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RESUMEN 
 

 

 

 

El glioblastoma es el tumor cerebral más agresivo, invasivo e indiferenciado entre 

los gliomas, designado grado IV por la OMS. Hasta la fecha, no se han desarrollado 

terapias efectivas para su erradicación, por lo que el tiempo de supervivencia de los 

pacientes no supera los 15 meses. En la búsqueda de terapias más efectivas, las 

células madre cancerigenas (CSC), distintivas de este tipo de tumores, son un 

objetivo terapéutico prometedor. Estas células tienen potencial para autorrenovarse, 

diferenciarse y formar tumores con características similares al tumor primario. Por 

tanto, se asocian con aparición, progresión, invasión, resistencia al tratamiento y 

mal pronóstico clínico del tumor. Los genes HOX codifican una amplia familia de 

factores de transcripción que, además de desempeñar un papel central durante el 

desarrollo embrionario, se han asociado con el desarrollo y progresión de diferentes 

tipos de cáncer, incluido el glioblastoma. Los genes HOX pueden funcionar como 

moduladores tumorales desempeñando un papel supresor tumoral o un papel 

oncogénico. Su desregulación contribuye a la adquisición de un fenotipo CSC. 

Nuestra hipótesis es que la activación de la expresión de genes HOX supresores de 

tumores puede inducir la diferenciación de las células madre de glioblastoma (GSC). 

En el presente estudio, nuestro objetivo es identificar un gen HOX supresor tumoral 

con el potencial de inducir la diferenciación de GSC. Para ello, empleamos múltiples 

enfoques bioinformáticos, utilizando datos transcriptómicos y clínicos de pacientes 

con gliomas de diferentes grados tumorales, obtenidos de diferentes bases de datos 
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públicas como TCGA. Los resultados sugieren que HOXD1 exhibe el perfil de 

expresión de un gen supresor tumoral, esta correlacionado con marcadores de 

pronóstico positivo y se asocia a un fenotipo diferenciado. Para validar estos 

resultados, realizamos varios enfoques in vitro utilizando diferentes modelos de 

líneas celulares de glioblastoma. Demostramos que la activación de la expresión de 

HOXD1 reduce las características troncales en estas líneas celulares. En conjunto, 

nuestros resultados sugieren que la activación de la expresión de HOXD1 puede 

inducir la diferenciación de GSC, previniendo así la progresión de este tumor. 
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ABSTRACT 
 

 

 

 

Glioblastoma is the most aggressive, invasive, and undifferentiated brain tumor 

among gliomas, designated grade IV by the WHO. To date, effective therapies for 

its eradication have not been developed, as a consequence the survival time for 

patients does not exceed 15 months. In the quest for more effective therapies, 

cancer stem cells (CSCs), distinctive of these types of tumors, are a promising 

therapeutic target. These cells have the potential for self-renewal, differentiation, and 

form tumors with characteristics similar to the primary tumor. Therefore, they are 

associated with tumor emergence, progression, invasion, resistance to treatment, 

and poor clinical prognosis. The HOX genes encode a broad family of transcription 

factors that, in addition to playing a central role during embryonic development, have 

been associated with the development and progression of different types of cancer, 

including glioblastoma. HOX genes can function either as tumor modulators by 

playing a tumor suppressor role or have an oncogenic role. Their deregulation 

contributes to the acquisition of a CSC phenotype. We hypothesize that the 

activation of the expression of tumor suppressor HOX genes can induce 

glioblastoma stem cells (GSC) differentiation. In the present study, we aiming to 

identify a tumor suppressor HOX gene with the potential to induce the differentiation 

of GSCs. For this purpose, we employed multiple bioinformatic approaches, using 

transcriptomic and clinical data of patients with gliomas of different tumor grades, 
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from different public database such as TCGA. The results suggest that HOXD1 

exhibits the expression profile of a tumor suppressor gene, is correlated with positive 

prognostic markers and is associated with a differentiated phenotype. To validate 

these results, we conducted various in vitro approaches using different glioblastoma 

cell models. We demonstrated that the activation of HOXD1 expression reduces 

stem-like characteristics in these cell lines. Taken together, our results suggest that 

the activation of HOXD1 expression can induce the differentiation of GSCs, thus 

preventing the progression of this tumor. 
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INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

