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Resumen

La presente monografia se enmarca en el Ciclo de Metodologia Cientifica 1l de la carrera
Doctor en Medicina, Facultad de Medicina, UdelaR. EI objetivo es identificar componentes del
Sistema Ubiquitina Proteasoma (SUP) potencialmente involucrados en la patogenia del
Mieloma Madltiple (MM). Se combinaron informaciones ortogonales sobre expresion génica,
genes asociados con roles etiopatogénicos en el MM y componentes del SUP. Se realiz6 un
andlisis basado en teoria y estadistica de redes para identificar médulos de expresidn asociados a
cada gen etiolégicamente relacionados a la enfermedad. Se mapearon componentes del SUP en
cada modulo y se seleccion6 para mayor estudio el correspondiente a la enzima Caseina Kinasa
1B (CKS1B). Se desconoce el mecanismo de regulacion de CKS1B (componente del SUP), por
el SUP. Sugerimos un algoritmo de identificacion de componentes probablemente implicados

en este proceso y proponemos un mecanismo hipotético de regulacion de CKS1B.

Palabras claves: Mieloma Multiple, ubiquitina, proteasoma, analisis exploratorio de datos.

Introduccion

El MM es una hemopatia maligna del grupo de las gamapatias monoclonales, caracterizada por
la proliferacién monoclonal atipica de una clona plasmocitaria. Las manifestaciones clinicas y
lesiones organicas observadas en los pacientes con MM son: lesiones Oseas, hipercalcemia,
insuficiencia renal, anemia y otras (infecciones bacterianas recurrentes, hiperviscocidad y
amiloidosis) (1). En Uruguay y en el resto del mundo representa la segunda neoplasia
hematologica maligna méas frecuente. A nivel general representa el 1% de las neoplasias,
afectando a personas con una edad media de 65 afios (un 15% son menores de 60 afios) con una
estimacion de 120 casos nuevos al afio. Tiene una incidencia de 4 casos/100000 habitantes/afio
(2). A pesar de que la mediana de supervivencia en pacientes con MM es de aproximadamente 5
a 7 afios, esta depende de factores individuales como la carga tumoral (estadio), biologia
(anomalias citogenéticas) y respuesta al tratamiento (3).

El MM suele comenzar por una proliferacion de clonas que generan la sobreproduccién y
secrecion de gammaglobulina clonal (IgG/A/D/M o de cadenas ligeras Kappa o Lambda), la
cual se da en el centro postgerminal a nivel ganglionar, fase llamada gamapatia monoclonal de
significado incierto (MGUS). Posteriormente esta evoluciona a una fase de Mieloma Mdltiple
Asintoméatico (MMA), para finalmente pasar al MM que termina infiltrando la médula dsea
(MO) (1). Esta hemopatia maligna se caracteriza por la interaccion entre las células plasmaticas
y el estroma medular, llevando a la produccion de citoquinas (IL6, IL1, TNF) favoreciendo con

esto la proliferacion plasmocitaria y ejerciendo mecanismos antiapoptoticos (4). La etiologia de



la enfermedad es desconocida pero se ha asociado con exposicion al benceno, pesticidas e
insecticidas (4). No obstante estas asociaciones no han sido bien corroboradas
(5).Investigaciones previas demostraron que los TLR juegan un papel importante en la
supervivencia y en la capacidad de evadir el sistema inmunolégico en algunos tipos de MM (6).
Los factores a recabar en la anamnesis asociados con un mayor riesgo de desarrollar MM
incluyen edad avanzada, sexo masculino, raza afroamericana, exposicion a la radiacion,
antecedentes familiares de la enfermedad, obesidad y / 0 antecedentes personales de gamapatia
monoclonal de significado indeterminado (MGUS) (7).

El diagnéstico de MM requiere el establecimiento por medios paraclinicos de una infiltracién
por células plasmaticas clonales en MO mayor o igual al 10% o plasmocitoma demostrado y
uno o mas de los siguientes items:

Evidencia de dafio de drgano blanco; hipercalcemia (calcio sérico mayor a 11lmg/dl);
insuficiencia renal (clearance de creatinina mayor a 40ml/min o creatininemia mayor 2mg/dl);
anemia (Hb menor a 10g/dl o descenso de 2 g/dl por debajo del limite inferior de normalidad);
lesiones dseas (una 0 mas lesiones osteoliticas en radiografia, TAC o PET-TC) y cualquiera de
los siguientes biomarcadores de malignidad (uno o mas): infiltracion plasmocitaria en MO
mayor o igual al 60%, cadena liviana comprometida/ no comprometida >100 y una 0 mas
lesiones focales 6seas por RNM (cada lesion debe ser mayor a 5mm)(4).Se han hallado
variaciones génicas relacionadas con el MM en: CCND1, HRAS, NRAS, CDK4, FGFR3,
BRAF, PTPN11,etc (8).

Aunque tradicionalmente se considera al MM como una enfermedad Unica, en realidad es un
conjunto de neoplasias malignas citogenéticamente heterogéneas (3). En los ultimos afios se
han publicado numerosos estudios que utilizaron Hibridacién Fluorescente In Situ (FISH),
cariotipificacién y estudios de secuenciacion dirigida (9) (10) (11) (12). En relacién a estos
estudios se concluyd que existen eventos primarios y secundarios que causan el MM. Los
eventos primarios a su vez se dividen en hiperploides (HRD) y no hiperploides (non-HRD).
Dentro de los HRD se encuentran las trisomias: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y/o 21. En los non-HRD
estan las translocaciones asociadas a las cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IGH), las cuales
comprenden: t(11; 14), t(4;14), t(14; 16), t(6; 14) y t(14; 20). Por otra parte, los eventos
secundarios son aquellos que le confieren una ventaja a un subclon determinado sobre la
poblacién, permitiendo la progresion tumoral. Siendo éstos los cambios en el nimero de copias
(CNVs), translocaciones del gen Myc, mutaciones somaticas que afectan Kinasas Activadas Por
Mitégenos (MAPKS), al Factor Nuclear Kappa B (NF«kB) y vias de reparacién del ADN. Los
eventos primarios se detectan en la etapa MGUS, mientras que los eventos secundarios se

detectan principalmente en el MM (1).



A pesar de que han surgido nuevos abordajes terapéuticos gracias al avance en los
conocimientos de la etiopatogenia del MM, continda siendo una enfermedad incurable. En este
sentido se practican 2 abordajes terapéuticos; el agresivo con nuevos farmacos (Bortezomib
(Bz) e inmunomoduladores como la Lenalidomida) y uno mas conservador (donde se utilizan
farmacos mas antiguos como ciclofosfamida y dexametasona) (4). Otra opcién utilizada como
consolidacion del tratamiento es el trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos (TPH)
(4). Tiene tres mecanismos de accion, estos son: la inhibicion del NFkB a través de la
estabilizacion de IkB, la activacion de la respuesta de la proteina desplegada por la inhibicion
del proteasoma debido al alto estrés del reticulo endoplasmico y la estabilizacion de proteinas
proapoptoticas como BAX y NOXA (13). Al prevenir la degradacién proteica, el Bz afecta la
activacion de mudltiples cascadas de sefializacion y regulacion intracelulares; tiene un efecto
citotdxico y enlentece el crecimiento de las células tumorales del MM. La seguridad y eficacia
del Bz esta avalada por tres estudios clinicos a una dosis de 1.3 mg/m?(2). Los efectos adversos
méas frecuentes que se pueden presentar son: astenia, sintomas gastrointestinales,
trombocitopenia clinica y neuropatia periférica. Existe toxicidad neuroldgica periférica y renal
causada por el Bz, que dificulta su uso en algunos pacientes (14).

En Uruguay el tratamiento se encuentra dentro de las prestaciones del Fondo Nacional de
Recursos (FNR). Las directivas del FNR para su indicacion son exclusivamente para la
induccion de la remisién excluyendo el tratamiento de mantenimiento (2). En la primera linea
de cobertura se encuentran aquellos con indicacion de tratamiento farmacoldgico y candidatos a
su vez para trasplante de MO, o aquellos que no lo son, pero cuentan con una citogenética de
alto riesgo (2). También se incluye a pacientes que tuvieron recaidas por lo menos un afio
después de haber finalizado el tratamiento farmacoldgico, sin haber demostrado refractariedad
al mismo (2). Los criterios de exclusion para el tratamiento farmacoldgico son: contar con una
mala calidad de vida y/o pobre expectativa de la misma (comorbilidades); enfermedades
psiquidtricas severas; mala adhesion al tratamiento; embarazo o no consentimiento de medidas
anticonceptivas, y lactancia o no consentimiento para suspenderla (2).

Dentro de los inmunomoduladores de segunda generacion se destaca la Lenalidomida, que es un
anadlogo de la Talidomida, pero con mayor potencia y menor toxicidad. Este farmaco es
antiangiogénico, antineoplasico, inhibe la proliferacion de células hematopoyéticas tumorales y
potencia la inmunidad celular mediada por linfocitos T y células Natural Killer (2). Su target
son los complejos E3 ligasa CUL4-RBX1-DDB1-CRBN (conocida como CRL4CRBN) (15).
Los sitios de accion de estos farmacos para el tratamiento del MM forman parte del SUP. El
SUP es la via principal para el recambio proteico en todas las células eucariotas, implicando dos

eventos bioquimicos distintos. EI primero es la poliubiquitinacion de los sustratos proteicos,



(modificacion postraduccional), y el segundo implica la protedlisis a través del complejo del
proteasoma 26S. La ubiquitinacion consiste en la adicién de una o varias moléculas de
ubiquitina. Esta es una proteina globular de 8.5 kDa y 76 aminoacidos (Figura 1) (16).

La adicion de ubiquitina a un sustrato proteico implica las acciones consecutivas de tres familias
principales de enzimas de ubiquitinacion (E1 de activacion, E2 de conjugacion y E3 de ligacién
de ubiquitina) a través de una cascada enzimatica coordinada. En el primer paso, se forma un
enlace tioléster entre E1 y la glicina carboxiterminal de la ubiquitina. En un siguiente paso
ocurre la transferencia de la ubiquitina activada de la enzima E1 a una enzima E2 a través de
una reaccion de transtiolacion. Finalmente E3, que funciona como una proteina de andamiaje
gue une tanto a la enzima E2 como a la proteina diana, media la transferencia de ubiquitina del
conjugado E2-ubiquitina, mas comtinmente en el grupo g-amino de un residuo de lisina, a la
proteina formando asi un enlace isopeptidico (16).

