofectamina 2000 (11668019; Invitrogen, Waltham, MA,
USA). El siRNA-TRIM25 se incubd con la solucion de Lipofectamina 2000 por 15
min para permitir la formacién de los complejos de siRNA/lipido. Esta solucién se
agrego a las cajas con las células A172 en medio reducido en suero (Opti-MEM™)
y se incubaron a 37°C durante 4 h. Después se retir6 el medio de transfeccion, se
afadi6 medio DMEM con FBS al 10% con antibi6ticos (penicilina y estreptomicina
100U/mL) y se volvieron a incubar en una atmdésfera de CO2 al 5% a 37°C. A las 48
h después de la transfeccidn, las células fueron lisadas con buffer TNTE al 0.5% y
a partir del extracto total de proteinas se realizé una electroforesis SDS-PAGE y un
WB para analizar los niveles de TRIM25. De esta manera, se obtuvieron células de
glioblastoma siTRIM25 y células control.
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Transformacion bacterianay purificacion del plasmido.

Se efectud la transformacion de células E. coli ultracompetentes (One Shot™
TOP10, Invitrogen™ C404010) mediante choque térmico de acuerdo a la siguiente
metodologia: las bacterias se incubaron 30 min en solucion KCM mas el plasmido
pSuperRetro-EFP siRNA2 (donado por Dong-Er Zhang: Addgene plasmid # 12450;
http://n2t.net/addgene:12450; RRID:Addgene_12450) (Zou y Zhang, 2006).
Después se llevaron a un bafio de 42 °C durante 2 min exactamente y
posteriormente se regresaron a hielo. Al vial con las células se le afiadio 1 mL de
medio Luria Bertani (LB; extracto de levadura, peptona de caseina y cloruro de
sodio) y se incubd 1 h a 37°C. Terminado este tiempo, las células se centrifugaron
y se sembraron en una caja Petri con agar mas ampicilina (50 pg/mL) a 37°C de 12
a 24 h. Se aislé una colonia de células resultantes de la transformacién y se incubé
en 300 mL de medio LB con antibiotico (ampicilina 50 ug/mL) a 37°C toda la noche
en agitacion constante. El plasmido se purificé con el kit QIAGEN Plasmid Midi Kit
se cuantific6 mediante el uso de Nano Drop (ND-1000) y se verificd su integridad
corriendo un gel de agarosa 1%.

Transfeccién con shRNA-TRIM25

Para la transfeccion del shRNA-TRIM25 (pSuperRetro-EFP siRNA2, plasmido
Addgene # 12450. El plasmido fue otorgado por Dong-Er Zhang), en células A-172
derivadas de glioblastoma se usé el método de Lipofectamina 2000. El plasmido se
incubd con la solucién de Lipofectamina 2000 por 15 min para permitir la formacion
de los complejos de DNA/lipido. Esta solucion se agrego6 a las cajas con las células
A172 en medio Opti-MEM™ vy se incubaron a 37°C durante 4 h. Después se retird
el medio de transfeccion, se afiadi6 medio DMEM con FBS al 10% con antibioticos
(penicilina y estreptomicina 100U/mL) y se volvieron a incubar en una atmosfera de
CO2 al 5% a 37°C. A las 48 h después de la transfeccion, las células fueron lisadas
con buffer TNTE al 0.5% y a partir del extracto total de proteinas se realiz6 una
electroforesis SDS-PAGE y un WB para analizar los niveles de TRIM25. De esta
manera, se obtuvieron células de GB sh-TRIM25 y células control.
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6.10 Extraccion RNA y Microarreglo de cDNA

Se utilizaron células de GB con los niveles de TRIM25 reducidos por efecto de un
shRNA, asi como las células parentales como control. Con estas dos condiciones,
se realizé la extraccion de RNA total mediante un kit (Direct-zol RNA Miniprep). La
concentracion y pureza de los extractos se evaluaron mediante espectrofometria,
utiulizando un Nano Drop (ND-1000). Se comprobd la integridad del RNA mediante
electroforesis en un gel de agarosa. Utilizando el RNA total obtenido se llevé a cabo
un ensayo de microarreglo de cDNA por la Unidad de Microarreglos del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM (IFC-UNAM). Para esto, obtuvieron el cDNA e
hibridaron las muestras con un chip de cancer humano (HCan_06_05); la muestra
control se marco con Alexa555 y la muestra deficiente de TRIM25 (shTRIM25) con
Alexa 647.

Los datos obtenidos de la cuantificacion de imagenes del microarreglo de cDNA se
analizaron con el software GenArise, se reportan los genes sobrexpresados (UP) y
reprimidos (DOWN-regulated para dos cortes de Z-Score (1.5 y 2.0 desviaciones
estandar), estan expresados en funcién de la muestra shTRIM25 con respecto a la
muestra control. Los resultados se analizaron bioinformaticamente empleando las

bases de datos: David gene Ontology (https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp),

GeneCards (https://www.genecards.org/) y ShinyGO
(http://bicinformatics.sdstate.edu/go/#tab-9561-5).

7. Resultados

7.1 Andlisis in silico de la expresién de TRIM25 en muestras de GB
humano y en tejido de cerebro normal

TRIM25 se encuentra presente de manera ubicua en diferentes érganos del ser
humano, asi que con la finalidad de determinar la expresion en diferentes muestras
derivadas de pacientes con tumores malignos con respecto a muestras sanas,

revisamos bases de datos publicas con dicha informacién.
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En la figura 9 se representa en un gréfico de cajas y bigotes, aquellos canceres con
una expresion diferencial (DE) de TRIM25 con respecto a su tejido control, con una
diferencia estadisticamente significativa, segun la base de datos GEPIA2. De
acuerdo a este analisis, el colangiocarcinoma (CHOL), el glioblastoma (GB), la
leucemia mieloide aguda (LAML) y los gliomas de bajo grado (LGG) son los
canceres en donde TRIM25 se encuentra sobreexpresado.

Por otro lado, la neoplasia linfoide linfoma difuso de células B grandes (DLBC), el
carcinoma corticosuprarrenal (ACC), el adenocarcinoma de pulmén (LUAD), el
carcinoma de células escamosas de pulmén (LUSC), el timoma (THYM) y el
carcinosarcoma uterino (UCS) presentan una expresion disminuida de TRIM25

respecto al tejido no canceroso del mismo origen.
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Figura 9. Desregulacion de la expresion de TRIM25 en diversos canceres. Pan-cancer de

expresion diferencial de TRIM25 obtenido de la base de datos GEPIA2 (www.gepia2.cancer-pku.cn

consultada en enero de 2024). Las muestras tumorales se representan en cajas rojas y las
muestras no tumorales en cajas grises. Los resultados de RNAm (-log2(TPM+1) se consideraron

significativos cuando p <0.05 (*). TPM= Transcripts Per Million.

Comparado con tejido normal adyacente, la expresion de TRIM25, segun UALCAN,
fue significativamente mayor en 8 tipos canceres: incluyendo el carcinoma urotelial
de vejiga (BLCA); colangiocarcinoma (CHOL); carcinoma de esofago (ESCA);
glioblastoma (GB); carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSC);
carcinoma renal de células claras de rifion (KIRC); carcinoma hepatocelular de
higado (LIHC) y adenocarcinoma de estbmago (STAD). Ademas, la expresion de
TRIM25 se encontré disminuida en 7 cénceres: carcinoma invasivo de mama
(BRCA); adenocarcinoma de colon (COAD); cromoéfobo renal (KICH);
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adenocarcinoma de pulmon (LUAD); carcinoma de tiroides (THCA); timoma (THYM)

y carcinoma endometrial del cuerpo uterino (UCEC) (Figura 10).
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Figura 10. Desregulacion de la expresion de TRIM25 en diversos canceres. Pan-cancer de
expresion diferencial de TRIM25 obtenido de la base de datos UALCAN

(https://ualcan.path.uab.edu/analysis.html). Las muestras tumorales se representan en una caja

roja y las muestras no tumorales en caja azul. Los resultados de RNAm (-log2(TPM+1) se

consideraron significativos cuando p <0.05(*) y p <0.001 (***). TPM= Transcripts Per Million.

Se busco en UALCAN cada uno de los 10 canceres identificados en GEPIA2 que
presentaban desregulacion significativa de la expresion de TRIM25 y se realizé una
tabla comparativa de la informacién obtenida de cada base de datos (Tabla 4).
Detectamos que mientras GEPIA2 nos proporciona un valor global de la expresion
de TRIM25 en muestras cancerosas respecto a su control, UALCAN nos brinda
informacion de la expresion de TRIM25 en distintas etapas de un mismo tipo de
cancer. Ademas, el nUmero de muestras comparadas en GEPIA2 es mayor, que en
UALCAN.
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Tabla 4. Expresion de TRIM25 en diferentes tipos de cancer respecto a su tejido

control.
) Expresion de TRIM25 Expresion de TRIM25 tumor
cancer tumor vs normal GEPIA vs normal UALCAN
ACC Disminuida No hay datos
CHOL Incrementada Sobrexpresion en estadio 4
con respecto al estadio 1
DLBC Disminuida No hay diferencia significativa
entre las diferentes etapas
GB Incrementada Incrementada
Incrementada M3 presenta expresion
LAML disminuida con respecto a las
demaés clasificaciones.
LGG Incrementada Sobrexpresion en LGG grado
3 respecto al grado 2
LUAD Disminuida Disminuida
LUSC Disminuida No hay diferencia significativa
THYM Disminuida Disminuida
UGS Disminuida Sobrexpresion en estadio 1y

3 con respecto al estadio 4.

Datos obtenidos de la base de datos GEPIA2 con valor de p<0.01 y datos de la base de datos UALCAN.
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En la figura 11 se presentan los graficos de cajas y bigotes de la expresion
diferencial de TRIM25 en GB obtenido de la base de datos GEPIA2 y a UALCAN.
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Figura 11. TRIM25 se encuentra sobreexpresada en glioblastoma. Graficos de cajas y bigotes de
la expresion del RNAm de TRIM25 en glioblastoma en comparacién con tejido de cerebro sano
obtenidas de A) GEPIA2 y B) UALCAN. La caja color rojo representa las muestras tumorales en

ambas bases de datos. Las diferencias son estadisticamente significativas con una p <0.05(*).

Adicionalmente, se analizé la expresion génica de TRIM25 en diferentes tumores
cerebrales usando la base de datos Oncopression; cuyos datos provienen de
microarrays publicos en Gene Expression Omnibus (GEO) y ArrayExpress (AE) de
la plataforma Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array. Se observé que la
expresion del RNAm de TRIM25 se encuentra diferencialmente expresada en
condiciones de cancer, y que particularmente en el contexto del cancer cerebral, su
expresion es significativamente mas elevada en tejido cerebral proveniente de
pacientes con GB y otros gliomas de menor grado, en comparacion con su

expresion en tejido cerebral sano (Figura 12).
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Figura 12. TRIM25 se sobreexpresa en tumores del SNC. Grafico de caja y bigotes obtenido de la
base de datos Oncopression. Analisis de la expresion del RNAm de TRIM25 en tumores de
cerebro. El nimero de asteriscos significa significancia estadistica de comparacion con el grupo
NORMAL. **** representa un valor de p < 0,0001 mediante la prueba t de Student. El valor de
expresion génica normalizado por AUC oscila entre 0y 1,0, donde 0,0 indica que no hay expresion

y 1,0 la expresién més fuerte entre otros genes.
Analisis de supervivencia de pacientes

Con el fin de determinar si la expresion diferencial de TRIM25 tenia un impacto en
la supervivencia de los pacientes con GB. Se obtuvieron los gréficos de Kaplan-
Maier (KM) para TRIM25, en la base de datos GENT2. Al analizar los gréficos
proporcionados por dicha base de datos, se observé que la supervivencia de
pacientes cuyo tejido tumoral era proveniente de un tumor grado cuatro era
estadisticamente menor que la supervivencia de pacientes cuyo tejido tumoral
correspondia a tumores cerebrales de menor grado (Figura 13A). En este sentido,
cabe resaltar que el GB es un tumor cerebral de grado 4, el Unico de los tumores
glioneuronales. Ademas, en el grafico de Kaplan Meier proporcionado por la misma
base de datos, se determin6 que la supervivencia de pacientes cuyo tejido tumoral
cerebral presentaba alta expresion de TRIM25 es menor que la supervivencia de

aguellos que presentaron baja expresion de TRIM25 (Figura 13B).
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Figura 13. Andlisis de supervivencia de los pacientes con glioblastoma usando la base de datos
GENT?2. A) La grafica de Kaplan Meier muestra la supervivencia de los pacientes con tumores
cerebrales de distintos grados. B) Grafica de Kaplan Meier muestra la supervivencia de pacientes

con tumores cerebrales con expresion alta y baja de TRIM25.