En este proceso también intervienen las enzimas deubiquitinasas (DUB) que se encargan de
desconjugar la ubiqutina de las proteinas, teniendo un rol inverso a las enzimas de
ubiquitinacion. De esta manera el proceso de ubiquitinacion es reversible (16).

Entre las funciones de la ubiquitinacién se destaca su accibn como marca para la posterior
degradacién de las proteinas en el proteasoma, asi como su participacion en la regulacién de
vias de sefializacion intracelular involucradas en funciones como el control de la apoptosis, la
autofagia, el ciclo celular, la regulacion transcripcional y la reparacion del ADN (17).

El proteasoma 26S es un complejo multiproteico presente en eucariotas, arqueas y algunas
bacterias, es de forma cilindrica y se compone por con dos compuertas axiales y una cavidad
central donde se encuentran los sitios cataliticos. En él se distinguen dos componentes: la
particula reguladora 19S que ocupa los extremos del cilindro y la particula central 20S. La
primera es la encargada de llevar a las proteinas ubiquitinadas a la cavidad central del
proteasoma, donde la particula 20S, a través de su actividad catalitica, la degrada en
aminodcidos que son posteriormente reciclados por la célula (18).

Los mecanismos por los que las células tumorales son selectivamente sensibles al Bz no son
comprendidos en su totalidad. Se piensa que como en las células neoclasicas hay una menor
regulacion del ciclo celular estas dependerian mas de la degradacién de los reguladores del ciclo
celular mediada por el proteasoma (p21 y p27). Por ejemplo, seria el caso de la desregulacion
del Myc. Otro mecanismo seria la capacidad de los inhibidores del proteasoma de suprimir la
via tumorigénica de NF«kB (19).

Al emplear técnicas de secuenciacion de alto rendimiento se identificaron los perfiles clonales
en pequefios subgrupos de pacientes, lo que revel6 la existencia de clones molecularmente

diferentes al momento del diagndstico, durante el tratamiento y en la recaida. Asimismo se ha



encontrado que la composicion de las poblaciones clonales cambia bajo tratamiento, influencia
del microambiente y con la progresién natural de la enfermedad. En general, la evolucion clonal
del mieloma es la base de su naturaleza heterogénea. La identificacion de biomarcadores
apropiados es necesaria dada la heterogeneidad y diversidad en las respuestas al tratamiento

actual en pacientes y por el deseo de individualizar la farmacoterapia (20).

The Ubiquitin - Proteasome Pathway
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Figura 1. Sistema ubiquitina-proteasoma. El sistema ubiquitina proteasoma tiene varias funciones, en la
figura obtenida de “Degradation by the Ubiquitin-Proteasome Pathway in Normal and Disease States”

se muestra su funcion en la degradacion (21).

Dado que el MM es una enfermedad etiopatogénicamente compleja y heterogénea se justifican
los enfoques de aprendizaje automatico y medicina de redes exploratorio que han caracterizado
muchos trabajos recientes (22) (23).

Se define red (network) en su forma méas general como: "una coleccién de cosas
interconectadas", con frecuencia se usa de manera intercambiable con el término "graph "' (24).
Un hallazgo importante de la Gltima década es que las redes en sistemas naturales, tecnolégicos

y sociales no son al azar, sino que siguen una serie de principios basicos de organizacion en su



estructura y evolucion que los distinguen de las redes conectadas al azar (24).

Una red se compone por nodos y aristas. Un nodo (o vértice) puede denotar proteinas, genes,
metabolitos, moléculas de ARN o incluso enfermedades y fenotipos interactuando con otros
nodos a través de las aristas. En los sistemas biolGgicos, estas interacciones pueden
corresponder tanto a las uniones proteina-proteina, a acoplamiento metabélico, o pueden
representar conexiones entre enfermedades basadas en un origen genético comin o
caracteristicas fenotipicas compartidas (25).

El grado de un nodo es la cantidad de enlaces que se conectan a él. El grado de una proteina
podria representar el nimero de proteinas con las que interactla, mientras que el grado de una
enfermedad puede representar el nimero de otras enfermedades que estdn asociadas con el
mismo gen o que tienen un fenotipo comun (25).

Un Médulo (o comunidad) es un subgrafo denso en la red que a menudo representa un conjunto
de nodos que tienen un rol conjunto (25). Dentro de los médulos tenemos los topologicos, los
funcionales y los de enfermedad. Los modulos topoldgicos corresponden a vecindades
localmente densas de la red, de modo que, los nodos del médulo muestran una mayor tendencia
a interactuar entre si, que con los nodos fuera del modulo. Los mdédulos funcionales
corresponden a vecindarios de red en los que existe una segregacion estadisticamente
significativa de nodos con funciones relacionadas. Un médulo de enfermedad representa un
grupo de nodos cuya perturbacion (mutaciones, eliminaciones, variaciones en el nimero de
copias o cambios de expresién) puede vincularse a un fenotipo de enfermedad particular. La
suposicion tacita en la medicina de redes, es que los mddulos topolégicos, funcionales y de
enfermedad se superponen, de modo que los mddulos funcionales corresponden a mddulos
topoldgicos y una enfermedad puede verse como el desglose de un médulo funcional (25).

La medicina de redes se ocupa del “contexto molecular, el diagrama o red de enlace integrado
entre los productos genéticos de una célula, siendo esencial para comprender las bases
verdaderas para el fenotipo y patofenotipo” (26). Podemos decir que es un enfoque gque busca
interacciones de alto rendimiento entre componentes proteicos para entender mejor los procesos
celulares complejos, y de esta manera ayuda a comprender las enfermedades humanas de forma
integral (27).

Los estudios de redes tienen multiples aplicaciones, bioldgicas y clinicas potencialmente utiles
en las enfermedades humanas. El poder comprender las enfermedades en su contexto nos
permite conocer algunas propiedades fundamentales de los genes que estan involucrados.
Ademas, permite tener una mejor comprension de los efectos de la interconexién celular en la
progresion de la enfermedad y por consiguiente de la identificacién de sus genes, pudiendo

ofrecer mejores blancos terapéuticos para el desarrollo de farmacos. Mas alla de eso, ayudaria a



descubrir vinculos entre enfermedades, permitiendo entender, cémo diferentes fenotipos estan
vinculados a nivel molecular, por lo que existiria un origen comdn de algunas enfermedades
relacionadas. Sin embargo, la superposicion entre médulos dificulta el conocimiento total del
metabolismo celular y de las enfermedades (25).

Se plantea como hipdtesis que las pequefias variaciones en la expresion génica, debidas a las
distintas perturbaciones, las cuales pueden permitir identificar relaciones de expresion entre
distintos genes, y asi encontrar relaciones funcionales entre componentes del SUP y genes

vinculados a la etiopatogenia molecular del MM.

Objetivo
e Reconocer posibles componentes del SUP potencialmente involucrados en la patogenia

del mieloma mdltiple.

Metodologia

1. Se realizd una lectura detallada, y posterior presentacion grupal de trabajos cientificos
relevantes en el MM, con los cuales se confecciond una lista preliminar de los genes
implicados en la etiopatogenia del MM segun el conocimiento actual (junio de 2018)
(1) (28). Dicha lista consiste en una planilla en formato Excel donde se detallan para
cada gen la funcion normal (29).

2. Se chequed presencia o ausencia de cada gen de la lista en la base de datos de la
plataforma Malacards (8) (Anexol).

3. Se registro la correspondencia entre probesets del chip Affymetrix con los genes
humanos de la lista de genes asociados al MM.

4. Se cre6 una matriz donde se detalla la correlacion lineal entre la sefial de fluorescencia
correspondiente a los probesets que representan los ARNs codificados por los genes de
la lista de genes asociados al MM en el experimento Affymetrix con la totalidad de los
probesets del chip (58438). Para obtenerla se empled el programa Im en lenguaje R
incluido en la distribucién bésica de paquetes. Esto se realizd utilizando el algoritmo
gue se detalla en el Anexo 2. Este algoritmo devuelve para cada probeset los siguientes
datos; el coeficiente de determinacion (R2), el coeficiente de correlacion lineal de
Pearson (r), el valor p y el error en el coeficiente de regresion.

5. Se realizé la construccion de una red de relaciones de expresion centrada en los genes
asociados a la etiopatogenia del MM utilizando el programa Im en lenguaje R con los
paquetes igraph, rgefx, XML y Rook. Se usaron los coeficientes de regresion para
definir pesos entre nodos, resultando en una red de 37343 nodos y 133006 aristas no

dirigidas.



Se empled el programa Gephi el analisis estadistico de la red creada anteriormente. El
aspecto principal del analisis consistié en la identificacién. Se han propuesto varios
métodos para dividir una red en comunidades, como una forma de ajustar el nivel de
descripcion del sistema, pero también para identificar funcionalidades o relaciones
subyacentes, a menudo desconocidas, entre los nodos (30). El algoritmo empleado por
Gephi, se divide en dos fases que se repiten en forma iterativa. Primero, se asigna una
comunidad diferente a cada nodo de la red. Entonces, en esta particién inicial hay tantas
comunidades como nodos. Luego, para cada nodo A consideramos los vecinos B de Ay
se evalla la ganancia de modularidad que tendria lugar eliminando A de su comunidad
y colocandolo en la comunidad de B. El nodo A se coloca entonces en la comunidad
para la cual esta ganancia es maxima. Este proceso se aplica de forma repetida y
secuencial para todos los nodos hasta que no se pueda lograr mas mejoras. Esta primera
fase se detiene cuando se alcanza un méximo local de la modularidad, es decir, cuando
ningdn movimiento individual puede mejorar la modularidad. También se debe tener en
cuenta que la salida del algoritmo depende del orden en que se consideran los nodos. La
segunda fase del algoritmo consiste en construir una nueva red, cuyos nodos son ahora
las comunidades encontradas durante la primera fase. Para hacerlo, los pesos de los
enlaces entre los nuevos nodos estan dados por la suma del peso de los enlaces entre los
nodos en las dos comunidades correspondientes. Los enlaces entre nodos de la misma
comunidad conducen a bucles automaticos para esta comunidad en la nueva red. Una
vez que se completa esta segunda fase, es posible volver a aplicar la primera fase del
algoritmo a la red ponderada resultante e iterar (31). De este proceso resultaron un total
de 31 moddulos. Luego cada moédulo se subdividid en submddulos. A su vez estos
submédulos fueron separados segun tuvieran aristas con peso positivo 0 negativo. Se
confecciono una red simplificada utilizando el programa Gephi, para poder tener una
visualizacion mas grafica de la red, en la que se observan los médulos y sus principales
relaciones. Para realizarla se utilizd el gen més conectado de cada médulo y sus

conexiones. La red fue coloreada de acuerdo a su centralidad.
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Figura 2. Red simplificada por médulos

Andlisis biomédico; se prosiguid a seleccionar los probesets y a convertirlos con la base
de datos online BioDBnet (32) a unigene IDs, los cuales posteriormente se ingresaron
en Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID). DAVID
es un recurso bioinformatico que consiste en una base de datos bioldgicos integrados y
de herramientas analiticas destinadas a extraer sistematicamente el significado bioldgico
de grandes listas de genes o proteinas. Para el anlisis se tuvieron en cuenta solamente
los resultados significativos (False Discovery Rate (FDR) menor a 0.05).

Por otro lado se realiz6 una comparacion entre la lista de genes de cada uno de los
modulos y una lista de genes implicados en el SUP, esta Gltima se obtuvo de la
bibliografia y de estudios no publicados (Botti et al, manuscrito en preparacion)(33).La
comparacion fue realizada a través de la pagina web XLComparator (34). De esta
manera se obtuvo una nueva lista con genes que se encuentran tanto en los médulos
identificados como en el SUP. Se estudid al submddulo M7m1positivodado que cuenta
con pocos genes (29) en comin con el SUP. Se destaca la presencia de ARNs que
codifican la proteina CKS1B, ya que también se encuentra en la lista de genes asociados
al MM.

La lista de 29 genes pertenecientes al SUP y al submédulo M7m1positivo fue analizada
en la plataforma Reactome para identificar las vias en las que estos genes participan

segun el conocimiento actual (Figura 5). De este andlisis identificamos 5 genes sin
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participacion en ninguna via conocida. Estos fueron ENTHD1, NDFIP2, STXBP5L,
VPS13D y WDR17.

Resultados

Identificacion de genes asociados a la etiopatogenia del MM y de los grupos de
sondas (*'probesets’™) correspondientes. De acuerdo con la revision bibliografica
realizada identificamos articulos que proponen un conjunto de genes asociados a la
etiopatogenia del MM (1)(28). Destacamos los trabajos recientes que utilizan métodos
de andlisis de firmas mutacionales (35) y métodos relacionados, los que sefialan roles
etiopatogénicos para nuevos candidatos: como por ejemplo AID (36) . La mayoria de
estos nuevos candidatos no estaban presentes en la base de datos Malacards al momento
de la consulta (julio de 2018). En la Tabla I (ANEXO 1) resumimos la informacion
sobre genes asociados a la etiopatogenia del MM.

Célculo de regresiones lineales simples en R. Se uso la funcion Im de R para calcular
y estimar los parametros del modelo lineal:

yi = alfa + beta por xi + error

Donde y es la intensidad de fluorescencia correspondiente al probeset de referencia y x
es el valor de fluorescencia de otro probeset en la misma condicién i. Beta, error,
medida de ajuste (R2 = "2, de 0 a 1) y de significacion estadistica en comparaciones
simples (valor de p, de 1 a 0) fueron calculados en R y registrados en una tabla
individual segun el algoritmo que se muestra en el ANEXO 2. Luego los valores de beta
se registraron en una tabla Unica (disponible a solicitud por correo electrénico:

silvanadeleongomez@gmail.com y/o rocioestefanell@gmail.com).

Reconstruccion de la red parcial de expresidn usando igraph. Decidimos reconstruir
una red usando como nodos los probesets y como pesos de las aristas (interacciones) los
coeficientes angulares (beta). Se trata de una red que representa relaciones de expresion.
Si beta es significativamente mayor a cero hablamos de coexpresion, si beta es
significativamente menor a 0 de antiexpresién. Para reconstruir esta red, usamos
funciones de la distribucion bésica, el paquete igraph y paquetes de los que este
depende en R para reconstruir la red de coexpresion/antiexpresion parcial de acuerdo a
la matriz de n = 58438 por m = 34. El algoritmo empleado se detall6 en la seccion de
materiales y métodos. Decidimos simplificar la red, descartando aristas cuyo peso
absoluto fuera menor a 0,75, por lo tanto, la red con la que continuamos trabajando es

parcial.
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La red asi obtenida posee 37342 nodos y 131837 aristas, con un grado medio de aristas /
nodos 3,53 rango 1-34018.

Figura 3. Representaciones de la red completa

Visualizacion y analisis con Gephi de la red parcial de coexpresion. Generamos un
archivo de salida de R compatible con el formato de archivos de ingreso de redes de
Gephi (detalles en Materiales y Métodos) y representamos en el plano la red parcial de
relaciones de expresion usando el programa Gephi, como se muestra en la Figura 3.

A continuacidn, calculamos estadisticos globales e identificamos mddulos de probesets.
Inferencia de grupos funcionales usando DAVID. De acuerdo con el andlisis de
modulos realizado en Gephi (comentado en materiales y métodos) identificamos 31
modulos, de estos 11 (M15,M16,M18,M20,M21, M22,M23,M24,M25,M26,M27) estan
compuestos por un Gnico nodo y fueron analizados por separado. No se obtuvo ningin
resultado significativo en este andlisis.

Para los modulos restantes se generd una agrupacion basada en los temas mas repetidos
y significativos de los resultados de clustering obtenidos en DAVID (Figura 4). Estos
fueron: ribosomas, beta arrestinas, Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia
(HIF1A), procesos mitocondriales, relacion con la proteina MERLIN, procesos en
relacion al ARN y cadherinas. Ponemos concluir que en el MM se afectan varias vias

celulares.
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Modulo # Nodos C Resultados segiin DAVID Modulo FDR
PUBMED ID 259263833: Quantitative Proteomics Reveals Dynamic
Interactions of the Minichromosome Mai e Complex
(MCM) in the Cellular Response to Etoposide Induced DNA
Damage. 5.13E-04
Mo+ 118 1.0 PUBMED ID 23473034 GRSF1 regulates RNA processing in
mitochondrial RNA granules 0.00700521
64960:mitochondrial ribosomal protein S15(MRPS15) FDR 1.35E-
04 Mitocondria 5.57E-05
MO- | 414 [ 1.0 CGAP_EST_QUARTILE 5 and neck_neop _3rd Neoplasias 1.04E-31
GO:0000184-nuclear-transcribed mRNA catabolic process,
M1m0+ 7 0.744344470439003 nonsense-mediated decay 3.15E-05
6 Metabolismo del ARN,
UP_KEYWORDS Ribosomal protein FDR ribosoma 7.01E-05
Mlmo-_ | s | | Sin resultados relevantes. | |
Miml+ | 25 | | Sin resultados relevantes. | |
MIMI1- | 13 | | Mitochondrion | Mitocondria | 0.01094116
Mlm2+ | 31 | | Sin resultados relevantes. T T
Mlm2- | 20 I I GO:0044429-mitochondrial part I Mitocondria I 0.01094116
PUBMED ID 25963833: Quantitative Proteomics Reveals Dynamic
Interactions of the Minichromosome Mai: e Complex
M1m3+ 14 (MCM) in the Cellular Response to Etoposide Induced DNA
Damage. 0.003473492
6224:ribosomal protein S20(RPS20) Ribosoma 1.07E-04
Mlm3- 3 | Sin resultados significativos.
PUBMED ID 24457600: The central role of EED in the
orchestration of polycomb group complexes. 2.05E-08
PUBMED ID 25324306: hnRNPA1 couples nuclear export and
translation of specific mRNAs downstream of FGF-2/S6K2
signalling. 0.025816121
PUBMED ID 25147182: Quantitative Lys-e-Gly-Gly (diGly)
proteomics coupled with inducible RNAi reveals ubiquitin-mediated|
proteolysis of DNA damage-inducible transcript 4 (DDIT4) by the
E3 ligase HUWEL. 2.21E-07
2 Polycomb, boli del
M2m0+ 169 0.775560441479816 ARN, HUWEL, HIF1A,
PUBMED ID 17620599: Functional specialization of beta-arrestin mitocondria
interactions revealed by proteomic analysis. 1.28E-02
PUBMED ID 23398456: The P-body component USPS2/PAN2 is a
novel regulator of HIF1A mRNA stability. 2.24E-05
GOTERM_CC_5 GO:0098798-mitochondrial protein complex 4.95E-11
GOTERM._MF_4 GO:0003723~RNA binding 1.05E-04
GOTERM_BP_FAT GO:0006402-mRNA catabolic process 0.00166344
M2m0- I 35 I I Sin resultados significativos. I I
M2ml+ | 125 | | Sin resultados relevantes. | |
PUBMED ID 23398456: The P-body component USP52/PAN2 is a
novel regulator of HIF1A mRNA stabili 2.98E-17
PUBMED ID 25147182: Quantitative Lys-¢-Gly-Gly (diGly)
proteomics coupled with inducible RNAi reveals ubiquitin-mediated
proteolysis of DNA damage-inducible transcript 4 (DDIT4) by the
E3 ligase HUWEL. 2.15E-12
M2Zml- 69 PUBMED ID 17620599: Functional specialization of beta-arrestin
interactions revealed by proteomic analysis 3.56E-09
PUBMED ID 24457600: The central role of EED in the
orchestration of polycomb group complexes 6.72E-09
PUBMED ID 26549023: The scaffold protein KSR1, a novel
therapeutic target for the treatment of Merlin-deficient tumors HIF1A, HUWEL, arrestinas, 2.64E-07
PUBMED ID 22658674: Insights into RNA biology from an atlas of Polycomb. Merlin,
mammalian mRNA-binding proteins metabolismo del ARN 9.32E-06
M2Zm2+ 24 BIOGRID_INTERACTION 6218:RPS17-ribosomal protein 817 Ribosoma 8.71E-04
PUBMED ID 17620599: Functional specialization of beta-arrestin
M2m2- 32 interactions revealed by proteomic analysis Arrestina 0,0200694364205962
M2Zm3+ 2 Sin resultados significativos.
G0O:0022626~cytosolic ribosome 1.03E-07
PUBMED ID 23398456: The P-body component USP52/PAN2 is a
novel regulator of HIF1A mRNA stability. 9.79E-05
PUBMED ID 25324306: hnRNPA1 couples nuclear export and
translation of specific nRNAs downstream of FGF-2/56K2
M2Zm3- 18 signalling. 1.28E-04
PUBMED ID 20020773: Global analysis of TDP-43 interacting
proteins reveals strong association with RNA splicing and
translation machinery. 0.001384258
Ribosoma, HIF1A,
PUBMEDID 17620599: Functional specialization of beta-arrestin metabolismo del ARN,
interactions revealed by proteomic analysis arrestinas 0.005597954
M3m0+ | 18 | | Sin resultados relevantes. | |
MIm0- I 5 I I Sin resultados significativos. I I
M3ml+ | 22 | | Sin resultados relevantes. | |
PUBMED ID 20020773: Global analysis of TDP-43 interacting
proteins reveals strong association with RNA splicing and
translation machinery. 0.00146527
M3ml- 5 . 744344470439093
PUBMED ID 23398456: The P-body component USPS2/PAN2 is a Metabolismo del ARN,
novel regulator of HIF1A mRNA stability. HIF1A 0.00467188
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PUBMED ID 23398456: The P-body component USP52/PAN2 is a