Analisis de correlacion

La expresiéon génica, depende de multiples factores, algunos de ellos pueden ser:
la unién de proteinas al gen diana o a regiones reguladoras, la union de RNA no
codificantes, mutaciones, cambios epigenéticos o incluso la expresion de otros
genes. Por esta razon, se realizé un andlisis de correlacion de la expresion de
TRIM25 con respecto a otros genes desregulados en GB en UALCAN.
Considerando que la correlacion esta determinada por el coeficiente de correlaciéon
de Pearson, se seleccionaron los genes que presentaban mayor correlacion,
considerando valores de coeficiente de Pearson entre 0,50 y 1,00. De manera, que
una correlacion positiva se indica en nimeros positivos y una correlacién negativa

en nameros negativos (Tabla 5).
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Tabla 5. Genes que correlacionan negativamente y positivamente con TRIM25 en

glioblastoma. Andlisis realizado mediante la base de datos UALCAN.

Correlacioén positiva Correlacion negativa
ZC3HAV1
ADAR COX7A2
EIF2AK2 o PKR RBX1
ZNFX1 RPL27
TRIM14 RPS15A
PARP14
DTX3L

El gen ZC3HAV1, es el gen que presentd mayor correlacion con la expresion de
TRIM25 en glioblastoma. La proteina codificada por dicho gen, también conocido
como ZAP, esta involucrada ampliamente en la inhibicion de la replicacion viral.
Recluta la maquinaria necesaria para degradar los RNA virales. En este sentido, se
sabe que TRIM25 es necesario para que ZAP pueda llevar a cabo sus funciones
antivirales, ademas de estabilizar el complejo proteina-RNA formado (Zheng et al.,
2017).

Por otro lado, el gen COX7A2, fue aquel que presentd mayor correlacion negativa
con la expresion de TRIM25 en glioblastoma. Aunque la interaccion entre TRIM25
y COX7A2 no ha sido comprobada. Shengze Dengy colaboradores, identificaron
que la sobreexpresion de COX7A2 se asocia con un mejor prondstico en pacientes
con gliomas (Deng et al., 2018).

Retomando, que la proteina codificada por TRIM25, es una de las enzimas E3 ligasa
de ISG15 involucrada en una modificacion postraduccional llamada ISGilacion (Zou
and Zhang, 2006). Se exploré el perfil de expresion diferencial entre los genes que
codifican para las otras enzimas E3 ligasas involucradas en el proceso de
ISGilacion: HERC5 y HHRAI, e ISG15, en el contexto de GB. Se realizé un analisis
por mapa de calor usando los datos de GEPIA, y como se puede observar en la
Figura 14A, en general, las tres enzimas, hasta ahora descritas como E3 ligasas de
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ISG15, se encuentran sobreexpresadas en GB, en comparacion con la condicion
normal. Ademas, de acuerdo a los gréaficos de correlacion entre la expresion de
TRIM25 con respecto a HERC5, HHRAI e ISG15, obtenidos de esta misma base de
datos, existe una correlacion positiva entre la expresion de TRIM25, HERC5, HHRAI
e ISG15. Se identifico un coeficiente de correlacion de 0.71 entre la expresion de
TRIM25 y HERCS5, destacando una mayor correlacion con respecto a HHRAI e
ISG15, cuyo coeficiente de correlacion corresponde a 0.50 y 0.44, respectivamente
(Figura 14B).

A) Z(0) GLIOBLASTOMA
38| TRIM25 (T)-| ]

2.6 | TRIM25 (N) - | ]
3.1| HERC5 (T)-| I
1.2 | HERCS5 (N) -

5 | HHARI(T) - [ —
45| HrAR () -
6.7 | 1sc1s (1) - [
a7 18615 (N - [

B)
E‘:aulf‘l?elz 0 L :. 6.0 g—::]u: =1.58-11 . : . . 11- %*:a(:ﬁ:‘: 2.7e-09
s % S 55 g 10
& [ ~ g
~ 4 ~ 5.0 I’ .
(] - — .
@] E:( 45 % 8- -
[N :
L 40- : = 7
LILJ 5 ", (_slj -l
~ : 35 .
N 2 % g s N
2 2 30 5 :
1. ; :
T T T T 2'5 T . - 2 3 4 5
2 3 4 5 2 3 4 z
log2 (TRIM25 TPM) log2 (TRIM25 TPM) log2 (TRINM25 TPM)

Figura 14. Expresion de E3 ligasas de ISG15 en glioblastoma. A) Mapa de calor que representa

los niveles de expresion diferencial de genes que codifican para las enzimas E3 ligasa de 1ISG15

en pacientes con glioblastoma y en individuos sanos con datos del Atlas del Genoma del Cancer

(TCGA) y el proyecto Genotipo-Expresion Tisular (GTEX) de la base de datos GEPIA. B) Graficos
de correlacion de la expresion de TRIM25 con HERC5, HHARL1 e ISG15.

Los niveles de expresion de TRIM25 se encuentran incrementados en pacientes
con glioblastoma y se asocian con un tiempo de sobrevida menor en los pacientes

con dicho cancer. Asi mismo, se identificd que la expresion del RNAmM de TRIM25
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correlaciona con la expresion de las enzimas E3-ligasas de ISG15 en muestras de
GB.

7.2 Evaluacion de los niveles de la proteina TRIM25 en muestras de
glioblastomay en tejido de cerebro saludable.

Debido a los mecanismos de regulacion postranscripcional que puede sufrir el
transcrito de TRIM25 (Dome et al., 2022) y a las modificaciones postraduccionales
a las que se ve sometida una proteina (Ramazi & Zahiri, 2021), no es posible
concluir que los altos niveles de expresion de un RNAm siempre resulten en altos
niveles de la proteina codificada; por ésta razén, se realizd la deteccion de la
proteina TRIM25 mediante la técnica de inmunohistoquimica en un microarreglo de
tejido humano comercial (GL806 Brain glioblastoma, TissueArray), con 40 muestras

por duplicado, 35 derivadas de pacientes con GB y 5 de tejido cerebral sano.

La concentracion del anticuerpo anti-TRIM25 requerida para la deteccién de la
proteina en el tejido, se estandariz6 empleando diversos tejidos que presentaran
diferente inmunoexpresion de TRIM25. Para esto, se consulto la base de datos del
atlas de proteinas humanas y se identificd que en tejido cerebral sano la deteccion
de la proteina TRIM25 es indetectable o muy baja, mientras que, en tejido derivado
de colon, es alta. Adicionalmente, se trabajo con un tejido canceroso proveniente
de melanoma, el cual presenta inmunoreactividad moderada contra TRIM25 (Figura
15).

A)

Figura 15. Niveles de expresion de TRIM25 en tejidos. Inmunochistoquimica de la proteina TRIM25
en tejido cerebral sano (A), en tejido derivado de colon (B) y en tejido canceroso de melanoma (C).

Imagenes obtenidas de The human protein atlas 2023.
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Los resultados de la estandarizacion (Figura 16), demostraron que el anticuerpo es
especifico para la deteccién de la proteina TRIM25, y, ademas, se determiné la
dilucion de anticuerpo a emplear (1:350), considerando dos criterios inversamente
proporcionales: el primero, que las marcas de inmunodeteccion de TRIM25
estuvieran asociadas a las células de interés, dada por la especificidad del
anticuerpo, y el segundo, menos marcas inespecificas. Asi mismo, se evitd tomar
fotografias en los perimetros de la muestra, pues esto podria dar interpretaciones
erroneas debido a que en esta zona tiende a acumularse la tincion y por lo tanto dar

sefales inespecificas.

Dilucién de anticuerpo a-TRIM25

NEGATIVO 1:50 1:100 1:200 1:350 1:500

CEREBRO

MELANOMA

COLON

Figura 16. Estandarizacion de la técnica de Inmunohistoquimica de la proteina TRIM25 en

cerebro, melanoma y colon, en concentracion 1:50, 1:100, 1:200, 1:350 y 1:500.

Una vez determinada la concentracion de anticuerpo, se realizé el experimento de
acuerdo a la metodologia previamente reportada (Correa-Arzate et al., 2023),
empleando el microarreglo de tejido derivado de GB. Se observaron los tejidos en
el microscopio LEICA y se tomaron fotografias en 3 campos distintos de cada uno
de los spots.

El andlisis de las imagenes se realiz6 en el software ImageJ tomando en cuenta los
criterios empleados en la estandarizacion. Es decir, que la sefal café
correspondiente a la inmunodeteccion contra TRIM25 con DAB estuviera en células
de interés y no en espacios sin nacleo tefiido con hematoxilina (color azul). Otro
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aspecto que se considerg, fue que la cantidad de células analizadas en las muestras
de tejido control, fueran las mismas que en las analizadas en las muestras de GB.
En este contexto, se sefialaron las marcas de DAB en 70 células y se midio la
intensidad de deteccion del paso de la luz en pixeles de cada una de ellas. Para
determinar el niumero de unidades Opticas se utilizé la herramienta multipunto del
software Image J 1.54D, y los resultados se calibraron mediante la férmula x = (y -
b) / m, donde “x” fue el nivel de inmunoexpresion y “y” la intensidad de sefal en
unidades Opticas. Luego se categorizo la expresion como tincion débil, moderada o
intensa (De Matos et al., 2006). Marcas mas intensas arrojaron una intensidad de
deteccién menor, esto corresponde a una inmunopositividad mayor contra TRIM25,
es decir, mas abundancia de TRIM25 en la muestra. De igual manera, se establecio
una escala arbitraria de nivel de inmunodeteccidén. De acuerdo al porcentaje de
células y la intensidad de sefial, se consideraron niveles de 0 a 3. El nivel cero
corresponde a no deteccion; el 1 a intensidad leve con menos del 10% de células
marcada; nivel 2 a intensidad moderada con el 11% al 50% de células positivas y
nivel 3 a una sefial intensa de deteccion con mas del 50% de células marcadas
(Figura 17).

Nivel de
inmunoexpresién
de TRIM25

Normal Glioblastoma

Figura 17. Niveles de inmunoexpresion de TRIM25 en muestras de tejido cerebral sano y
glioblastoma. A) Imagenes de inmunohistoquimicas representativas de los niveles de
inmunoexpresion de las muestras analizadas en el TMA. De izquierda a derecha: No detectada,
leve, moderada e intensa. B) Mapa de calor del nivel de inmunoexpresion de TRIM25 establecido

semicuantitativamente para cada muestra en el microarreglo.
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Para el andlisis de los resultados de las imagenes obtenidas de muestras con
tinciones inmunohistoquimicas es necesario precisar que el color de la imagen no
refleja la concentracion del quimico (hematoxilina, eosina, DAB, etc.) que origina el
color, pues la velocidad de reaccion es distinta de acuerdo a la presencia y
localizacion del antigeno (Campa Fernandez, 2017). Asi mismo el DAB, cromoéforo
empleado para la reaccion de revelado de la interaccion antigeno-anticuerpo, no
sigue la ley de Lambert Beer y por lo tanto la relacion entre absorcion y la
concentracion del mismo no es lineal, de manera que su tono varia dependiendo de
su concentracion. A todo esto, los datos que se obtubvieron del andlisis de estas

imagenes son semicuantitativos.

En general, los casos de GB mostraron niveles de inmunoexpresion contra TRIM25
entre 2 y 3, que corresponden a niveles de moderado a intenso, mientras, que las
muestras de tejido de cerebro sano presentan niveles bajos (nivel 1) de TRIM25, o
bien, sus niveles no se detectan mediante la técnica empleada (nivel 0). En otras
palabras, se detectd mayor inmunoexpresion de TRIM25 en las muestras de tejido
de pacientes con GB que en muestras de tejido cerebral sano, como se observa en

la figura 18.
2 3 4 5 6 7 8 9 10
A - -
B '-’ E
c e .
" -4l ' .7 .
. p- : Sk 3 .
F . ow! f .:: i, s
a & VI s 3 .l
/P S J) o w
Hﬁ) ' X 2 ? 2 2y
! ~ 4 ,.- e :
. & A Z 2' -y
Cerebro

Figura 18. Deteccion de la la proteina TRIM25 en el TMA de GB. Inmunohistoquimica de tejidos
de cerebro sano y de glioblastoma. Se muestra un acercamiento zoom de una muestra

representativa de glioblastoma y una de tejido de cerebro sano.
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Con los datos clinicos de cada paciente se realizé un analisis estadistico para
determinar la correlacion entre los mismos y con la expresion de TRIM25 en las
muestras de GB y no se encontré asociacion estadisticamente significativa entre el

sexo, edad, localizacion anatomica del tumor o clasificacion histologica del tejido
tumoral (Figura 19).
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Figura 19. Correlacién del nivel de inmunoexpresion de TRIM25 con los datos clinicos de las
muestras en el TMA de GB. Gréficos de barras de la inmunodeteccion de TRIM25 de acuerdo a: A)

sexo, B) edad, C) clasificacién histol6gica y D) sitio anatémico.