novel regulator of HIF1A mRNA stability. $,93E-09
M3m2+ 110 PUBMED ID 22681889: The mRNA-bound proteome and its global
occupancy profile on protein-coding transcripts. 7.44E-07
PUBMED ID 26549023: The scaffold protein KSR1, a novel HIF1A, metabolismo del
therapeutic target for the treatment of Merlin-deficient fumors ARN, Merlin 6,75E-05
M3m2- | 04 | [ Sin resultados relevantes. | |
Ma+ | 890 [0.0000000900000004 Sin resultados relevantes. | |
M4 1447 [ GO:0022613~ribonucleoprotein complex biogenesis | [ 4.58973E-07
- GO0:0003723~RNA binding | Metabolismo del ARN | 0.000171558
PUBMED ID 19953087: Comparison of substrate specificity of the
M5+ 528 -9900000000000003  ypiquitin ligases Nedd4 and Nedd4-2 using proteome arrays. 0,03802945
Ubiquitinacion,
G0:0016070~RNA metabolic process del ARN 0.007946461
M- | 1242] [ Sin resultados relevantes. | |
Mo+ | 573 | [ GO0:0005739~mitocheondrion | Mitocondria | 1.16E-10
PUBMED ID 22751105: Multiple myeloma-associated
M6- 430 .7101582559579194 chromosomal translocation activates orphan snoRNA ACALlL to
suppress oxidative stress. 6.63873E-06
GO:0003723~RNA binding Metabolismo del ARN 1.82077E-12
3921:RPSA-—ribosomal protein SA 1.05046E-18
M7mo+ 19 .775560441479816¢ . cne .
PUBMED ID 23398456: The P-body component USP52/PAN2 is a
novel regulator of HIF1A mRNA stability. Ribosoma, HIF1A 1.66533E-13
MTml+ 244 Sin resultados relevantes.
M7ml- 21 Sin resultados significativos.
MSm0-~+ 10 Sin resultados siguificativos.
MSm0- 10 Sin resultados siguificativos.
G0:0003723-RNA binding 1.61E-22
MSml+ 708 |7755604414798161 PUBMED ID 24457600: The central role of EED in the Metabolismo del ARN,
orchestration of polycomb group complexes. Polycomb 4.20E-25
21690:brain_neoplasia_3rd 0.00E-19
MSml- 201 PUBMED ID 10835267: Phylogenetic analysis of the cadherin
superfamily allows identification of six major subfamilies besides
several solitary members. Cadherinas
PUBMED ID 22658674: Insights into RNA biology from an atlas of
mammalian mRNA-binding proteins. 5.00E-28
MO+ 885 M i del ARN
PUBNMED ID 22681889: The mRNA-bound proteome and its global
occupancy profile on protein-coding transcripts.
PCDHG $.05E-26
M- 2420 PUBMED ID 10835267: Phylogenetic analysis of the cadherin
superfamily allows identification of six major subfamilies besides
several solitary members. Cadherinas 0.27E-16
M10+ 266 GO:0005743~mitochondrial inner membrane Mitocondria 5.86E-10
21669:brain_neoplasia_3rd 1.52E-21
60441470816 PUBMED ID 10835267: Phylogenetic analysis of the cadherin
superfamily allows identification of six major subfamilies besides
MI10 - 1085 several solitary members. Cadherinas $.15E-18
M1+ 340 60441479816 Sin resulfados relevantes.
PUBMED ID 17620509 Functional specialization of beta-arrestin
MI11 - 403 interactions revealed by proteomic analysis. Arrestinas 2.71E-05
PUBMED ID 24711643: Identifying biological pathways that
MI12+ 202 underlie primordial shert stature using network analysis. 8.06E-00
white blood cells_monocyte_3rd T ion 0.04664048
PUBMED ID 10662547: Genomic organization of the family of
CNR cadherin genes in mice and humans. 3.60E-15
2- 7
M2 103 -999999999999999)  pUBMED ID 10835267: Phylogenetic analysis of the cadherin
superfamily allows identification of six major subfamilies besides
several solitary members. 1.33E-08
PCDHA Cadherinas 1.12E-18
M3+ | 1026 | | PCDHG | Cadherinas | 1.09E-25
M13- | 1325 I\].ouyogyognognggﬂ Transcription r i | Metabolismo del ARN | 0.006313435
PUBMED ID 23125841: Characterization of staufenl
ribonucleoproteins by mass spectrometry and biochemical analyses
reveal the presence of diverse host proteins associated with human
M4+ 1043 775560441479816 immunodeficiency virus type 1. 3.20E-10
G0:0003723-RNA binding 7.45E-32
PUBMED ID 22658674: Insights into RNA biology from an atlas of| Ribosoma, metabolismo del
mammalian mRNA-binding proteins. ARN 1.25E-50
Mld- | 501 | [ Sin resultados relevantes | |
MI17+ | 4268 J0.9000000900000004 Sin resultados significativos. | |
MI17- | 5061 | [ GO:0016070 RNA metabolic process [ Metabolismo del ARN | 7.62E-06
MI10+ | 465 .7755604414798164 PCDHG | Cadherinas | 3.24545E-31
M1o- | 703 | [ PCDHG | Cadherinas | 0.51709E-23
_ [ PCDHG | | 1.43146E-27
M28+ 053 - = n . .
[ G0:0016052—carbohydrate catabolic process | Cadherinas | 0.01019607
PCDHA 1.77636E-13
M28- 2308 PUBMED ID 10817752: Cadherin superfamily genes: functions,
genomic organization, and neurologic diversity. 1.62E-14
CGAP_EST_QUARTILE _21672:brain_neoplasia_3rd Cadherinas 1.17E-18
M29- | 1116 J0.9909999999999904 Sin resultados relevantes. | |
M30+ | 2412 | [ Sin resultados relevantes. | |
30 2412 1o [ PCDHG | | 4.0503E-24
o T i [ PCDHA | Cadherinas | 7.08E-16

Figura 4. Resumen de resultados
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El metabolismo del ARN estaria significativamente relacionado con el grupo de
modulos M8m1+, M9+, M14+ y M30+.En el M8m1+ el gen central es el APOBEC3B,
un miembro de la familia de genes que codifica proteinas encargadas de la edicion del
ARN vy del crecimiento y control del ciclo celular (29) Ademaés, actia como un
inhibidor de la replicacion de retrovirus y la movilidad de retrotransposones a través de
mecanismos dependientes e independientes de la actividad deaminasa (29).

CCND1 codifica para una proteina perteneciente a la familia de las ciclinas. La
mutacion, la amplificacion y la sobreexpresion de este gen se observa frecuentemente
involucrado en la tumorogénesis (29).

Los moédulos M14+ y M8ml+ se pueden agrupar funcionalmente porque sus
componentes se pudieron asociar significativamente con una publicacion sobre el
sistema de regulacion epigenética de la proteinas del grupo policomb (37), este grupo de
proteinas intervienen como parte de la regulacion epigenética de la transcripcion
durante la diferenciacion celular, la pluripotencia de células madre y la progresion
neoplésica (29).

Asi mismo el M30+ tiene como gen central ANP32E que codifica para una histona
chaperona que interviene especificamente en la degradacion de la histona H2A (29).
Esta es un blanco del grupo de proteinas Policomb para conseguir la regulacion
epigenética (37).

Los médulos M2m1-, M5+ y M12+ se pueden agrupar por estar enriquecidos en el
proceso de ubiquitinacion. el gen central del M2m1- es COBLL1 relacionado con la
resistencia farmacolégica y la transformacion blastica en la leucemia mieloide cronica
(38). BLC9, el gen central de M5+, es un gen que participa de la transduccion de
sefiales a través de la via Wnt promoviendo la actividad transcripcional y que se ha
reportado es objeto de translocaciones en tumores malignos de células B donde se
evidencian anomalias de 1921 (39). El gen central del M12+ es NSD2, para el que se
han reportado siete variantes de splicing que dan lugar a al menos tres proteinas
(MMSET1, MMSETII y RE-IIBP) las que juegan un papel importante en el desarrollo.
Esta estd en la base de la etiopatogenia del MM por la traslocacion 4,14 y del sindrome
de Wolf Hirschhorn (WHS) que se da por una delecion del brazo corto distal del
cromosoma 4 (29).

El andlisis de lista de genes en modulos en DAVID permite agrupar funcionalmente a
los moédulos M2mO+, M2ml-,M2m3-M3ml-M3m2+ y el M7mO+, los que se
caracterizan por estar enriquecidos por componentes de la via de HIFLA. Este grupo

funcional (grupo “HIF1A”) se superpone parcialmente con el grupo anterior
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(“ubiquitinacion”). Para el M2m3 el gen central es TRAF2, que regula la activacion de
NF-kappa-B y JNK y desempefia un papel central en la regulacion de la supervivencia
celular y la apoptosis. Tiene actividad de ubiquitina-proteina ligasa E3 donde promueve
la ubiquitinacién de proteinas diana al ponerlas en contacto con otras ligasas de
ubiquitina E3 (29). En M3m1 CCND3 es el gen central; este codifica para una proteina
perteneciente a la familia de las ciclinas la cual es necesaria para la transicion del ciclo
celular de G1 a S (29). M7 tiene como gen central HOXB3 que codifica una proteina
que funciona como un factor de transcripcion especifico de secuencia involucrada en el
desarrollo. El aumento de la expresién de este gen se asocia con leucemia mieloide
aguda (29).

En la agrupacion de las cadherinas estarian implicados los médulos M8m1-, M9-, M10-
, M12-,M13+,M19+, M19- M28+,M28-,M29+ y M30. M8m1 tiene como gen central
APOBEC3Bdel cual ya nos referimos anteriormente al igual que el M9 con CCND1, el
M10y M12 con NSD2, y el M30 con ANP32E. M13 tiene como gen central el FGFRS3,
que codifica un miembro de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos
(FGFR) (29). M19 posee como gen central el EGR1, que regula la transcripcion de
numerosos genes dianas, desempefiando un papel importante en la regulacion de la
respuesta a los factores de crecimiento y al dafio al ADN. Ademas de esto juega un
papel en la regulacién de la supervivencia celular, activa la expresion de p53 y TGFB
por lo que ayuda a prevenir la formacion de tumores (29). M28 tiene como gen central
el gen ATP1A2, miembro de la subfamilia p5 de las ATP-asas, su funcion es transportar
cationes inorganicos y otros substratos. Se relaciona con la enfermedad de Parkinson
(29). M29 tiene como gen central al ATP13A2, que codifica un miembro de ATP-asas
gue transportan cationes inorganicos y otros sustratos desempefiando un papel en la
homeostasis de los cationes intracelulares y el mantenimiento de la integridad neuronal.
También es necesario para un adecuado mantenimiento lisosomal y mitocondrial
(29).Ademas, en otros mddulos (M9-, M12-, M13+, M19+, M19-, M28+, M28-, M30-)
resultaron significativas las protocadherinas en cluster (PCDH).

En la agrupacion funcional “beta arrestinas” se incluyeron M2m2- , M2m3- y M11-. El
gen central perteneciente al modulo M2m2 es el FAM46C también denominado
TENTS5C (Terminal Nucleotidiltransferasa 5C), es una probable nucleotidiltransferasa
que puede actuar como una poli (A) ARN polimerasa no canonica. Las enfermedades
asociadas con este gen incluyen mieloma mdaltiple (29). En M2M3 el gen central es
TRAF del cual ya nos referimos anteriormente en el M2m3, lo mismo sucede con el

M11 con COBLL1 ya mencionado en los médulos M2m0 y M2m1.
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En la agrupacion funcional referente a ribosoma, se hace referencia principalmente a las
proteinas ribosomales, procesos relacionados al ARN ribosomal. Los modulos
implicados en esta categoria son M1MO+, M1M3+, M2M3-, M14+. EI M1MO tiene
como gen central COBLL1 que ya fue descrito anteriormente, como es el caso de
M1M3 con APOBEC3D y APOBEC3B, M14 con su gen central que es el CCND1, y
M2M3 con el gen central TRAF2. En esta categoria el control del ciclo celular juega un
rol fundamental, tanto el M2M3 como en el M14 los genes centrales tienen roles en el
ciclo celular en diferentes puntos.

Haciendo referencia a la agrupacion de la mitocondria se destacan los médulos M6 y
M10. El gen central de ambos es el NSD2 que ya fue comentado anteriormente.

Por ualtimo, en la agrupacion relacionada a las proteinas MERLIN estd solamente el
modulo M3m2, que tiene como gen central al BCLIL. Se encontr6 como relevante en el
andlisis de este médulo un articulo que hace referencia a la proteina MERLIN.
Construccion de una hipdtesis de trabajo a validar experimentalmente. Como fue
explicado en Materiales y Métodos, se disefi6 un modelo de regulacién de CKS1B,
utilizando las cinco proteinas gue no se asocian a ningdn proceso metabolico:
ENTHD1, NDFIP2, STXBP5L, VPS13D y WDR17 (Figura 5). A través de interpro, se
analizaron los dominios de dichas proteinas para asociarlos a funciones de proteinas
homologas familiares con PFAM. Mediante este proceso se obtuvo que el gen WDR17,
que codifica para una proteina del mismo nombre, la cual se une a un complejo formado
por SKP1-CULLIN-FBOX, que tiene actividad E3 ligasa y cumple funcién de andamio;
se encuentra implicada en sefializacion, regulacion de transcripcion, control del ciclo
celular y apoptosis. ENTHDL1 codifica para la proteina ENTD1, que tiene dominios
Inositoltrifosfato (IP3), Fosfatidil Inositoltrifosfato (PI3P) y tubula liposomas; por lo
gue su ubicacidn estaria préxima a la superficie de las membranas.

NDFIP2 codifica para la proteina NFIP2, una proteina transmembrana de los
endosomas que se une y afecta la actividad de NEDD4 de ubiquitinligasas E3.
STXBP5L (Sintaxinabindingprotein 5 like) codifica para la proteina STB5L, que
contiene varios dominios WD y un dominio N-SNARE terminal que lo conecta a la
membrana. Se une a la Sintaxina 19 y forma curvaturas en la membrana favoreciendo la
endocitosis.

VPS13D codifica para VP13D, una gran proteina que contiene un dominio UBA
(Asociado a Ubiquitina), se encuentra ubicada en las vacuolas y se asocia con el

reciclado de las proteinas. Esta involucrada con la reparacion del ADN NER vy el
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control del ciclo celular. Une poliubiquitinas, las dirige al proteasoma 26S vy limita la

elongacion de las mismas.

Tomando en cuenta esta informacion se plantea una hipdtesis de la regulacién de

CKS1B (Figura 6).
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Figura 5. Heat map. 1-R-HSA-453279.3 Mitotic G1-G1/S phases. 2- Transcriptional regulation
by RUNX1. 3-Signaling by NOTCH4. 4- Regulation of RUNX2 expression and activity . 5-
Hedgehog 'on' state. 6- Regulation of mitotic cell cycle. 7- ABC-family proteins mediated
transport. 8- Defective CFTR causes cystic fibrosis. 9- E3 ubiquitin ligases ubiquitinate target
proteins. 10- Asparagine N-linked glycosylation. 11- Interleuquin 4 and interleuquin 13 signaling.
12- ESR-mediated signaling. 13-Deubiquitination. 14- Factors involved in megakaryocyte
development and platelet production. 15- TCR signaling. 16- Major pathway of rRNA processing
in the nucleolus and cytosol. 17- Cilium Assembly. 18- Neddylation. 19- Nucleotide Excision
Repair. 20- Eukaryotic Translation Initiation. 21- Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic.
22- Class | MHC mediated antigen processing & presentation. 23- SRP-dependent
cotranslational protein targeting to membrane. 24- Apoptotic execution phase. 25-Cellular
response to heat stress. 26-Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol. 27-
Nucleosome assembly. 28- Fanconi Anemia Pathway. 29- Proceso desconocido
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Figura 6. Modelo de degradacion coordinada de CKS1B.

La proteina CKS1B podria tomar dos caminos posibles: llevar a cabo su funcién (transicion
mitdtica G1-G1/S) o ingresar a su proceso de degradacion. Dicha degradacion estaria mediada
por un proceso de endocitosis, que comenzaria tras una defosforilacion de NFIP2. En el
endosoma temprano ocurriria una interaccion de CKS1B con WDR17, el cual tiene una funcién
de andamio y permite la interaccion con SKP1-CULLIN-FBOX facilitando asi la formacion del
complejo E3 ligasa, y junto con K63 poliubiquitinaria al sustrato CKS1B. Luego de la
formacién del endosoma intermedio, la CKS1B/K63, interactla con STB5L, que posiblemente
recluta un complejo E3, que lo poliubiquitinaria en conjunto con K48, generando una
poliubiguitinacién ramificada. Permitiendo de esta manera, la degradacion por el proteasoma
26S. Por otra parte la proteina VP13D poliubiquitinada, cede su cadena de ubiquitinas al
endosoma intermedio, el cual es fagocitado por una vacuola autofagica, con ENTD1 como
intermediario. VP13D se reciclaria parra volver a cumplir dicha funcion. Hay estudios que
plantean que el aumento de la autofagia esta asociada con la transicién G1 / S retrasada del ciclo
celular (40).

Discusion

En base al experimento realizado mediante el método de medicina de redes se descubrieron
posibles agrupaciones biol6gicas con importancia funcional en la patogenia del MM, esto quiere
decir la reconstruccién de redes de coexpresion y antiexpresion en base al caculo de regresiones

lineales simples es capaz de extraer informacion funcional.
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Grupos funcionales en submodulos y su posible relevancia en el Mieloma Mdltiple

A efectos de esta monografia se seleccionaron algunos de los hallazgos que se consideraron de
mayor relevancia de acuerdo con los resultados del andlisis de submodulos en DAVID, los que

a continuacién discutimos:

Una de las agrupaciones mas relevantes es la referente a las cadherinas. 10 submdédulos de un
total de 58 presentaron enriquecimiento significativos en RNAs que codifican para cadherinas o
protocadherinas  (Figura 4). Las cadherinas forman una superfamilia con al menos seis
subfamilias, que se pueden distinguir sobre la base de la composicién del dominio de la
proteina, la estructura gendémica y el analisis filogenético de las secuencias de la proteina (41).
Tienen un rol importante en eventos especificos de adhesion célula-célula, su expresion parece
estar bien regulada durante el desarrollo y cada tipo de tejido o célula muestra un patrén
caracteristico de moléculas de cadherina particulares. En las neoplasias humanas se conoce
como la regulacion inadecuada de sus niveles conduce a una invasion de células cancerosas
agravadas y a la metastasis. Al igual que las inmunoglobulinas y los receptores de células T, la
familia del receptor neuronal relacionado con cadherina (CNR) cuenta con regiones constantes y
variables que mediante splicing generan productos genéticos diversificados. Por lo que
comprendiendo mejor estos cambios podrian extrapolarse en ambos sistemas para obtener nueva
informacion acerca de como se regulan de forma diferenciada en las neoplasias. Por otra parte,
las PCDH son un grupo de glicoproteinas de superficie de las neuronas que se expresan en
regiones especificas del sistema nervioso central. Consisten en méas de 50 genes, codificados por
tres clusters de genes muy relacionados entre si: alfa, beta y gama. A través de splicing
alternativo se generan multiples isoformas alfa y gama, lo que potencialmente genera una
enorme variabilidad en moléculas de la superficie celular. Fueron estas formas alfa y gamma las
que tuvieron mas relevancia en nuestros resultados (42). La protocadherinas alfa y gamma,
estan ubicadas en el cromosoma 5 con una organizacion genémica inusual similar a la de los

grupos de genes del receptor de células B y células T (42).