Aunado a dicho analisis, se determiné que los niveles de inmunoexpresion de
TRIM25 en tejido cerebral sano es menor que en muestras de GB, en donde los
niveles de inmunoexpresion de TRIM25 en los pacientes van desde bajos,

moderados y altos, predominando los niveles moderados y altos (Figura 20).
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Figura 20. Nivel de inmunoexpresion de TRIM25 en GB. Gréfico de nivel de inmunoexpresion de
TRIM25 entre glioblastoma y tejido cerebral normal. Los resultados se consideraron significativos
cuando p <0.001 (***).

Adicionalmente, se realizé un analisis bioinformético para determinar los niveles de
la proteina TRIM25 en diversos tipos de cancer, incluyendo el GB, y como se puede
observar en la Figura 21, los niveles de TRIM25 se encuentran incrementados de
manera significativa (p <0.001) en muestras de GB y en varios tipos de cancer en

relacion a los niveles de su respectivo tejido control.
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Figura 21. Niveles de proteina TRIM25 en diferentes canceres de la base de datos UALCAN. Pan-
cancer del nivel de proteina TRIM25 en diferentes tipos de cancer (caja roja) y muestras de tejido
normal (caja azul), obtenida de la base de datos UALCAN. Los resultados se consideraron
significativos cuando p <0.001 (***). Valor Z = Valor que representa las desviaciones estandar de la

mediana entre muestras para un tipo de cancer determinado.

69



Estos analisis en muestras de tejido derivado de pacientes, nos permiten identificar
que las muestras de GB presentan mayores niveles de proteina TRIM25 con

respecto a las muestras de tejido cerebral sano.

7.3 Evaluacion de los niveles y localizacion subcelular de TRIM25 en
lineas celulares derivadas de pacientes con glioblastoma.

Considerando que los niveles de expresion y de proteina TRIM25 se encuentran
elevados en muestras de pacientes y para determinar el efecto funcional que tiene
en la célula. Fue necesario evaluar los niveles de TRIM25 en lineas celulares
derivadas de GB e identificar la localizacion subcelular de dicha proteina, pues la
funcién de una proteina esta determinada en gran parte por su localizaciéon en la
célula.
Para conocer los niveles de TRIM25 en las lineas celulares derivadas de GB, se
utilizé la base de datos CCLE (Figura 22A). Ademas, mediante el uso de la
herramienta de Deapmap interactive de dicha base de datos, se pudo realizar la
relacion entre los niveles de RNAm y proteina de TRIM25 en las distintas lineas

celulares derivadas de glioblastoma (Figura 22B).
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Figura 22.- Andlisis in silico de la expresion y abundancia de TRIM25 en lineas celulares derivadas
de GB. A) Niveles de expresion de TRIM25 en lineas celulares obtenidos de la base de datos
CCLE. B) Gréfica de los niveles de ARNm (eje X) y proteina (eje Y) de TRIM25 en las lineas
celulares de glioblastoma disponibles en la base de datos CCLE utilizando la herramienta de

deapmap interactive de la misma base de datos.
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Con los resultados del andlisis in silico de los niveles de TRIM25 RNAm y proteina,
las lineas celulares derivadas de GB A-172 y la U-87 presentaron mayor relacion
expresion génica/abundancia proteica. De acuerdo a informacién obtenida de ATCC
(delinglés “American Type Culture Colecction”), la linea celular A-172 se aislo6 del
tejido cerebral de un paciente masculino de 53 afios con GB, con delecion
homocigota enc.1_471del471 de CDKN2Ayc.165 1212del1048 de PTEN. Por otro
lado, U-87 es una linea celular con morfologia epitelial que se aislé de gliomas
malignos de un paciente masculino, probablemente con GB, con delecién
homocigota de c.1_471del471 de CDKN2A, ¢.209+1G>T de PTEN y c.1_507del507
de CDKN2C. Dichas lineas celulares fueron empleadas para el analisis de
distribucion celular de TRIM25 (Figura 23).

Adicionalmente, se empleé la linea celular U-373, que de acuerdo a su secuencia,
es idéntica a la linea celular U-251 (Ishii et al., 1999). Es derivada de un tumor de
GB maligno mediante técnica de explante, es decir, se extrajo un fragmento de un
tejido de un ser vivo para cultivarlo en medio artificial y contiene una mutacion en

PTEN y una delecion en pl6.

A-172 U-373 U-87

Figura 23.- Lineas celulares derivadas de glioblastoma empleadas para el andlisis de localizacién
subcelular. De derecha a izquierda: A-172, U-373 y U-87. La imagen de la U-87 fue tomada de
ATCC.

Separando la fraccion citoplasmética y nuclear de cultivos en monocapa de las
lineas celulares A-172, U-373 y U-87, se detect6 a la proteina TRIM25 en mayor
abundancia en la fraccion nuclear de cada una de las lineas celulares evaluadas
(Figura 24).
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Figura 24. Localizacién subcelular de la proteina TRIM25. Los extractos nucleares y
citoplasmaticos de las lineas celulares: A-172, U-373 y U-87 se separaron en un gel de SDS-PAGE
y se analizaron por WB. Tubulina fue usada como control de carga para la fraccion citoplasmatica y

lamina A para la fraccion nuclear.

Adicionalmente, mediante un analisis de prediccion de la localizacion de TRIM25 en
la base de datos PSORT I, se determin6 que TRIM25 puede tener una distribucion
principalmente nuclear, y en menor proporcién en citoplasma, mitocondria, aparato

de golgi y en vacuolas (Figura 25).

56.61% Nuclear
21.74% Citoplasmatica
8.72% Citoesqueleto
4.31% Mitocondrial
4.31% Golgi

4.31% Vacuolar

Figura 25. Prediccion de la localizacion subcelular de TRIM25. Se us6 la base de datos PSORT Il

(http://psort.hgc.jp/form2.html).

Derivado de estos analisis, identificamos que TRIM25 se encuentra localizada
mayoritariamente en ndcleo y en menor proporcidn en otros compartimentos extra

nucleares.
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7.4 Determinacion del efecto de la deficiencia de TRIM25 sobre el perfil de
ISGilacién y la expresion de genes asociados a cancer en células de
glioblastoma.

Con base en los resultados anteriormente expuestos y a los antecedentes
revisados, se sabe que TRIM25 se encuentra incrementada en células de GB y que
ademas lleva a cabo la funcién de E3 ligasa de ISG15 en la ISGilacion que, de
manera interesante, también se ha visto incrementada en muestras de GB y que
correlaciona con un menor tiempo de sobrevivencia de pacientes con este tipo de
tumores.

Con el objetivo de evaluar la importancia funcional de TRIM25, se recurrié a la
estrategia de transfeccion de un RNA interferente en células A-172, para generar la
reduccion de los niveles de TRIM25. Se empled la concentracion sugerida por el
fabricante de un siRNA dirigido contra TRIM25 (Figura 26A); sin embargo, al notar
gue el efecto del sSiRNA no ocasionaba una reduccion estadisticamente significativa
de los niveles de TRIM25, se emplearon 2 concentraciones distintas, una mayor y
una menor con la finalidad de obtener un mejor resultado (Figura 26B). Los
resultados no fueron satisfactorios, por lo que se recurrido a la estrategia de la
transfeccion de un shRNA contra TRIM25 (pSuperRetro-EFP siRNA2 de Addgene),
se empled la concentracion previamente estandarizada por el equipo de trabajo y
se obtuvo una disminucion de la abundancia de TRIM25 estadisticamente
significativa con una p<0.5 (Figura 27).

A B
) A-172 ) A-172

r
siRNA-TRIM25  Control- 80 pg 100pg 150 pg

70 -
- TRIM25

WB a-TRIM25
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Control - siRNA-TRIM25  siRNA-Control

70- M e e . TRIM2S

WB a-TRIM25

KDa WB a-Tubulina
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Abundancia relativa de TRIM25

KDa WB a-Tubulina

Control - SiRNA-TRIM25
(100 pg)

Figura 26. Niveles de proteina TRIM25 en células A-172 transfectadas con el sSiIRNA-TRIM25.
Imagenes de Western blot contra TRIM25 y respectivo andlisis de densitometria de la transfeccion
de células A-172 con A) 100 pg de siRNA-TRIM25, B) 3 concentraciones diferentes de siRTNA-

TRIM25. ns= no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 27. Niveles de proteina TRIM25 en células A-172 transfectadas con el ShRNA-TRIM25.
Imagenes de Western blot contra TRIM25 y respectivo andlisis de densitometria. Los resultados se

consideraron significativos cuando p <0.05 (*).

Una vez obtenidos bajos niveles proteicos de TRIM25, se emplearon dos grupos de
células A-172; uno de células deficientes de TRIM25 y las células parentales como
control, para evaluar el efecto de la reduccion de los niveles de TRIM25 sobre el
perfil de ISGilacion. Los resultados indican que la reduccion de TRIM25 se asocia

con un incremento en los niveles de ISG15 libre (Figura 28).

A-172

f 1 *
Control  shRNA-TRIM25

oo W L RS

-
o

15= % %
[

n n
o~
s 2
[ @
WB o-TRIM25 : 2
250 - i S 10
3 2
. ‘5 w
75— ISGILACION % 0.5 E
e 8 5-
g c
37- H _g
. g [
3 2
z 3 o0-
15— -1SG15 0.0
WB a-ISG15 mm Control
. ) mm Control
50 - —Tubulina = shRNA-TRIM25

= shRNA-TRIM25

KDa WB o-Tubulina

Figura 28. Efecto del silenciamiento de ISG15 en células A-172. Deteccion de ISG15 en células A-
172 tratadas con un shRNA dirigido contra TRIM25 y en células parentales como control. Los

resultados se consideraron significativos cuando p <0.05(*) y p<0.01 (**).
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Dado que TRIM25 tiene dominios relacionados con la capacidad de unirse a DNA 'y
a RNA, con implicaciones en la regulacion transcripcional y postranscripcional, y
considerando nuestros analisis de localizacion subcelular que demuestran que
TRIM25 se encuentra distribuido especialmente en nicleo. Se evaluo si la reduccion
de la abundancia de TRIM25 en células de GB afecta la expresion de genes
asociados al cancer mediante un microarreglo de cDNA que contenia 1920 genes
asociados al cancer. Para ello, se extrajo el RNA de células A-172 transfectadas
con el shRNA contra TRIM25, y se envio a la unidad de microarreglos del Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM.

De los resultados, se seleccionaron aquellos genes desregulados tras la reduccién
de los niveles de TRIM25 en GB con un Z-score mayor a 1.5 desviaciones estandar
y un fold change >1 para estudiar los cambios en la expresion génica de genes
involucrados en cancer en GB.

Los genes expresados diferencialmente (DEG, por su denominacién en inglés
differentially expressed genes) en las células de GB con niveles reducidos de
TRIM25 fueron 245. La expresion de 98 de ellos, disminuyé ante la reduccion de
TRIM25 (genes DOWN-regulated). Mientras que 147 de los genes analizados se
sobreexpresaron en células derivadas de GB tratadas con el shTRIM25 (genes UP)
(Anexo 1y 2).

Los cinco genes con mayor Z-score y fold change cuya expresién disminuyé (Tabla
6) cuando la abundancia de TRIM25 se redujo en células de GB fueron: TFG (del
inglés “TRK-fused gene”), éste gen participa en reordenamientos oncogénicos que
pueden desempefiar un papel importante en la via NF-kappaB, codifica para la
proteina de trafico desde ER al regulador de Golgi que se ha asociado a diferentes
neuropatias; SMARCB1 ( del inglés “SWI/SNF related, matrix associated, actin
dependent regulator of chromatin, subfamily b, member 1”), codifica para una
proteina que forma parte de un complejo que libera la represiéon de la cromatina,
mutaciones en este gen se han asociado con el desarrollo de tumores rabdoides
malignos; TNFRSF14 ( del inglés “TNF receptor superfamily member 14”) codifica
para una proteina involucrada en vias de transduccion de sefales que activan la

respuesta inmune inflamatoria de las células T; IFI27L2 (del inglés “interferon alpha
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inducible protein 27 like 2”) da origen a una proteina ampliamente involucrada con
procesos apoptoticos y DAP3 ( del inglés “death associated protein 3”) es un gen
nuclear que da origen a una proteina ribosémica mitocondrial de la subunidad 28S
que también participa en las vias apoptoticas iniciadas por el factor de necrosis
tumoral alfa, el ligando Fas y el interferon gamma (GeneCards, 2024).

Tabla 6. Lista de 5 genes con expresion disminuida (genes DOWN-regulated) ante
la reduccion de los niveles de TRIM25 en células A-172 derivadas de un paciente

con glioblastoma con mayor Z-score y Fold change.

Simbolo
Z- Fold
del gen Nombre del gen
score change
(Genebank)
TFG Trafficking from ER to golgi regulator -3.48 -1.70

SWI/SNF related, matrix associated, actin -
SMARCB1  dependent regulator of chromatin, subfamily -2.87 -1.51

b, member 1
TNFRSF14 TNF receptor superfamily member 14 -2.79 -1.55
IFI1271L2 Interferon alpha inducible protein 27 like 2 -2.58 -1.54
DAP3 Death associated protein 3 -2.52 -1.46

Por otro lado, los cinco genes con mayor Z-score y fold change cuya expresion
aumento (Tabla 7) cuando la abundancia de TRIM25 se vi6 reducida en células de
GB fueron: MPO (del inglés “myeloperoxidase” ) es el gen responsable de la
sintesis de la proteina mieloperoxidasa, una importante enzima que cataliza la
conversion de peréxido de hidrogeno y cloruro a acido hipocloroso, una potente
especie reactiva de oxigeno involucrada en la actividad inmune de los neutrofilos y
que se ha asociado con enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer;
NCK1 (del inglés “NCK adaptor protein 1”), su proteina codificada es una de las
proteinas de sefalizacion y transformacion que contienen los dominios de
homologia Src 2 y 3 (SH2 y SH3), es una proteina adaptadora involucrada en la

transduccion de sefiales desde los receptores tirosin-quinasa a sefiales de
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receptores rio abajo como RAS; EIF3E (del inglés “eukaryotic translation initiation
factor 3 subunit E”) codifica para una proteina que contribuye a la actividad del factor
de iniciacién de la traduccion y esta implicado en la regulacion positiva de la
actividad de unién al ARNm y la regulacion de la expresion génica; DCT (del inglés
“‘dopachrome tautomerase”) es el responsable de codificar para la dopacromo
tautomerasa que desarrolla un papel importante en la biosintesis de melanina y
PTCH2 (del inglés “patched 2”) que codifica para un receptor transmembranal de
la familia de genes patched, ha sido descrita como posible supresor de tumores en
la via de sefializacion de hedgehog (GeneCards, 2024).

Tabla 7. Lista de 5 genes con expresion incrementada (genes UP-regulated) ante
la reduccion de los niveles de TRIM25 en células A-172 derivadas de un paciente

con glioblastoma con mayor Z-score y Fold change.

Simbolo del
Z- Fold
gen Nombre del gen

score change

(Genebank)
MPO Myeloperoxidase 3.55 1.60
NCK1 NCK adaptor protein 1 3.07 1.59

Eukaryotic translation initiation factor 3
EIF3E _ 3.02 1.61
subunit E

DCT Dopachrome tautomerase 2.84 1.60
PTCH2 Patched 2 2.59 1.68

Anadlisis de ontologia génica. Empleando la base de datos GeneCards se realizd
un analisis de ontologia génica. Dicha base de datos nos permitio realizar un analisis
basado en tres ontologias: funcion molecular, proceso biolégico y componente
celular. Respecto a los 98 genes DOWN-regulated en células A-172 con niveles de
TRIM25 reducidos, el gen SFFV no fue identificado por GeneCards.

El componente celular, que mayor nimero de genes DOWN-regulated alberga, es
el citoplasma, en segundo lugar, el nacleo (Figura 29A). Considerando el mayor

numero de genes y el mejor “matching score”, la ontologia de procesos biolégicos
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(Figura 29B), que destaco fue la de “Regulacién positiva de la transcripcion por la
ARN polimerasa II”, seguida de “La regulacion positiva y negativa de la proliferacion
celular’. Finalmente, la funcién molecular (Figura 29C), mas sobresaliente, fue la
funcién de “union de proteina” y la de “union a DNA (Ver Anexo 3).

El algoritmo LifeMap identific6 13 genes abundantes y 34 genes hospederos que
disminuyeron su expresion cuando los niveles de TRIM25 se vieron reducidos en

en células A-172.
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Figura 29. Andlisis ontoldgico de los genes DOWN-regulated en células de glioblastoma A-172 con

niveles reducidos de TRIM25. A) Componente celular B) Proceso biolégico y C) Funcion molecular.

Analisis realizado en la base de datos GeneCards (https://www.genecards.org/).
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Los genes DOWN-regulated, cuya expresion disminuyé ante la reduccién de
TRIM25 en células de GB, representativos en las tres categorias de ontologia
génica mayormente enriquecidas fueron: APP, GLI2, NDN, NR2C2 y RXRA (Figura
30).

PROCESO
BIOLOGICO

Regulacidn positiva de la
transcripcion

(18 genes)

Genes DOWN
i APP
genes GLI2
NDN
5 NR2C2
Uniéna Citoplasma by
proteinas
(82 genes)
FUNCION COMPONENTE
MOLECULAR CELULAR

Figura 30. Diagrama de Venn de genes DOWN-regulated en células derivadas de glioblastoma
con niveles disminuidos de TRIM25. Se representa en cada circulo la ontologia con mayor niimero
de genes DOWN-regulated y mayor “matching score”. En el circulo verde, el proceso biolégico; en
el circulo anaranjado, la funcién molecular y en el circulo azul, el componente celular. Se resalta en

un circulo rojo aquellos genes que se encontraban enriquecidos en las tres ontologias.

Respecto a los 147 genes sobreexpresados (genes UP-regulated) después de la
reduccion de TRIM25 en células derivadas de GB A-172. La mayoria de los genes
modulados positivamente ante la reduccion de los niveles de TRIM25 se encuentran
representados en el “componente celular” de citoplasma (Figura 31A). De manera

interesante, 34 genes resultaron estar asociados a regiones extracelulares.

Los procesos bioldgicos (Figura 31B) en donde se vieron involucrados la mayoria
de los genes sobreexpresados, fueron: la regulacién positiva de la transcripcién del
templado de DNA, la regulacion positiva de la migracion celular y en menor medida,
la regulacion de la via de sefializacion candnica Wnt, la respuesta celular al estimulo
del factor de crecimiento nervioso y la regulacion de la via de sefalizacion
apoptaética.
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En lo que respecta a la ontologia de funcién molecular (Figura 31C), de los 147

sobrexpresados en las muestras sh-TRIM25, 130 se encontraban asociados a la

funcién de “unién a proteinas”, 29 a unién a proteinas idénticas y 12 a union a

cromatina (Ver Anexo 4).

El algoritmo LifeMap identific6 25 genes UP-regulated abundantes y 40

constitutivos.
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B) Via de sefializacién del receptor de BDNF
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Figura 31. Andlisis ontoldgico de los genes sobreexpresados en células de glioblastoma A-172
deficientes de TRIM25. A) Componente celular B) Proceso biologico y C) Funcidon molecular.

Analisis realizado en la base de datos GeneCards (https://www.genecards.org/).
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Los genes, cuya expresion incremento6 ante la reduccion de TRIM25 en células de
GB, representativos en las tres categorias de ontologia génica mayormente
enriquecidas, fueron: NCF1, CCNA2, GLI1, HDAC1, DVL3, NME2, SMADA4,
HMGA1, BCL10, AKT1 y PPARG (Figura 32).

PROCESO
BIOLOGICO

Regulacién positiva de la
transcripcién
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NCF1  SMAD4
CCNA2  HMGA1

(17 genes)

17

genes GlLi1 BCL10
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proteinas (63 genes)
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Figura 32. Diagrama de Venn de genes UP-regulated en células derivadas de glioblastoma con
niveles disminuidos de TRIM25 . Se representa en cada circulo la ontologia con mayor nimero de
genes UP-regulated y mayor “matching score”. En el circulo verde, el proceso biolégico; en el
circulo anaranjado, la funcién molecular y en el circulo azul, el componente celular. Se resalta en

un circulo rojo aquellos genes que se encontraban enriquecidos en las tres ontologias.

En conjunto, estos resultados muestran que, en células de GB, los genes que
TRIM25 regula positivamente, es decir, aquellos que su expresiéon disminuye
cuando la expresion de TRIM25 disminuye. Estan asociados a mecanismos de
regulacion de la transcripcion de RNA y la regulacién de la proliferacion. En
contraste, algunos genes que TRIM25 regula negativamente en células de GB,
genes que se sobreexpresan cuando la expresion y abundancia de TRIM25
disminuye. Estan involucrados con la regulacibn de importantes vias de
sefalizacion celular, como la via Wnt y la via de sefalizacion apoptotica.

Respecto al componente celular, los DEG modulados por TRIM25 tienen una
distribucion subcelular mayoritaria en citoplasma y nucleo, en el caso de los

disminuidos, y en citoplasma en el caso de los genes que se sobreexpresan.
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Ademas, los DEG regulados positivamente y negativamente estan asociados con la
funcién molecular de “union de proteina”, principalmente, y en particular varios

genes regulados positivamente se ven involucrados con la union a DNA.

Enriquecimiento génico. Se realizé un andlisis de enriquecimiento génico
haciendo uso de la base de datos ShinyGO. Este programa considera el FDR (por
su nombre en inglés, false discovery rate), y el “fold enrichment”. EI FDR es una
medida que permite determinar el mayor nimero de genes que presenten
verdaderamente una expresion diferencial con la menor cantidad de falsos
positivos. Mientras que el “fold enrichment” que hace referencia al porcentaje de
genes del analisis en cuestion, que estan asociados con una ruta molecular, dividido
entre el porcentaje de dichos genes contenidos en bases de datos de ontogenia.
Por lo tanto, el fold enrichment sefiala la sobrerrepresentacion o enriquecimiento de
los genes en una determinada via molecular.

De acuerdo con dicho analisis, se obtuvo que las vias que involucran a los genes
cuya expresion disminuyo ante la reduccion de los niveles de TRIM25 en GB, mas
enriquecidas son las relacionadas con el cancer. Sin embargo, se observé que
menor numero de genes estan relacionados con las vias de sefializacién en cancer

de tiroides y amibiasis (Figura 33).
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Figura 33. Andlisis de enriquecimiento de los genes DOWN-regulated tras la disminucion de
TRIM25 en células derivadas de glioblastoma A-172 empleando la base de datos de ShinyGO
(http://bicinformatics.sdstate.edu/go/#tab-9561-5).
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En cuanto a los genes sobreexpresados en células de GB con niveles proteicos de
TRIM25 disminuidos, se presentaban en las vias de sefializacion involucradas en
cancer, hepatitis B, sarampidn, desregulacién transcripcional en cancer, por

mencionar algunas (Figura 34).
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Figura 34. Andlisis de enriquecimiento de los genes UP-regulated tras la disminucién de TRIM25
en células derivadas de glioblastoma A-172, obtenidos por el programa de ShinyGO
(http://bicinformatics.sdstate.edu/go/#tab-9561-5).

Con el fin de identificar cuales genes se involucraban en las vias moleculares
identificadas en ShinyGO, se consultaron los datos de analisis KEGG. Se revelo
qgue los genes subexpresados en células A-172 con bajos niveles de TRIM25
involucrados en vias del cancer, son: ECM, GLI, GSTs, CDKN1A, hMLH1,CtBP,
RXR, PPARS5 y CSFR, mientras que genes como TFG, RXR, CDKN1A y RET/PTC

se asociaban mas con las vias involucradas con cancer de tiroides.