Existen estudios que revelan que las cadherinas juegan un rol en promoviendo la proliferacion y
supervivencia del mieloma de las células de la médula dsea (43). Otros autores plantean que la
inhibicion de las N-cadherinas aumentaria la proliferacion de las células madre del cancer (44).
Es bien conocido que los niveles séricos de E-cadherina circulantes tienen implicancias
pronosticas (45). Por lo tanto, se podria plantear que el aumento en la expresién de las
cadherinas tendrian un rol en la proliferacién celular en la MO, y su disminucion podria estar

implicada en la evasion de la MO y metéastasis.
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Como puede verse en la Figura 4, un 5.2% de los submddulos vinculé la patogenia molecular
del MM con el sistema de proteinas policomb de regulacién epigenética. Las proteinas
Policomb constituyen otro de los mecanismos implicados en la regulacion del ciclo celular es la
accion de las proteinas Policomb en la regulacién del ciclo celular. Dentro del complejo
Polycomb2 se incluye al promotor de zeste 2 (EZH2), a su homologo EZHL1, al supresor de
zeste 12 (SUZ12) y al embryonic ectoderm development (EED). De estos destacamos al EZH?2
por su rol en el silenciamiento de genes mediante la metilacion de la histona 3 (46). Mutaciones
que causan la perdida de funcion de EZH2 se encontraron relacionadas con las neoplasias

mieloproliferativas, por lo que se plantea que este podria ser un target para futuros estudios.

Ademas, en un 3,4% de los resultados arrojados por DAVID se menciona la proteina HUWEL,
por lo que se plantea que la bisqueda de un nuevo sustrato de la E3 ligasa, enzima que media la
especificidad de las reacciones dirigiendo a las E2 a las proteinas blanco, podria proporcionar
un método para regular distintos procesos celulares. Por ejemplo la proteina HUWEL, que
interactGa con y regula la ubiquitinacion y la estabilidad de la transcripcion inducible por dafios

en el ADN 4 (DDIT4) y esta implicada en el cancer y las discapacidades intelectuales (47).

El HIF1A, regula la respuesta celular a la hipoxia y esta implicado en la progresion del cancer.
Si bien se conoce su respuesta al oxigeno se sabe menos sobre el destino de su ARNm. La
enzima desubiquitinante USP52 acttia como un regulador importante al disminuir la eliminacién
del HIF1A por el SUP. Los niveles de ARNm de HIF1A se reducen ante la disminucion de
USP52, llevando a una menor cantidad de dianas hipdxicas reguladas por HIF1A. Lo que
disminuiria las vias que promueven la angiogénesis, necesarias para la progresion tumoral (48).
De este modo se propone que al actuar selectivamente sobre la USP52 se podria reducir este

mecanismo.

Dentro del sistema inmune se encontr6 la relacion entre el receptor de quimioquinas CCR1, que
se expresa de forma endogena en las membranas celulares de una amplia gama de tipos de
células inmunoldgicas, y las beta arrestinas. Estas son proteinas citosolicas responsables de la
supervivencia de los linfocitos T y ademas son un factor importante en ciertas enfermedades
autoinmunes como es el caso de la esclerosis multiple, ya que aumenta la susceptibilidad a la
autoinmunidad (49).Acttan principalmente regulando a la baja la accion del grupo mas grande
de receptores transmembrana celulares al "desensibilizarlos" inhibiendo estéricamente la
activacion de la proteina G. Ademas, cumple funciones importantes en la endocitosis de
receptores mediada por clatrina. Como se sabe que el ARNm de la quimioquina CCL3 se
encuentra aumentada en la médula Gsea en pacientes con enfermedad 6sea por mieloma, se

demostré que al inhibir el CCR1 se impide la formacién de osteoclastos y por lo tanto se
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disminuye la destruccion 6sea (49). Este mecanismo aln no esta disponible para su uso clinico,
pero se cree que podria ser empleado como tratamiento de las complicaciones Gseas del
mieloma en un futuro cercano.

MERLIN es una proteina supresora de tumores; sus mutaciones se han identificado en multiples
tumores benignos y canceres malignos. La pérdida de funciéon de la proteina lleva a una
sobreexpresion de KSR1. Este es necesario para la entrada al ciclo celular inducida por el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) ademas estd involucrada en muchos fenotipos
patoldgicos causados por la pérdida de MERLIN, a saber, la morfologia multipolar, la adhesion
mejorada de la matriz celular, la adhesién focal y, lo mas importante, el aumento de la

proliferacion y la supervivencia.

MERLIN desempefia un papel crucial en la regulacion de varios componentes del
microambiente de la MO, incluidas las células estromales, las células endoteliales y los
osteoblastos, generando su proliferacion (50). Teniendo en cuenta esta informacidn se plantea la
posibilidad de que alteraciones en esta proteina puedan dar un aumento en la supervivencia y
proliferacion de los precursores de células B asi como un funcionamiento aberrante en los

osteoclastos. (50).

Modelo Hipotético de Regulacion y Coordinacion de la Autofagia y del Pasaje G1/S.
Ademas de descubrir importantes asociaciones funcionales de grupos génicos con subdominios
liderados por genes asociados al MM, pudimos mapear componentes del SUP en cada uno de
los submdédulos. Dado que la regulacion de la expresion de CKS1B es desconocida y en el
Mieloma Multiple se ha observado un aumento de su nimero de copias (51), propusimos un
modelo hipotético que logra vincular CKS1B con un grupo de componentes del SUP presentes
en su mdédulo que son huérfanos de via segin reactoma. En dicho modelo hipotético
proponemos que CKS1B que participa de la regulacion del pasaje G1/S y participa también de
la regulacién de su propia degradacion y de la degradacion de organelos membranosos junto con
los componentes huérfanos del SUP, llevando a una coordinacién de la autofagia, la
degradacion proteasomal y el ciclo celular. Alrededor del 35-40% de los pacientes con MM
presentan duplicaciones del brazo largo del cromosoma 1 que se relacionan con CKS1B. El
mecanismo subyacente a la amplificacion de 1q se cree que involucra inestabilidad de la regién
pericentromérica 1912 y translocaciones de todo el brazo 1q, que podrian estar relacionadas con

la hipometilacion especifica del pericentromérico 1g12.

Posteriormente se podrian plantear varios experimentos para poder verificar esta hipotesis, por
ejemplo, se podria buscar con anticuerpos especificos para estas proteinas la colocalizacion en

endosomas. Otros experimentos podrian estar basados en la expresion de dominantes negativos,
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es decir expresar proteinas con algunas fallas que no puedan cumplir su funcién y provoquen

una detencion en la via.
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Figura 7. Este modelo representa las mutaciones coexistentes mas frecuentes que impulsan la evolucion
clonal desde MGUS hasta MM. Figura obtenida de “Genomic complexity of multiple myeloma and its
clinical implications”. Se observa en las mutaciones non-HRD la ganancia en el brazo largo del
cromosoma 1 en color azul. (1).

Conclusiones

El andlisis que asocia datos de expresion ricos en informacion, listas de genes con rol
patogénico y listas de componentes del SUP de acuerdo con métodos de medicina de redes,
arrojo nuevas informaciones sobre grupos funcionales y potenciales mecanismos que estan
actualmente siendo investigados por diversos laboratorios en el mundo entero. Este tipo de

investigaciones permiten elaborar modelos a ser validados en forma experimental.
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Anexos