Por otro lado, de los genes sobreexpresados en las muestras analizadas, se
identifico a genes como CRK, DCC, DDB2, NQO1, DVL3, AKT1, F2R, GLI1,
HDACL, IFNAG, IFNAS, FAS, IL2RA, JUN, SMAD4, MSH3, PPARG, BAX, STATS5B,
PTCH2, CCNA2 y a LPAR2 enriquecidos en la via de sefializacién en cancer. Asi
mismo, los genes involucrados con la desregulacién transcripcional en cancer
fueron: DDB2, ETV4, HDAC1, MPO, MYCN, PPARG, BAX, BMI1 y CCNA2.
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8. Discusion

Derivado de los andlisis in silico para determinar la expresion de TRIM25 en GB se
puede observar que en las tres bases de datos consultadas (GEPIA, UALCAN y
Oncopression), TRIM25 se encuentra sobreexpresado, independientemente del
namero de muestras empleadas en cada una de ellas. La expresion de TRIM25 se
ve incrementada en cuatro tipos de tejido tumoral y disminuida en seis tipos de
canceres, respecto al tejido normal, de acuerdo al andlisis de los datos de expresion
en la base de datos GEPIA. En contraste, derivado del andlisis de los datos de
UALCAN, se observo la sobrexpresion de TRIM25 en 8 muestras de tejido
canceroso. Debido a la heterogeneidad del cancer, los tipos de cancer y el nimero
de muestras andlizadas en cada base de datos, es que podemos encontrar algunas
discrepcancias entre la significancia estadistica de los datos. Sin embargo, con los
datos encontrados, identificamos que la expresion de TRIM25 puede ser diferencial
dependiendo del tipo de cancer analizado y el subtipo molecular de cada tipo de
cancer.

El andlisis de supervivencia se realizé a través de la interpretacion de los graficos
de Kaplan Meier (KM). La curva de Kaplan Meier se utiliza habitualmente para
analizar datos de tiempo hasta un acontecimiento, como el tiempo hasta la muerte
o el tiempo hasta que se produce un acontecimiento concreto. Con base en el
andlisis de los gréficos obtenido de GENT2, una alta expresion de TRIM25 fue
relevante con un pronéstico desfavorable para los pacientes con tumores cerebrales
de grados mas altos. Ademas, el tiempo de sobrevida de los pacientes con GB es
menor cuando presentan una sobreexpresion de TRIM25, lo que sugiere que dicho
gen esta involucrado en la promocion del tumor.

Asi mismo, nuestros resultados de inmunohistoquimica evidencian que los niveles
de proteina TRIM25 estan incrementados en muestras de pacientes con GB, con
respecto a su tejido control. De manera que una alta expresion génica de TRIM25
conduce a una abundancia proteica incrementada. Sin embargo, no encontramos
correlacion alguna entre los niveles incrementados de TRIM25 con datos como el
sexo y la edad de los pacientes, o con el subtipo histolégico o la localizacion del

tumor. Es posible que la funcién de dicha proteina no dependa de identificadores
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génicos relacionados con el sexo o edad del paciente, ni con marcadores
histolégicos o su localizacion en el cerebro, si no a las caracteristicas intrinsecas
del tumor y del microambiente tumoral que permiten que sea un tumor grado 4.
Debido a las caracteristicas moleculares y funcionales de TRIM25, como proteina
relacionada con la respuesta de defensa inmune, resulta posible inferir que un
incremento en su abundancia afecte mecanismos que regulan la respuesta
inmunitaria en cancer. Mau Xu Ge y colaboradores, identificaron algunos genes
regulados por TRIM25 que favorecen el microambiente inmunosuprimido en
gliomas de alto grado. Comprobando que TRIM25 promueve la proliferacion celular,
la expresion del ligando de muerte programada o PD-L1 y la importacion de NF-kB
al nacleo (Ge et al., 2022). Un estudio reciente evidencié que TRIM25 promueve el
crecimiento, migracion e invasion celular de células de GB, a través de mediar la
ubiquitinacion del factor de splicing NONO, implicado en la modulacion de la
expresion de PRMT1 y c-MYC (Chen et al., 2024).

Los estudios anteriormente sefialados, indican que efectivamente TRIM25 tiene una
participacion importante en la progresion de tumores de GB mediante la promocion
de un microambiente inmunosuprimido, de la viabilidad, migracion, invasion y
proliferacion celular. Los mecanismos y genes propuestos, se ven involucrados en
complejas redes de interaccion y vias de sefializacién. Se requieren mas estudios
para identificar la forma en que TRIM25 puede ejercer su funcién moduladora sobre
los genes blanco identificados en este estudio.

Hasta la fecha se han descrito pocos blancos de ISGilacién en donde TRIM25 es la
enzima E3 ligasa involucrada, algunos de ellos son: la proteina 14-3-30 (Zou y
Zhang, 2006), asociada a procesos de sefalizacion oncogénica; PCNA (Park et al.,
2014), proteina involucrada con mecanismos de reparacion y replicacion del DNA;
p53 (Park et al., 2016), un factor de transcripcion involucrado en la transcripcion de
multiples genes involucrados con la regulacion del ciclo celular, incluso, se ha
demostrado que TRIM25 se puede autolSGilar, ocasionando una reduccion de su
actividad como E3 ligasa de ISG15 (Zou et al., 2007). Como podemos apreciar, la
mayoria de las proteinas blanco de TRIM25 como E3 ligasa de ISG15, se localizan
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de manera prioritaria en el ndcleo, incluyendo a la misma TRIM25, segun nuestros
ensayos de fraccionamiento subcelular y prediccién de la localizacion.

Ademas, considerando que TRIM25 se localiza de manera prioritaria en nudcleo.
Sugerimos que TRIM25 puede estar llevando a cabo su funcion como E3 ligasa de
ISG15 de manera primordial en el nicleo. La localizacion nuclear de TRIM25
sugiere que podria actuar como proteina de unién al DNA y que esté involucrada en
mecanismos de regulaciéon de la respuesta al dafio al DNA, asi como en la
regulacion de la expresion génica y del ciclo celular.

Se sabe que la transportacion de las proteinas nucleares es un proceso selectivo,
qgue implica, en la mayoria de los casos, una secuencia corta de aminoacidos que
interactden con proteinas ubicadas en el citoplasma, en la envoltura nuclear y/o en
el complejo del poro nuclear, mejor conocidas como sefiales de localizacion nuclear
o NLS. Después de la union en el complejo del poro, las proteinas se translocan a
través del poro hacia el nacleo de una manera que requiere ATP (Silver, 1991). Sin
embargo, de acuerdo a los resultados del analisis de la estructura de TRIM25 en
funcién de sus aminoacidos realizada en PSORT, se determin6 que no cuenta con
NLS, lo que sugiere que TRIM25 podria estar haciendo uso de otros mecanismos
para localizarse en nucleo, asi como la presencia de NLS no clasicas o aprovechar
proteinas de carga que si contienen una NLS clasica (Lu et al., 2021). En este
sentido, la presencia de dominios de unién a proteinas como PRY/SPRY en TRIM25
podria estar facilitando el mecanismo anteriormente descrito.

Por otro lado, los resultados de correlacion de las enzimas E3 ligasas de ISG15 con
TRIM25 revelaron una correlacion positiva de la expresion de las mismas, con esto
podemos identificar que si disminuimos los niveles de TRIM25 disminuiremos a la
par la expresién de HERCS5, principalmente, asi como la expresién de HHRAI. Es
decir, en células derivadas de GB con bajos niveles de TRIM25, es posible que un
perfil de 1SGilacién disminuido sea consecuencia de la disminucion de los niveles
de TRIM25. Aunque también, la ISGilacion se vera afectada por el decremento de
los niveles de las otras enzimas E3 ligasas involucradas con dicha PTM, tal como
se observa en los resultados obtenidos de la reduccion de los niveles de TRIM25

en células derivadas de GB, en donde detectamos que al reducir la abundancia de
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TRIM25 se detectan menos marcas asociadas a un perfil de ISGilacion en
comparacion con las células control.

De manera interesante, en las células de GB con niveles reducidos de TRIM25, se
evidenci6 un incremento estadisticamente significativo de los niveles de ISG15 libre
intracelular. Se requieren mas investigaciones para determinar el efecto funcional
de la forma libre de ISG15 en células de GB y elucidar el mecanismo por el cual hay
una relaciéon inversa entre los niveles de TRIM25 e ISG15. Sin embargo, en los
ultimos afios, se ha presentado a ISG15 como una proteina con gran relevancia en
cancer, de tal manera que los niveles de ISG15 se han visto incrementados en
células derivadas de GB (Tecalco-Cruz et al., 2022; Tecalco-Cruz & Cruz-Ramos,
2018).

ISG15 se identificé que puede estar conjugado con proteinas celulares (ISGilacién)
o libre (intracelular) (Burks et al., 2015), y que, ademas ISG15 libre puede ser
secretado al medio extracelular (Dos Santos y Mansur, 2017). A grandes rasgos, la
ISGilacion se asocia a funciones protumorales. Mientras que, la funcién de 1ISG15
libre extracelular tiene propiedades inmunomoduladoras in vitro (Burks et al., 2015).
Se conoce muy poco de la funcién de ISG15 intracelular; sin embargo, Tecalco Cruz
y Mejia Barreto, describen que la localizacién, asi como la proporcion y regulacion
de proteina ISG15 libre y conjugada, sera determinante para la progresion de la
tumorogénesis y el potencial oncogénico en células derivadas de cancer de mama

(Tecalco Cruz y Mejia-Barreto, 2017).

Por otro lado, el perfil de expresién génica modulada por TRIM25 en células de GB
podria estar involucrado con su capacidad de unirse al DNA, probablemente
mediante los dominios de dedos de ZINC. Sin embargo, se requieren ensayos

experimentales para comprobar de qué manera se lleva a cabo dicha interaccion.

De acuerdo a nuestros primeros analisis, considerando el Z-score y el fold change
obtenido del analisis del microarreglo de cDNA. Identificamos que genes como TFG,
SMARCB1, TNFRSF14, IFI127L2 y DAP3 se encuentran disminuidos cuando la
expresion de TRIM25 disminuye, sugiriendo que son regulados positivamente por
TRIM25 en el contexto de GB.
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Realizando una busqueda en pubmed, para conocer de qué manera se involucran
dichos genes en GB y encontramos que su sobreexpresion se correlaciona con un
mal prondstico en pacientes con este tumor. Por ejemplo, los malos resultados de
supervivencia y la resistencia a la terapia con temozolomida se asociaron con una
mayor expresion TFG (Bhawe et al., 2020). Asi mismo, TFG interactia con TRIM25
tras una infeccion viral y regula negativamente la sefializacion de IFN tipo | mediada
por RIG-I, lo que conduce a una supresion de las vias de sefalizacion del factor
nuclear NF-kB (Lee et al., 2013). Como ya se habia visto, dicha via también esta
ampliamente involucrada con la evasién de la apoptosis de las células de glioma
(Ge et al., 2022).

SMARCBL1 ha sido relacionado con una variante extremadamente rara de GB que
tiende a afectar a pacientes a una edad temprana: GB rabdoide (Byeon et al., 2014;
Momota et al., 2011). Mayor expresion de TNFRSF14 se asocia con una menor
supervivencia general y supervivencia libre de enfermedad en pacientes con GB,
asi como con una menor respuesta Thl, lo que contribuye a un ambiente
inmunosuprimido en este tipo de pacientes (Lombardo et al., 2020). Del mismo
modo, se describié que DAP-3 se regula positivamente en células de GB invasivo y
en células de glioma con un fenotipo de motilidad inducida in vitro, lo que les confiere

resistencia a la apoptosis cuando se activa la migracion celular (Mariani et al., 2001).

Ahora bien, con respecto al andlisis de ontologia génica y enriquecimiento, los
genes como: APP, GLI2, NDN, NR2C2 y RXRA que redujeron su expresion en
células con niveles reducidos en TRIM25, también se relacionaban en gran medida
con un peor prongstico para los pacientes con GB. En este sentido, existen
marcadores genéticos proinflamatorios y neurodegenerativos, como la proteina
precursora amiloide (APP), que al estar incrementados pueden contribuir a la
patobiologia, el fenotipo y la proliferacion del crecimiento de las células gliales en el
contexto de GB (Culicchia et al., 2008). La sobreexpresion de GLI2 en células
derivadas de GB se asocia con un incremento en la expresiéon de ARHGEF16, lo
gue conduce a una mayor migracion y proliferacién en relacién a células control

(Huang et al., 2018). En un estudio realizado por Dabrock y colaboradores se
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identific6 que RXRA, asi como otros receptores retinoides, promueven la
proliferacion de células de GB con caracteristicas de células troncales, incluso de

manera independiente de la sefializacion por acido retinoico (Dabrock et al., 2023).

De acuerdo a nuestros resultados, TRIM25 regula positivamente a NDN y contrario
a lo que se esperaba, una baja expresion de NDN se relaciona con mal prondstico
en pacientes con GB. NDN es un gen perteneciente a la familia de genes asociados
a tumor conocidos como antigenos asociados a melanoma (MAGE).
Especificamente NDN, pertenece a los MAGE tipo 2, que se han caracterizado por
sobreexpresarse en cerebro y estar involucrados con la regulacion del desarrollo
neuronal, diferenciaciébn y supervivencia. Sin embargo, Arora y colaboradores
sugieren que la regulacion negativa de MAGEs tipo 2, como lo es NDN, se asocian
con mayor infiltraciébn inmune y peor prondstico en pacientes con gliomas de bajo
grado y GB (Arora et al., 2020). Es posible que haya mecanismos de regulacion
negativa de la expresion de NDN que se encuentren incrementados en pacientes
con GB.

Respecto a los genes, con mayor Z-score y fold change, cuya expresion incremento
al reducir los niveles de TRIM25 en células de GB A-172. Destaca MPO, un gen que
codifica para una importante enzima involucrada en la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno. De acuerdo a ensayos realizados con radiacion local al
cerebro con GB, se evidenci6 un incremento en la respuesta inflamatoria sistémica
aguda con aumentos de las células portadoras de MPO, tanto en la periferia como
en el tejido tumoral, lo que resulté en un aumento de la actividad de la MPO en el
microambiente del tumor. La inhibicion o ausencia de la actividad de la MPO
aumento el crecimiento del tumor y disminuyd la supervivencia del huésped, lo que
revela que la actividad elevada de la MPO después de la radiacion tiene un papel
antitumoral (Ali et al., 2022). Una reduccion de los niveles de TRIM25 en células de
GB conduce a una alta expresion de MPO, de manera que se requieren estudios
gue involucren el estudio de MPO y TRIM25 en GB y ver su efecto.

Mediante el analisis de ontologia génica, se identificé que de los cinco genes
DOWN-regulated representativos en las ontologias génicas enriquecidas, al menos
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tres han sido descritos como oncogenes con funcion de factores de transcripcion.
El gen APP codifica para la proteina precursora beta amiloide, mutaciones en este
gen se han asociado a la enfermedad de Alzheimer autosbmica dominante y en la
amiloidosis cerebro arterial. GLI2, codifica para una proteina que pertenece a la
subclase de proteinas con dedos de zinc tipo C2Hz de la familia GLI, la cual funciona
como un factor de transcripcion y ha sido identificada como oncogen en carcinoma
embrionario. NDN, es un gen sin intrones que se expresa a partir del alelo paterno,
la proteina que codifica puede suprimir el crecimiento de las neuronas postmitéticas,
de acuerdo a ensayos in vivo en ratones. El gen NR2C2, codifica para un receptor
nuclear y funciona en muchos procesos biolégicos como el desarrollo, la
diferenciacion celular y la homeostasis. RXRA, también codifica para un receptor
nuclear cuya funcién es activar la transcripcion de genes mediante la unién con su
ligando: el acido retinoico (National Center for Biotechnology Information (NCBI),
1988).

Por otro lado, identificamos que hay oncogenes y genes supresores de tumores que
se incrementan cuando hay niveles reducidos de TRIM25 en células de GB. Por
ejemplo; El factor citosélico de neutrofilos 1, NCF1 es traducida para dar origen a la
subunidad citosolica de 47 kDa de la NADPH oxidasa de neutrofilos. Por otro lado,
la ciclina A es responsable de la activacion de la cinasa 2 dependiente de ciclinas
con la finalidad de promover la transicion celular a traves de G1/S y G2/M. El gen
gue codifica para la ciclina A es CCNAZ2. El factor de transcripcion codificado por
GLI1 esta involucrado en la cascada de transduccion de sefiales de Sonic
Hedgehog y promueve la transcripcion de genes como PTCH1, CCND1, CCND2,
MYC, Bcl-2 y ANG1/2, promoviendo la proliferacion celular. EI gen HDAC1 codifica
para la deacetilasa de histonas 1; importante enzima implicada en la regulacion
epigenética, se ha descrito que puede interactuar con la proteina supresora de
tumores del retinoblastoma controlando la proliferacion y diferenciacion celular.
DVL3 da origen a una fosfoproteina citoplasmatica que regula la proliferacion
celular; NME2, a un nucleosido difosfato cinasa 2; SMAD4, a un miembro de las
proteinas transductoras de sefiales que responden a la sefalizacion del factor de

crecimiento transformante beta; HMGA1, codifica para una proteina asociada a la
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cromatina, se une a regiones ricas en AT; BCL10, da origen a una proteina que se
encuentra relacionada con la induccion de la apoptosis y la activacion de la via NF-
kappaB; AKTL1 codifica para la serin/treonin quinasa 1, involucrada en la via de
sefalizacion PI3K/AKT y mTOR, vias cruciales en la supervivencia tumoral, y
PPARG, cuyo producto proteico es un miembro de la subfamilia de receptores
nucleares del receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR) (National
Center for Biotechnology Information (NCBI), 1988).

Esta diversidad de funciones, evidencia la compleja red de regulacion en cancer,
demostrando que los mecanismos de represion/induccion compiten entre si,
depende del estado tumoral y la abundancia proteica. Se requieren mas
repeticiones y experimentos adicionales para identificar los mecanismos

moleculares en los que se ve involucrado TRIM25.

Sin embargo, mediante la revision bibliografica de la relacion de los genes
representativos identificados en el analisis de ontologia génica y enriquecimiento,
gue aumentaron su expresion en células con bajos niveles de TRIM25 con GB. En
general, se determind que su expresion se encuentra incrementada en GB y esto
se relaciona con un mal prondstico clinico, en pacientes con este tipo de tumor. Por
ejemplo, en un estudio realizado en mayo del presente afo, se identificé que una
alta expresion de CCNA2 y de una cinasa relacionada con NIMA (NEK2) se
relaciona con mal prondéstico clinico en pacientes con gliomas. Mediante
secuenciacion unicelular de GB se reveld que CCNA2 se encontraba incrementado
en células progenitoras neurales positivas (P-NPC) promoviendo la proliferacion y
progresion, alterando los puntos de control del ciclo celular (Zhou et al., 2024). GLI1
se ha propuesto como marcador predictivo de menor supervivencia en pacientes
con GB al activar la via Hedgehog. Dicha via de sefalizacion se encuentra entre las
principales involucradas en la renovacion se células troncales cancerosas, las
cudles inciden en la resistencia a las terapias actuales en el tratamiento de GB
(Rossi et al., 2011). Al inhibir HDAC1 se suprimid el proceso transicion epitelio-
mesenquimal en células de glioma, afectando la invasion y migracion de las células

(Cheng et al., 2023). La sobreexpresion de HMGAL se correlaciona con mayor
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proliferacion, invasion y angiogénesis de células de GB y células troncales
cancerosas (Colamaio et al., 2016). Asi mismo, la sobreexpresion de BCL10
promueve el crecimiento de las células de glioma, asociandose con un peor
prondstico en pacientes con dicha neoplasia, ademas se evidencié el eje
CREB1/ZNF436/BCL10 como un blanco terapéutico potencial para las
intervenciones de glioma (Shang et al., 2019). Con respecto a AKT1, se propuso
qgue la via de sefalizacion de la cinasa 1/proteina cinasa B del marco de lectura
abierto derecho (RIOK1-AKT) desempefia un papel importante en el fenotipo
maligno de las células de glioma (Y. Wang et al., 2021). Ademas, en un estudio de
caso realizado por Ding y colaboradores, se identificé que el polimorfismo PPARG

€.1347C>T se asoci6 con riesgo de cancer de eséfago y GB (Ding et al., 2017).

Estos resultados sugieren que, aunque TRIM25 regule negativamente los genes
mencionados anteriormente, hay otros mecanismos de regulacion competitivos que
promueven la expresion de estos genes y por lo tanto su impacto en el desarrollo y
progresion del GB. En general, mediante el andlisis de los DEG por TRIM25 en
células de GB, proponemos que TRIM25 puede promover la progresién tumoral a
través de la regulacion de genes implicados en la evasién de la muerte celular por
apoptosis y en la evasion de la respuesta inmune. TRIM25 regula positivamente
genes involucrados con la regulacion positiva de la transcripcion por RNA
polimerasa Il en nicleo y citoplasma. Los productos de los genes reprimidos por
TRIM25 se encuentran asociados a los procesos de regulacion de la proliferacion y

migracion celular, asi como a una localizacion en citoplasma y membrana celular.
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9. Conclusiones

Los niveles de expresion de TRIM25 se encuentran incrementados en GB y se
asocian con un tiempo de sobrevida menor en los pacientes con este tipo de cancer.
La expresion de TRIM25 se correlaciona con la expresion de las enzimas E3-ligasas
de 1ISG15 en muestras de GB. La proteina TRIM25 se encuentra incrementada en
pacientes con GB y se localiza mayoritariamente en el compartimento nuclear. Los
niveles de la proteina ISG15 libre se incrementan en células de GB deficientes de
TRIM25. TRIM25 regula la expresion de genes asociados con el desarrollo y la
progresion del cancer (Ver figura 35).
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Figura 35. Resumen gréfico. En la imagen superior izquierda de presenta el WB del
fraacionamiento subcelular de las células A-172, U-373 y U-87, donde se observa que la
localizacion celular de TRIM25 es mayoritaria en nicleo. El recuadro negro representa a una célula
derivada de glioblastoma con bajos niveles de TRIM25. La flecha hacia abajo indica que a nivel
proteina, cuando TRIM25 disminuye, incrementan los niveles de ISG15 libre, asi mismo, la
reduccion de TRIM25 afectara la expresién de diversos genes blanco. Estos resultados se asocian
con un probable efecto anti-tumor (recuadro verde). En la imagen superior derecha se indica que
los niveles de expresién génica de TRIM25 en glioblastoma se encuentran incrementados en

muestras de pacientes con respecto a muestras normales (grafico de caja y bigotes) y que una alta
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expresion de TRIM25 se correlaciona con unmenor tiempo de sobrevida de los pacientes con
glioblastoma (Gréfico de Kaplan Meier). En la imagen inferior derecha se muestras las imagenes
respresentativas de IHQ contra TRIM25 en muestras de tejido de muestras glioblastoma y tejido
cerebral sano, y un mapa de calor de los niveles de inmunoexpresion de TRIM25 en las muestras

del TMA. Las imagenes del lado derecho de la figura indican que una alta expresién génica y
elevados niveles de proteina TRIM25 en pacientes con glioblastoma,se asocian a un efecto pro-

tumoral (recuadro rojo).

10. Perspectivas

Es importante identificar blancos de TRIM25 en el proceso de I1SGilacion y analizar
el perfil de 1SGilacién/ISG15 mediado por TRIM25 en las diferentes fracciones
subcelulares de lineas derivadas de GB. Ademas, elucidar y comprobar el
mecanismo por el cual ISG15 libre aumenta cuando los niveles de TRIM25 estan
disminuidos en células de GB. Comprobar experimentalmente la expresion de los
DEG en células A-172 con niveles reducidos de TRIM25 e identificar genes que

puedan ser potenciales biomarcadores o blancos terapéuticos.
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12. Anexos

Anexo 1. Genes cuya expresion disminuyé ante la reduccion de los niveles de

TRIM25 en células A-172 derivadas de un paciente con glioblastoma.