ANEXO 1. Tabla de genes asociada a la etiopatogenia del MM

Identificador ==
= Presente en - Mutacién en
Gen Nombre Funcién Malacards | Piblicode MM
probesets
La Desaminasa Inducida por Activacion inicia las reacciones de
Hipermutacion Somatica (SHM) y cambio de Isotipo (CSR). responsables de
1a diversificacion secundaria de anticuerpos. Ademas, ATD promueve la
Deaminaca de citidina gmagcic’m de l.ranslocacicﬂu cro.n_losc'smicas.coﬂ potencial li.nfo_n?agénico.
AICDA inducida por activacién Estudios enfatizan que la repulacion de los niveles de AID es critica para
determinar su funcion, tanto en la respussta inmune como en la generacion de NM_020661,
lesiones oncogénicas. Los resultados obtenides indican que la actividad de BCOD6296 (no
AID es contexto celular dependiente, lo que presumiblemente estd asociado a seincloyeron  |Hipermutacion
proliferacion celular. NO en el trabajo) | somdtica
Fosfoprotaina nuclear Histona chaperona que intervizne especificamente en la eliminacion dz la NM_030020
ANP32E |dcida 32, miembro de la histona H2A 7./ HXAFZ en todo el genoma del nucleosoma: Inhibe la (M30), Amplificacion
familia E actividad de la proteina fosfatasa 24 (PP2A). No inhibe la proteina fosfatasa AWe12574 del brazo largo
1. Puede desempefiar un papsl en el desarrollo cerebelose v la sinaptogénesis. NO (M3 del cromosoma 1
Subunidad 3A catalitica de |La proteina codificada por este gen carece de la actividad de union al zinc de
APOBEC3A |enzima de edicion de MEN| otros mismbros de la familia. La proteina desempefia un papel enla I
de apolipoproteina B inmunidad, al restringir la lran&mli::idn de ADN ;tra.ﬁo. iﬁ.c los virus. NM_004900 | Translocacién
' - ' NO (M8), U03891 [14;16
Subunidad 3B catalitica de Eﬁ:;omw
APOEECIE méi;if:ﬁ;;xm'\ Se cree que las proteinas pueden ser enzimas de edicién de ARM y tienen NM_1352426 | Translocacidn
- funciones en el crecimiento o control del ciclo celular. NO (1), U03891 1416
Gen que codifica un miembro de 1a subfamilia de las ATPasas que transporta
A TPaca 1347 cationes inorginicos y otros sustratos desempefiando un papelenla
ATPI3A2 _tramportad-ora de cationes homeostasis de los cationzs intracelularss v el mantanimisnto ds la intzpridad WVariaciones en
neuronal. Tambign es requeride para un adecuado mantenimiento lisosomal v NM_022089  |nucleotido
mitocondrial. NO (W20 simple del CRE
NML 004326
(I,
Gen cuya funcion es desconocida Puede ser un objetive de translocacion en AL333062
BCL2 B Cell CLL Lymphoma 3 tumores malignos de células B con anomalias dz 121 (M3), Amplificacion
BG431877 del brazo large
NO (LT E)] del cromosoma 1
La proteina codificada por este gen regula una amplia gama de procesoes
biologicos, incluida la homeostasis del hierro, el desarrollo de 1a grasa v los
EMP6 Bone Morphogenetic huesos y la ovnlacion. La expresion diferencial de este gen puede estar ATS63063
Protein 6 asociada con la progresion del cincer de mama y de prostata. Las mutaciones (M17), Translocacionss
e este gen pueden estar asociadas con la sobracarga de hisrro en pacientas NM_001718  |que afectan al
humanos NO (M1) Mye
Gen que codifica una proteina que dilata una varisdad de vasos incluyendo la
_ vasculatura coronaria, cerebral v sistémica. Su abundancia en el SNC tambin
Calcitonin Related . - . -
CAICB . apunta hacia un papel de neurotransmisor o nenromodulador Péptido .
Polypeptide Beta . - P . Variacion en
relacionado con la caleitoning, beta, 3.8 kDa, expresado en partes del sistema D -
nervieso y endocrino, vasodilatador potente e hipotensor. AATTST auclestido
- j ' NO MO0y simple del CRE
La proteina codificada por este gen pertenace a la familia de ciclinas altamente
conservadas. Esta ciclina forma un compleje que funciona come una
- subunidad reguladora de CDR4 o CDES, cuva actividad se requiere para la
CCND1 - |Cyelin D1 transicion G1 / S del ciclo cetular. Se ha demostrado que esta proteina BCO000T6
interacttia con la proteina suprezora de tumores Rb v 1a expresion de este gen (M9). M73534 | Translocaciones
estd rapulada positivaments por Bb. 51 (M14) 11;14
La proteina codificada por este gen pertensce a la familia de ciclinas altamente
I conservada Componente regulader del complejo ciclina D3-CDK4 (DC) que AL333425
COND3 | Cyclin D3 fosforila e inhibe a los mismbros de la familia de proteinas retinoblastoma (3),
(FB) que incluye RB1 v regula el ciclo celular durante la transicion G (1) / 5. NM 001760  |Translocaciones
Estas ciclinas funcienan como reguladeres de las quinasas CDEL 51 (1) 6;14
- e Amplificacion
CKS1B Eiiﬁi”;:;ﬁﬁ; Codifica 1 proteina KS1B que se une 2 la subunidad catalitica de las NM 001826 |del brazo largo
= N quinasas dependientes de ciclina v es esencial para su funcion biologica. NO T del cromosoma 1
AAL150107
(1),
AK002054(M3
Gen de codificacion de proteinas. Las enfermedades asociadas con COBLLI ).
COBLL1 Cordon-Bleu WH2 Repeat |incluyen epilepsia, lobulo temporal familiar y sordera no sindromica ligada al BCO062642
Protein Like 1 . Las anetacionss de ontologia de genes (GO) relacionadas con este gen ).
incluyen la union a actina. BFO02344M1
1), WVariacion en
NM_014%00( |nucledtido
NO M28) simple del CRE




La proteina codificada por este gen pertenece a la familia EGR de proteinas

AT430194,

i } con zine de tipo C2H2. Es una proteina nuclear v funciona como un AVT33030(MI ..
EGE1 Early Growth Response 1 S . - @, Mutacion
regulador transeripeional. Los productos de los genes diana que activa son . .
necesarios para la diferenciacion v la mitogénesis. NML001864 - (hiperploide
N ) NO M19) desconocida
TENTSC (Terminal Nucleotidyltransferase 5C) es un gen de codificacion de
\ . proteinas. Las enfermedades asociadas con TENTAC incluyen mieloma,
FAM#?C Tmmal . -~ |miltiple. Un parilogo importante de este gen es TENTIA. Probable ALO46017(M4
(TENT3C) |Nucleotidyltransferase 5C nucleotidiltransferasa que puede actuar como una poli (A) ARN polimerasa ), translocaciones
no candnica. (Infeceidn microbiana) Parece mejorar la replicacion de alpunos NI 017709  |que afectan
wvirus, incluido el wirus de la fiebre amarilla, en respuesta al interferon tipo I NO M2) MYC
Gen que codifica un miembro de la familia del receptor del factor de
crecimiento de fibroblastes (FGFR) y desempefia un papel esencial en la
FGFR3 Fibroblast Growth Facter |regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion v la apoptosis. Regula
Receptor 3 la osteogénesis como la mineralizacion Osea postnatal por esteoblastos. NMh_000142(
Promueve la apoptosis en los condrocites, pero también puede promover la MIT), Translocacidn
proliferacion de células cancerosas. 51 WM58051(M13) |4;14
AF041336,
Este gen pertenece a la familia de factores de transcripeion forkhead que se NM_001433,
N . caracterizan por un dominie de forkhead distinto. Este gen probablemente BE&33383
FOXO3  |Forkhead Box O3 funciona corrlljo un desencadenante de la apoptosis a través dp:la expresion de (M17), translocaciones
los genes necesarios para la muerte celular. La translocacion de este gen con el AVT25666 que afectan
gen ML == asocia con leucemia apuda secundaria. NO (A28) MYC
Gen miembro de 1a familia de homeoboxAntp y codifica una proteina nuclear
con un dominie de union al ADN de homeobox. 3e incluye en un gropo de
HOXB3 |Homeobox B3 genes homeobox B ubicados en el cromosoma 17. La proteina codificada NMh_002146(
funciona como un factor de transeripeion especifico de secuencia que estd W28, Variacion en
involucrade en el desarrollo. El aumento de la expresion de este gen se asocia AWS10657(M |nucleotido
con un subconjunto bicldgico distinte de lencemia misloide aguda. NO )] simple del CRE
Este gen pertenece a la familia del oncogen Ras, cuyos miembros estin
relacionados con los genes transformadores de los retrovirus del sarcoma de
HRAS HRas Proto-Oncogene, mamiferes. Los productos codificados por estos genes funcionan en las vias
GTPase de transduceion de sefiales. Los defectos en este gen estin implicados en una N_003343
variedad de canceres, que incluyen el cincer de vejiga, el cincer folicular de (no se incluyo | Mutacion
tireides v el carcinoma oral de células escamosas. 31 en el trabajo) | desconocida
oH Immunoglobulin Heavy %Fiif;iﬁg?ésl
Locus R . . W cemnz .
Gen que codifica inmunoglobulinas que reconocen antigenos extrafios e inician 833733, translocacion
respuestas inmunes como la fagocitosis y el sistema del complemento. NO X93746 614
Immunoglobulin Kappa E=un gen de codificacion de proteinas. Entre sus vias relacionadas estin la translocaciones
IGK Locne = respuesta inmune, la ruta Feepsilon BRI y el desarrollo de 1a sefializacion del U%6291(28), |que afectan
receptor IGE-1. NO AWS75027 MYC
. translocaciones
IGL in;.l.:;tnoglobulm Lambda Gen que codifica inmunoglobulinas que reconocen antigenos extrafios e inician que afectan
respuestas inmunes como la fagocitosis y el sistema del complemento. NO Sin resultados  |MYC
E=un gen de codificacion de proteinas. Entre sus vias relacionadas
estdn la organizacién de la cromatina y el fransporte de electrones
. . respiratorios, |a sintesis de ATP por acoplamiento quimiosmatico y BCOO1202
KDM3B | Lysine Demethylase 3B | 0 3 ccién de calor por desacoplamiento de proteinas. L as (29), Variaciéa en el
anotaciones de Ontologia Genética (GO) relacionadas con este gen Nh_016604( |nimero de
incluyen |a actividad de |a dioxigenasa. NO MI19) copias del CRE
La proteina codificada por este gen es un factor de transcripeion que contiens ;LEJ;IS;%‘%R
cremallera de leucina y se une al ADN que actia como homodimero o como f:\jil_-'} '
. MAF BZIP Transeription |heterodimero. Esta proteina desempefia un papel en la regulacion de varies e
MAF T . BEG74328,
Factor procesos celulares, incluido el desarrollo de células de fibra de lente -
i N - . L BF308646(1
embrionaria, la mayor susceptibilidad de las células T a la apoptosis v la .
diferenciacién terminal de condrocitos. N Translocacion
51 NM 003360  [6;14
La proteina codificada por este gen es un factor de transeripeion de cremallera
.. |de leucina basica (bZIF) que desempefia un papel importante en la regulacicn
MAFB ;i::ir%m Transcription de 1a hematopoyesis especifica del linaje. La proteina nuclear codificada
reprime la transeripeion mediada por ETS1 de genes especificos de enitreides AW133013, translocacion
en células mieloides. Este gen no contiene intrones. 51 Nh 003461 |14:20
BET93789
(ML),
Desempefia una foncitn restaurativa dentro del genoma, reclutamiento de ?\ill 1;3 w°
MMSET |Nuclear Receptor Binding proteinas <_:m_mo proteina pSS-mlacel 1 para rsPa..ra.r roturas que se producen -';Fl}: 1:594
(NSD2) |SET Domain Protein 2 il el_.—‘\D}._ ¥ para mantener la eslgb‘lhd.ad. gmel}_ca. Pero cuando el mal o 06),
funcionamiento del MMSET, la via de proteccion se queda corta, y realizard 5;1'-"-'6166
una cascada de mutaciones que pueden conducir a procesos de enfermedad. f\ﬂ)
AW024870 translocacion
I M6) 414
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Este gen es un protooncogén y codifica una fosfoproteina nuclear que
desempefia un papel en la progresion del ciclo celular, 1a apoptosiz v 1a