Simbolo del Nombre del gen Z- Fold
gen (Genebank) score change
TFG T -3.48 -1.70
rafficking from ER to golgi regulator
SMARCB1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent = -2.87 -1.51
regulator of chromatin, subfamily b, member 1
TNFRSF14 TNF receptor superfamily member 14 -2.79 -1.55
IFI127L2 Interferon alpha inducible protein 27 like 2 -2.58 -1.54
DAP3 Death associated protein 3 -2.52 -1.46
FAU FAU ubiquitin like and ribosomal protein S30 fusion -2.47 -1.46
NME3 NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 3 -2.45 -1.50
SFFV Homo sapiens spleen focus forming virus proviral -2.38 -1.35
integration oncogene spil (SPI1)
RPS16 Ribosomal protein S16 -2.34 -1.40
USPG6NL USP6 N-terminal like -2.31 -1.37
APP Amyloid beta precursor protein -2.29 -1.45
GASS8 growth arrest specific 8 -2.29 -1.44
EPS15P1 Epidermal growth factor receptor pathway substrate -2.24 -1.36
15 pseudogene 1
MAFG MAF bZIP transcription factor G -2.20 -1.57
RXRA Retinoid X receptor alpha -2.18 -1.39
ERCC3 ERCC excision repair 3, TFIIH core complex helicase = -2.14 -1.41
subunit
NDN Necdin, MAGE family member -2.13 -1.67
TFF1 trefoil factor 1 -2.12 -1.44
NR3C1 Nuclear receptor subfamily 3 group C member 1 -2.10 -1.34
PRMT2 Protein arginine methyltransferase 2 -2.10 -1.49
GAS1 Growth arrest specific 1 -2.08 -1.48
RAB3D RAB3D, member RAS oncogene family -2.07 -1.41
EVPL Envoplakin -2.06 -1.34
MLH1 MutL homolog 1 -2.05 -1.28
IL11RA Interleukin 11 receptor subunit alpha -2.04 -1.38
AVP Arginine vasopressin -2.03 -1.42
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PPP4C
MAGED1
PRDM10
COL4A2
RASSF7
TIEL

SERPINBG6
RAD23A
ABO

PTPRF
LHB
FOXH1
PITPNA
YWHAE

GATM
PATZ1
REG1A
CCNC
FES
CDKN1A
CCDC6
GSTA2
TNFSF4
MEST
CTDSP2
WFDC2
MANZ2A2
FXYD3
OR3A1l
CTBP1
RAPGEF1
VIPR1
NKX2-8

Protein phosphatase 4 catalytic subunit -2.00

MAGE family member D1 -1.96

PR/SET domain 10 -1.94

Collagen type IV alpha 2 chain -1.93

Ras association domain family member 7 -1.92
Tyrosine kinase with immunoglobulin like and EGF -1.91

like domains 1

Serpin family B member 6 -1.91

RAD23 homolog A, nucleotide excision repair protein -1.90

ABO, alpha 1-3-N-acetylgalactosaminyltransferase -1.89
and alpha 1-3-galactosyltransferase

Protein tyrosine phosphatase receptor type F -1.88

Luteinizing hormone subunit beta -1.87

Forkhead box H1 -1.87

Phosphatidylinositol transfer protein alpha -1.86

Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5- -1.85

monooxygenase activation protein epsilon

Glycine amidinotransferase -1.85

POZ/BTB and AT hook containing zinc finger 1 -1.84
Regenerating family member 1 alpha -1.84
cyclin C -1.82

FES proto-oncogene, tyrosine kinase -1.82
Cyclin dependent kinase inhibitor 1A -1.80
Coiled-coil domain containing 6 -1.80
Glutathione S-transferase alpha 2 -1.79

TNF superfamily member 4 -1.79
Mesoderm specific transcript -1.78

CTD small phosphatase 2 -1.77

WAP four-disulfide core domain 2 -1.77
Mannosidase alpha class 2A member 2 -1.76
FXYD domain containing ion transport regulator 3 -1.75
Olfactory receptor family 3 subfamily A member 1 -1.74
C-terminal binding protein 1 -1.74

Rap guanine nucleotide exchange factor 1 -1.74
Vasoactive intestinal peptide receptor 1 -1.73
NK2 homeobox 8 -1.72

-1.33
-1.31
-1.40
-1.31
-1.35
-1.31

-1.35
-1.37
-1.46

-1.24
-1.34
-1.33
-1.46
-1.30

-1.29
-1.61
-1.38
-1.41
-1.22
-1.37
-1.32
-1.50
-1.22
-1.25
-1.34
-1.25
-1.32
-1.33
-1.27
-1.52
-1.32
-1.32
-1.31
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HPS1

SYT1
NR2C2
MSTI1R
ITPR3
INSM1
PPP2R5B
HYAL1
RRAS
CD99
ALOX15
MAS1
NINJ1
CSF1R
PBOV1
MLANA
TSPAN4
CXCL1
MVK
BECN1
PPARD
TACC2
LGALS4
GLI2
PGR
SERPINB1
NR4A3
CAPRIN1
MN1
MTAP
TCF12
PTPRN2
PABPC1
COL7A1
SERPINB13

HPS1 biogenesis of lysosomal organelles complex 3
subunit 1
Synaptotagmin 1
Nuclear receptor subfamily 2 group C member 2
Macrophage stimulating 1 receptor
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3
INSM transcriptional repressor 1
Protein phosphatase 2 regulatory subunit B'beta
Hyaluronidase 1
RAS related
CD99 molecule (Xg blood group)
Arachidonate 15-lipoxygenase
MAS1 proto-oncogene, G protein-coupled receptor
Ninjurin 1
Colony stimulating factor 1 receptor
Prostate and breast cancer overexpressed 1
Melan-A
Tetraspanin 4
C-X-C motif chemokine ligand 1
Mevalonate kinase
beclin 1
Peroxisome proliferator activated receptor delta
Transforming acidic coiled-coil containing protein 2
Galectin 4
GLI family zinc finger 2
Progesterone receptor
Serpin family B member 1
Nuclear receptor subfamily 4 group A member 3
Cell cycle associated protein 1
MNL1 proto-oncogene, transcriptional regulator
Methylthioadenosine phosphorylase
Transcription factor 12
Protein tyrosine phosphatase receptor type N2
Poly(A) binding protein cytoplasmic 1
Collagen type VIl alpha 1 chain

Serpin family B member 13

-1.71

-1.71
-1.70
-1.70
-1.70
-1.69
-1.69
-1.67
-1.67
-1.66
-1.65
-1.65
-1.65
-1.64
-1.63
-1.62
-1.62
-1.61
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.60
-1.59
-1.59
-1.59
-1.59
-1.59
-1.59
-1.58
-1.55
-1.54
-1.53
-1.52

-1.33

-1.41
-1.23
-1.34
-1.21
-1.24
-1.33
-1.35
-1.26
-1.30
-1.37
-1.26
-1.26
-1.39
-1.21
-1.39
-1.39
-1.42
-1.31
-1.29
-1.21
-1.39
-1.21
-1.31
-1.25
-1.17
-1.38
-1.28
-1.30
-1.20
-1.46
-1.21
-1.22
-1.29
-1.23
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DOC1

ZNF71

RPL38
MARCKS

Homo sapiens downregulated in ovarian cancer 1 -1.52 -1.28

Zinc finger protein 71 -1.51 -1.46
Ribosomal protein L38 -1.50 -1.19
myristoylated alanine rich protein kinase C substrate -1.50 -1.28

Anexo 2. Genes cuya expresion increment6 ante la reduccion de los niveles de

TRIM25 en células A-172 derivadas de un paciente con glioblastoma.

Simbolo del gen

Z- Fold
Nombre del gen

(Genebank) score change

MPO Myeloperoxidase 3.55 1.60
CD160 CD160 molecule 3.25 151
NCK1 NCK adaptor protein 1 3.07 1.59
EIF3E Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E 3.02 1.61
XRCC2 X-ray repair cross complementing 2 2.84 1.42
DCT Dopachrome tautomerase 2.84 1.60
BMI1 BMI1 proto-oncogene, polycomb ring finger 2.71 1.52
FOLR1 Folate receptor alpha 2.63 1.45
STMN2 Stathmin 2 2.61 1.57
SEMAS3F Semaphorin 3F 2.59 1.48
PTCH2 Patched 2 2.59 1.68
NPRL2 NPR2 like, GATOR1 complex subunit 2.56 1.53
LYST Lysosomal trafficking regulator 2.55 1.33
ETV4 ETS variant transcription factor 4 2.48 1.37
CALCA Calcitonin related polypeptide alpha 2.45 1.47
JUN Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit =~ 2.41 1.34
IFNAG6 Interferon alpha 6 2.41 1.44
CTSV Cathepsin V 2.36 1.35
GOLGAZ2 Golgin A2 2.36 1.48
RECQL RecQ like helicase 2.35 1.34
CYP7B1 Cytochrome P450 family 7 subfamily B member 1 2.35 1.44
INTS6 Integrator complex subunit 6 2.33 1.58
TOM1 Target of myb1l membrane trafficking protein 2.32 1.34
GCNT3 Glucosaminyl-N-acetyl- transferase 3, mucin type 2.32 1.64
TPD52 Tumor protein D52 2.31 1.59
ADGRB1 Adhesion G protein-coupled receptor B1 2.31 1.52
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IDI1
NOL4
STAT5B
CCNA2
ULBP1
IFNAS
CRISP3
THRB
TAGLN
TERF1
MCL1
FAS
PSG3
BUB1B
NTRK2
IL2RA
NQO1
KLK10
TP5313
PNP
ABCC3
MAZ
MMP14
IGFBP6
SERPINB3
EBAGY
PTH1R
UGCG
DDB2
ADSL
PPARG
RPL39L
RABGA
PAGE1
PTPRU
AKAP12

Isopentenyl-diphosphate delta isomerase 1
Nucleolar protein 4
Signal transducer and activator of transcription 5B
Cyclin A2
UL16 binding protein 1
Interferon alpha 8
Cysteine rich secretory protein 3
Thyroid hormone receptor beta
Transgelin
Telomeric repeat binding factor 1
MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member
Fas cell surface death receptor
Pregnancy specific beta-1-glycoprotein 3
BUB1 mitotic checkpoint serine/threonine kinase B
Neurotrophic receptor tyrosine kinase 2
Interleukin 2 receptor subunit alpha
NADPH quinone dehydrogenase 1
Kallikrein related peptidase 10
Tumor protein p53 inducible protein 3
Purine nucleoside phosphorylase
ATP binding cassette subfamily C member 3
MYC associated zinc finger protein
Matrix metallopeptidase 14
Insulin like growth factor binding protein 6
Serpin family B member 3
Estrogen receptor binding site associated antigen 9
Parathyroid hormone 1 receptor
UDP-glucose ceramide glucosyltransferase
Damage specific DNA binding protein 2
Adenylosuccinate lyase
Peroxisome proliferator activated receptor gamma
Ribosomal protein L39 like
RABG6A, member RAS oncogene family
PAGE family member 1
Protein tyrosine phosphatase receptor type U

A-kinase anchoring protein 12

231
2.30
2.29
2.28
2.28
2.27
2.26
2.25
2.24
2.22
2.22
2.21
2.21
2.21
2.19
2.18
2.18
2.18
2.15
2.15
2.14
2.14
2.13
2.13
2.10
2.08
2.08
2.07
2.06
2.05
2.04
2.02
2.01
2.00
1.99
1.98

1.44
1.42
1.58
1.46
1.73
1.55
1.43
1.36
1.51
1.44
1.34
1.56
1.43
1.33
1.46
1.41
1.41
1.47
1.43
1.33
1.57
1.34
1.38
1.60
1.52
1.46
1.34
1.38
1.33
1.62
1.43
1.55
1.32
1.26
1.49
1.42
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RFEXAP
MTHFR
TOP2A
TYRP1
LRP1B
CEACAM7
TNFSF18
SLC12A2
MELTF

HNRNPA3P1

ST8SIA2

SEMA3B
CLC
SRSF10

TRPM5

ADAMTSS

ABCC4

NBR1
ADAM17
STAG1
IGFBP5
RPS12
BDNF
PSG5
CTAG2
DVL3
NR2E1
MSH3
SMADA4
EPHA3
REG3A

Regulatory factor X associated protein
Methylenetetrahydrofolate reductase
DNA topoisomerase Il alpha
Tyrosinase related protein 1
LDL receptor related protein 1B
CEA cell adhesion molecule 7
TNF superfamily member 18
Solute carrier family 12 member 2
Melanotransferrin
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
pseudogene 1
ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 2
Semaphorin 3B
Charcot-Leyden crystal galectin

Serine and arginine rich splicing factor 10

Transient receptor potential cation channel subfamily

M member 5

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1

motif 8
ATP binding cassette subfamily C member 4 , PEL
blood group
NBR1 autophagy cargo receptor
ADAM metallopeptidase domain 17
STAGL1 cohesin complex component
Insulin like growth factor binding protein 5
Ribosomal protein S12
Brain derived neurotrophic factor
Pregnancy specific beta-1-glycoprotein 5
Cancer/testis antigen 2
Dishevelled segment polarity protein 3
Nuclear receptor subfamily 2 group E member 1
MutS homolog 3
SMAD family member 4
EPH receptor A3

Regenerating family member 3 alpha

1.97
1.97
1.94
1.94
1.93
1.90
1.90
1.90
1.89

1.89

1.88

1.88
1.87
1.87

1.87

1.86

1.86

1.86
1.85
1.85
1.85
1.84
1.83
1.81
1.81
1.80
1.80
1.79
1.78
1.77
1.76

1.43
1.36
1.34
1.35
1.26
1.36
1.40
1.32
1.36

1.56

131

1.27
1.54
1.28

1.42

1.34

1.28

1.34
1.24
1.37
1.56
1.60
1.46
1.32
1.32
1.26
1.23
1.44
1.37
1.31
1.32
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KLK13
BCAN
EIF4B
MYCN
PTPRO
BCL10
RAB22A
FANCF
MAGEC1
UMPS

GET3

ST8SIAL

ANXA7
AKT1
NEFM
F2R
BAX
INHA
NCF1
USP4
RAB10
NBN
AIM2

TOPORS

VIM
NDC80
LRP2
UCHL1
DUT
BAP1
RAB1A
RPS19
LPAR2

Kallikrein related peptidase 13
Brevican
Eukaryotic translation initiation factor 4B
MYCN proto-oncogene, bHLH transcription factor
Protein tyrosine phosphatase receptor type O
BCL10 immune signaling adaptor
RAB22A, member RAS oncogene family
FA complementation group F
MAGE family member C1
Uridine monophosphate synthetase
Guided entry of tail-anchored proteins factor 3,
ATPase
ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 1
Annexin A7
AKT serine/threonine kinase 1
Neurofilament medium chain
Coagulation factor Il thrombin receptor
BCL2 associated X, apoptosis regulator
Inhibin subunit alpha
Neutrophil cytosolic factor 1
Ubiquitin specific peptidase 4
RAB10, member RAS oncogene family
Nibrin
Absent in melanoma 2
TOP1 binding arginine/serine rich protein, E3
ubiquitin ligase
Vimentin
NDC80 kinetochore complex component
LDL receptor related protein 2
Ubiquitin C-terminal hydrolase L1
Deoxyuridine triphosphatase
BRCAZ1 associated protein 1
RAB1A, member RAS oncogene family
Ribosomal protein S19

Lysophosphatidic acid receptor 2

1.75
1.75
1.75
1.75
1.75
1.73
1.73
1.72
1.72
1.72

1.71

1.71

1.70
1.70
1.68
1.67
1.67
1.67
1.66
1.66
1.65
1.64
1.64

1.63

1.62
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.61
1.60
1.60

1.42
1.41
1.46
1.38
1.32
1.25
1.24
1.44
1.26
1.40

1.24

131

1.22
1.36
1.28
1.25
1.28
1.30
1.22
1.23
1.39
1.28
1.32

1.22

1.33
1.42
1.36
1.39
1.31
1.37
1.48
1.26
1.49
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GLI1 GLI family zinc finger 1 1.59 1.40

HMGA1 High mobility group AT-hook 1 1.59 1.29
METAP2 Methionyl aminopeptidase 2 1.57 1.29
SLC3A2 Slute carrier family 3 member 2 1.57 1.18
KLKS Kallikrein related peptidase 5 1.57 1.28
TIMP4 TIMP metallopeptidase inhibitor 4 1.57 1.29
C3 Complement C3 1.56 1.25
CAV1 Caveolin 1 1.56 1.38
CRK CRK proto-oncogene, adaptor protein 1.56 1.19
SLC13A4 Solute carrier family 13 member 4 1.56 1.20
VAMP2 Vesicle associated membrane protein 2 1.54 1.20
PLAAT4 Phospholipase A and acyltransferase 4 1.54 1.36
TCRA H.sapiens rearranged TCRA HW3a mRNA 1.54 1.27
NME2 NME/NM23 nucleoside diphosphate kinase 2 1.54 1.25
MBOAT7 Membrane bound O-acyltransferase domain 154 128
containing 7
GPRCSA G protein-coupled receptor class C group 5 member 154 126
A
DCC Homo sapiens deleted in colorectal carcinoma 1.53 1.28
RABIF RAB interacting factor 1.53 1.37
POM121L1P POM121 transmembrane nucleoporin like 1, 150 130
pseudogene
RBBP8 Homo sapiens retinoblastoma binding protein 8 1.52 1.25
HDAC1 Histone deacetylase 1 1.50 1.25

Anexo 3. Genes DOWN-regulated en células A-172 con niveles reducidos de

TRIM25 gue componen las ontologias génicas mayormente enriquecidas.

_ _ Namero
GO GO enriquecida Genes DOWN
de genes
CAPRIN1, PBOV1, MVK, GASS8, TACC2,
GATM, FES, RAPGEF1, GLI2, PGR,
Componente PPP2R5B, NR2C2, PPP4C, NDN,
Cytoplasm 49
celular RASSF7, NR3C1, RPL38, CTBP1,

MARCKS, NME3,ITPR3, TCF12, HYAL1,
YWHAE, LHB, PABPC1, BECN1, APP,
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Procesos

biolégicos

Funcion

molecular

Nuclear

Positive
Regulation of
Transcription By
RNA Polymerase
I
Negative
Regulation of Cell
Population
Proliferation
Positive
Regulation of Cell
Population
Proliferation

Protein Binding

32

18

10

10

CCDC6, CD99, MAGED1, PRMT2,
PITPNA, MTAP, ALOX15, TFG, RXRA,
RPS16, FAU, RAD23A, SERPINB1,
SERPINB13, SERPINB6, GSTA2,
EVPL,SYT1,CDK2AP1, HPS1, CDKN1A,
PBOV1, CSF1R, INSM1, CCNC, TACC2,
GLI2, PGR, NR2C2, PPPAC, DAP3, NDN,
NR3C1, NR4A3, CTBP1, CTDSP2,
ITPR3, TCF12, ERCC3, SMARCB1,
MAFG, PPARD, PRMT2, MTAP, RXRA,
RPS16, FAU, RAD23A, SERPINB13,
MLH1, CDK2AP1, PATZ1, CDKN1A

ZNF71, CCNC, NKX2-8, GLI2, PGR,
PPP2R5B, NR2C2, NDN, NR3C1, NR4A3,
PRDM10, TCF12, FXH1, SMARCBI1,
MAFG, APP, PPARD, RXRA

CSF1R, INSM1, GASS, CTBP1, CXCL1,
SMARCBL1, BECN1, APP, TFF1, CDKN1A

AVP, TNFSF4, CSF1R, INSM1, GLI2,
VIPR1, REG1A, MAS1, MST1R, IL11RA

CAPRIN1, AVP, TNFSF4, CSF1R, MVK,
NINJ1, GAS1, GASS8, ZNF71, CCNC,
GATM, FES, TIE1, RAPGEF1, WFDC2,
GLI2, PTPRF, PGR, PPP2R5B, COL4A2,
COL7A1L, NR2C2, PPP4C, VIPR1, DAPS3,
NDN, RASSF7, NR3C1, NR4A3, RPL38,
CTBP1, CTDSP2, MEST, NME3,
PRDM10, ITPR3, MN1, TCF12, LGALS4,
MAS1, CXCL1, YWHAE, LHB, RRAS,
ERCCS3, MST1R, FOXH1, IL11RA,
PABPC1, SMARCBI1, BECN1, MAFG,
APP, TNFRSF14, CCDC6, PPARD,
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CD99, RAB3D, MAGED1, PRMT2,
PITPNA, TSPAN4, MTAP, ALOX15, TFF1,
TFG, FXYD3, RXRA, RPS16, FAU,
RAD23A, SERPINB1, SERPINB13,
MLANA, EVPL, SYT1, MLH1, CDK2AP1,
PATZ1, HPS1, CDKN1A, GSTA2

DNA-binding INSM1, NKX2-8, GLI2, PGR, NR2C2,
Transcription 12 NR3C1, NR4A3, TCF12, FOXH1, MAFG,
Factor Activity PPARD, RXRA

Anexo 4. Genes UP-regulated en células A-172 con niveles reducidos de TRIM25
que componen las ontologias génicas mayormente enriquecidas.
NUmero

GO GO enriquecida Genes UP
de genes

RPS19, NCF1, EIF3E, NCK1, MMP14,
STATS5B, CEACAMY7, EIF4B, ADSL,
CCNA2, NQO1, GLI1, STMN2, VIM,
BUB1B, KLK5, NDC80, TP5313, USP4,
BAP1, HDAC1, DCC, BAX, METAP2,
DVL3, EPHA3, DCT, NME2, UCHL1,
Cytosol 63 AIM2, SMAD4, HMGA1, PLAATA4,
AKAP12, BCL10, ULBP1, LYST, NTRK2,
IDI1, AKT1, VAMP2, RAB1A, PPARG,
Componente UMPS, ADAM17, SRSF10, CLC, TOM1,
celular CRK, FANCF, RPS12, RAB6A, RABIF,
FAS, MCL1, BMI1, PNP, SERPINBS,
STAG1, NBN, NBR1, RAB10, MTHFR
CEACAMY7, F2R, TIMP4, KLK10, KLK13,
KLK5, MELTF, CD160, EPHA3, NME2,
REGSA, CTSV, BCAN, FOLR1, C3,
34 BDNF, MPO, SEMAS3B, SEMASF, PSG3,
PSG5, CRISP3, IFNAG, IFNAS, CALCA,
IGFBP5, FAS, IGFBP6, ADAMTSS, PNP,
ADGRB1, SERPINB3, ST8SIA2, INHA

Extracellular

Region
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NCF1, TOPORS, CCNA2, MYCN, GLI1,
F2R, HDAC1, DVL3, NME2, SMADA4,
HMGAL, BCL10, JUN, MAZ, AKT1,
PPARG, RFXAP

Positive Regulation
of DNA-templated 17

Transcription

Positive Regulation 9 MMP14, GLI1, F2R, CAV1, MAZ,
of Cell Migration SEMA3B, SEMA3F, ADAM17, SERPINB3
Negative
Procesos ]
o Regulation of GLI1, PTPRO, PTPRU, CAV1, HDACL1,
biolégicos ] 7
Canonical Wnt SMAD4, IGFBP6
Signaling Pathway
Cellular Response
to Nerve Growth 4 STMN2,AKT1,CRK,CALCA
Factor Stimulus
Negative
Regulation of
o _ 4 BAX,BDNF,MAZ,BMI1
Apoptotic Signaling
Pathway
RPS19, NCF1, SLC12A2, EIF3E,
SLC13A4, NCK1, TNFSF18, THRB,
NPRL2, MMP14, STATS5B, EIF4B,
TOP2A, LRP1B, TOPORS, ABCC4,
CCNA2, INTS6, MYCN, NQO1, GLI1,
STMNZ2, TYRP1, F2R, PTPRO, TIMP4,
PTPRU, LRP2, VIM, KLK13, BUB1B,
NR2E1, KLK5, ANXA7, NDC80, CAV1,
CTAG2, RBBP8, RPL39L, USP4, GET3,
Funcion o BAP1, HDAC1, DCC, MELTF, CD160,
Protein Binding 130
molecular BAX, RECQL, DUT, GOLGA2, METAP2,

XRCC2, DVL3, EPHAS3, DCT, NME2,
UCHL1, REG3A, DDB2, UGCG, AIM2,
CTSV, NEFM, TAGLN, BCAN, MSH3,
SMAD4, FOLR1, HMGA1, TRPMS5,
PLAAT4, AKAP12, BCL10, ULBP1, LYST,
C3, EBAGY9, JUN, NTRK2, BDNF, MPO,
MAZ, IDI1, AKT1, NOL4, VAMP2, TPD52,
RAB1A, RAB22A, TERF1, SEMA3B,
SEMASF, PPARG, PAGEL1, PSGS5,
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ADAM17, MBOAT7, SRSF10, CRISP3,
CLC, IFNAS6, IFNA8, MAGECL1, IL2RA,
TOM1, CRK, FANCF, RPS12, RAB6A,
SLC3A2, GPRC5A, CALCA, RABIF,
IGFBP5, FAS, IGFBP6, MCL1, BMI1,
PNP, ETV4, ADGRB1, ST8SIA1, LPAR2,
STAG1, NBN, PTH1R, NBR1, INHA,
RAB10, RFXAP
RPS19, TNFSF18, STAT5B, ADSL,
NQO1, TYRP1, VIM, NDC80, CAV1,
Identical Protein RBBPS8, USP4, BAX, DUT, GOLGAZ2,
Binding 29 NME2, REG3A, AIM2, SMAD4, BCL10,
JUN, AKT1, TERF1, PPARG, UMPS,
CLC, CALCA, FAS, IGFBP6, PNP

STATS5B, TOP2A, TYRP1, PTPRO,

Protein
TP5313, BAX, MSH3, SMAD4, NTRK2,
Homodimerization 15
o AKT1, TPD52, TERF1, SLC3A2, MCL1,
Activity
PTH1R
) . NCK1, TNFSF18, F2R, CAV1, CD160,
Signaling Receptor
o 12 DVL3, C3, BDNF, SEMA3F, CALCA,
Binding
IGFBP6, INHA
THRB, STAT5B, TOP2A, GLI1, BAP1,
Chromatin Binding 12 HDAC1, SMAD4, HMGA1, MPO, PPARG,
BMI1, STAG1
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