MYC MYC Proto-Oncosens transformacion -:glula.r. La amplificacion de este gense observa con frecuencia NM_002467 o
= &l NUMET0S0s cinceres humanos. Las translocaciones que afectan a este gen 17, Variacion en el
estdn asociadas con el linfoma de Burkitt v =l misloma miltiple en pacientes BF314781 nimere ds
1 SI (M10) copias del CRE
Este gen es un miembro de la familia del punto de quiebre del neuroblastoma
- . . |(NBPF), que consiste en docenas de genes recientemente duplicados Variacion en
NBPF1 ;‘;ﬁf’%ﬁ::’lﬂpm localizados principalmente en duplicaciones ssgmentarias en el cromosoma AI634549,  |mucledtido
ST humano 1. La expresion alterada de algunos mismbros de la familia de genes AW260400 simple del
s¢ asocia con varios tipos de cancer. NO oA promotor
AL383340
s (M17),
PACS2 gﬁ;ﬁ:“;ﬁ;‘;‘lgg& N AK098334,  |Variacion en el
= "7 |PACS2 (proteina 2 de clasificacion de gropos dcidos de fosfofurina) es un gen ABO11174 nimere de
de codificacion de proteinas. Un pardlogo importante de este gen 2s PACSLL NO o129 copias dzl CRE
La caracteristica central de esta familia de genes es un nuevo motive de union
al ADN altamente conservado. conocide como la caja pareada. Los factores
de transcripcion de la caja pareada son reguladores importantes en el
PAXS |PairedBox3 desarrollo temprane, v se cree que las alteraciones en la expresion de sus
genes contribuyen a la transformacion neoplisica. Este gen codificala Variacion en
proteina activadora especifica del linaje de las células B que se expresa en las NM_ 016734  [nuclectido
etapas iniciales de la diferenciacion de las células B. NO (M28) simple del CRE
Entre sus vias relacionadas estdn la biosintesis de glicerofosfolipidos v el
Phospholipase D Family metabolismo . Las anotacionss de Ontologia de genes (GO) relacionadas con
PLD4 Member 4 < |este gan incluyen actividad de fosfolipasa C de fosfatidilinositol y actividad Se excluyd de= | Variacion en el
B de fosfolipasa D especifica de N-acilfosfatidiletanolamina . Un pardlogo este estudio mimero de
importante de este gen es PLD3 NO BEGT6703 copias del CRE
Este gen codifica una proteina de andamiaje que contiene €l dominio PDZ.
Las molsculas que contienen el dominio PDZ s2 unen y median en la
. . localizacion subcelular de las proteinas diana. La proteina codificada media en
FDZK1 |PDZ Domain Containing | 1a localizacion de las proteinas de la superficie celular v desempefia un papel Amplificacion
critico en &l metabolismo del colesterol al regular el receptor de HDL, el NN 002614 |del brazo largo
receptor de tipe B de clase 1. NO (L)) del cromosoma 1
La proteina codificada por este gen pertensce a la familia de 1a proteina
quinasa D (PKD) de serina / treonina proteina quinasas. Esta quinasa puede
PRKD2  |Protein Kinase D2 ser activada por los ésteres de forbol, asi como por la gastring a traves del AF309082
receptor de colecistoquinina B (CCKBR) en células de cdncer gistrico. Puede (™29),
unirse al discilglicerol (DAG) en la red trans-Geolgi (TGN) y puade regular la ALO50147 Translocacion
zalida de la proteina de la membrana basolateral de Ia TGN. NO (M13) 4:14
Miembro de |a familia de oncogenes RAS. Entre sus vias
RAB36, Member RAS relaqonadas est:’:m el metabohsmq de las protemasfy el transporte o
RAB36 ;i mediado porvesiculas. Las anotaciones de Ontologia de genes Variacion en el
Oncogene Family - - . .
= - (GO) relacionadas con este genincluyen la unidén a GTP y la numero de
actividad de GTPasa. NO AF133388 copias del CRE
AAB69194
(1),
Complejomultiproteico que pusde tener un papel en la regulacién de la AF230004
transcripeion de genes. La proteina codificada puade funcionar come un (MM14),
P10 SP110 Nuclear Body activador de la transeripeion de genes v servir como un coactivador del AF280095
Protein receptor de hormonas nucleares. Ademads, se ha sugerido que la proteina (M28),
puede desempefiar un papel en la biogénesis de los ribosomas v en la WML 004309
induccién de la diferenciacion de las células mieloides. M14), Variacién en el
NM_004310  |nimero de
NO (M3) copias del CRE
Este gen codifica un miembro de la familia de glicosiltransferasa 29 La
proteina codificada es una proteina de membrana de tipo II que cataliza la
ST6 Beta-Galactoside transferencia de dcido sidlico de dcido sidlico CMP a sustratos que contienen
ST6GAL1 |Alpha-2.6- galactosa. La proteina que normalmente se encuentra en el Golgi pero puede
Sialyltransferase 1 ser procesada proteoliticamente 3 una forma soluble, participa en la AV693T711, Variacion en
generacion de los determinantes de carbohidratos de la superficie celular y los AT743792 mucledtido
antigenos de diferenciacion HE-6, CD73 y CD76. NO ™17 simple del CRE
Variacién en el
TEX22  |Testis Expressed 22 TEX22 (TestisExpressed 22) es un gen de codificacion de proteinas. BCO09212 mimero de
Informacion génica adicional para el gen TEX22. NO M9) copias del CRE
La proteina codificada por este gen es un mismbro de la familia de proteinas
del factor asociado al receptor de TNF (TRAF). Las proteinas TRAF s2
asocian v median en la transduecion de sefiales de los miembros de la
superfamilia de receptores de TNF. Esta proteina es necesaria para la
activacion mediada por TNF-alfa de MAPKS / JNK v NF-kappaB. El
TRAF2 TNF Receptor Associated |complejo de proteinas formado por esta proteina y TRAF] interachia con las
Factor 2 proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y funciona come un mediador de
las sefiales antiapoptoticas de los receptores de TNF. La interaccion de esta
proteina con TRADD, un transductor de sefial apoptotico asociado con el
receptor de TINF, asegura el reclutamiento de IAP para la inhibicion directa
de la activacion de la caspasa. BIRC2 / ¢ IAP1, un inhibidor de la apoptosis Mutaciones en la
que posee actividad de ubiquitina ligasa, puede desacelerar e inducir la NM_021138  |codificacion del
depradacion de esta proteina, v asi potenciar la apoptosis inducida por TNE. NO (2) CRE
Es una citoquina de la superfamilia de las TNF que activa el receptor Fnld.
Regula la proliferacion celular, la muerte celular, la angiogénesis v la
TWEAK TNF Superfamily Member inflamacion. Las citoquinas proinflamatorias incrementan la expresion del
12 receptor Fnld en las células tubularss y TWEAK induce apoptosis enun Mutaciones en la
medio inflamaterio. Ademds TWEAK induce la expresion de quimiocinas y codificacion del
citoquinas proinflamatorias. NO Sin resultados  |CRE
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ANEXO 2. Comandos para programa Im en lenguaje R

incognita<-"'NM_@05163"
rnames<-rownames { newdata)
tuya<-which(rnames==incognita)
linreg<-NULL

for (x in 1:length(rnames)){
eleme<-1m(as.numeric(newdata[tuya, ])~as.numeric(newdata[x,]))}
sumy<-summary{elema)
linreg<-rbind(linreg,c(sumy%adj.r.squared,sumy$coefficients[2,1-4]))

linreg<-as.data.frame(linreg)
rownames {linreg)<-rnames

write.table(linreg,sep="\t',file="Aktl-NM @085163.csv")
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#reamos el ohieto denomiradoe rs con el comando:

re{-read csv ( TABLAUNI ca. txt’, sep=" \t’, header=T)

#ambiames su formato al tipo “data frame”:

rs {- as. data. frame(rs)

#Para ver =l peso del objeto en la memoria RAM:

cbject. size(rs)

#Para ver el rimero de filas ¥ columas en ese orden:

dim{rs)

#Para que imprima en pantalla la informacién contenida en el obieto, primero las filas v luego las
columras:

r=[1:4, 1:65]

#reamos el ohjeto rsS v se utilizé el stacking para hacer una aposici®n de las columnas
rs3 ¢~ stack (rs, select=c(l:65))

dim(rss)

r=5[l:4, 1:2]

#Del objeto reS creamos un chjeto que se llama “c” que se encuentra en la columna 1 que son los pesos
¢ <~ rs3lc(1)]

los probesets:

b <~ r=slc(2)]

Los probesets:

dim(e)

dim(b}

#Usamos excel para multiplicar por 64 veces los datos de "a”

dim(a}

#Creamos un objeto con el mismo nombre que el objeto iniclal
rsi-read csv ( Probesets. txt’, sep= \t , header=F)

#Para decirle a R que los valores dentro de la tabla no son factores:
rs <~ data. frame(lapplyirs, as.character), stringsAsFactors=FALSE)
rs$ - stack (rs, select=c(1:64))

a {rsslc(l)]

#Para confeccionar la tabla:

tablad-chind(a, b, ¢

diml(tabla)

#Para ver como guedo confeccionada la tabla:

tablall:4, 1:3]

#Para guardar la tabla en el directorio:

write. table(tabla, sep="\t’, file="mielomaRED-8ilvana. txt’)

library (igraph!

r<{-read. csv( mielcmaRED-Silvana. txt’, sep= \t', header=F)
dim(r}

rll:4,1:4]

rl <- r[1:3288633, 2: 4]

rill:4, 1:3]

r1 3280620 3285633, 1:3]

rim <- as. matriz(rl)

red{-graph_from_data_frame(rim, directed=F)

r{-read csv( mielomaRED-5ilvana. tzt’, sep= \t', header=T)

rll:4, 1:3]

rl <- r[1:1848168,1:3]

rim <~ as matriz(rl)

red{-graph_from_data_frame(rl, directedF)

El(red)$weight=as. nmeric(ri[, 31)

red simp{-simplifyired, remove. locps = TRUE)

red simp. 75 <- delete. edges (red simp, which(abs (Elred simp)$weight) <0.75))
red T5. gexf{-igraph to.gexf (red simp. 75)

print (red 75. gexf, file="red. 75. gexf”, replace=T)

re. simp. pos075 <~ delete. edges (red simp, which(E(red simp)fweight < 0. 75))
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