Glioblastoma 

 

 

Los gliomas corresponden a los tumores más comunes del sistema nervioso central 

(SNC), y representan casi el 80% de todos los tumores cerebrales primarios 

malignos (Agnihotri et al., 2013; Messali et al., 2014; Schwartzbaum et al., 2006). El 

glioblastoma (GBM) es el tipo de glioma primarios más frecuente, representando 

más del 60% de todos los tumores cerebrales en adultos (Rock et al., 2012).  

Según la clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS), los gliomas 

pueden ser clasificados en cuatro grados (I, II, III y IV) en función del nivel de 

malignidad que se determina según los criterios histopatológicos y moleculares 

(Louis et al., 2007; Louis et al., 2016; Sejda et al., 2022; Torp et al., 2022). En 

relación con los criterios histopatológicos, se ha descrito que los gliomas de grado 

II y III presentan una alta actividad mitótica y anaplasia histológica (Sejda et al., 

2022; Torp et al., 2022). Adicionalmente, los tumores de grado III se evidencia 

aumento de la densidad celular y mayor atipia nuclear. Inclusive en estos tumores 

es posible evidenciar células tumorales multinucleadas y mitosis anormales.  Los 

tumores grado IV del SNC presentan necrosis y/o proliferación microvascular, 

además de las características descritas para los tumores de grado III. Cabe destacar 

que, los tumores grado IV también se caracterizan por una rápida evolución pre y 

post-operatoria con desenlace fatal (Louis et al., 2007). La clasificación más reciente 



 

6 

 

de los tumores de SNC, que considera características histopatológicas y 

moleculares, describe 6 grupos de gliomas (Sejda et al., 2022; Torp et al., 2022). El 

glioblastoma uno de los tres tipos de tumores que componen el grupo de gliomas 

difusos de tipo adulto, además de los oligodendrogliomas y los astrocitomas. En 

esta actualización, al igual que otras versiones previas, se destaca que el GBM es 

un glioma altamente invasivo e indiferenciado y ha sido designado grado IV por la 

OMS (Louis et al., 2007; Louis et al., 2016; Rock et al., 2012). 

 

Clasificaciones moleculares de gliomas y GBM 

 

 

Previamente las clasificaciones de los gliomas se definían principalmente por las 

características histológicas del tumor, sin embargo, estas clasificaciones no 

representaban la heterogeneidad de los gliomas, incluyendo el GBM (Masui et al., 

2016). Los avances en genética y transcriptómica han posibilitado caracterizar las 

variabilidades biológicas y clínicas de los gliomas, permitiendo describir nuevos 

tipos de clasificación en base a marcadores moleculares que se han incorporado 

desde la revisión del año 2016 (Louis et al., 2016). La última actualización de estas 

clasificaciones corresponde a la revisión del año 2021 (Sejda et al., 2022; Torp et 

al., 2022). En estas, se destacan marcadores como el estado del gen de la enzima 

isocitrato deshidrogenasa (IDH), estado de metilación del promotor MGMT y co-

deleción de los cromosomas 1p/19q. Otras clasificaciones relevantes asociadas al 

estudio del GBM, corresponden al subtipo molecular y al origen del tumor. 

 Una de estas clasificaciones más relevantes en glioma, incluyendo el GBM, 
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corresponde al estado de la enzima IDH, la cual puede estar en su forma nativa 

(IDHwt) o bien mutada (IDHmut) (Yan et al., 2009). Esta clasificación es importante 

en la determinación del pronóstico de vida los pacientes con gliomas, ya que 

pacientes con IDHmut tienen un pronóstico de vida más favorable (Balss et al., 

2008; Taylor et al., 2013; Yan et al., 2009).  Se ha descrito que la mutación de IDH 

induce un fenotipo muy particular en gliomas, conocido como fenotipo metilador de 

islas CpG (G-CIMP, por sus siglas en inglés CpG island methylator phenotype) 

(Noushmehr et al., 2010; Turcan et al., 2012).  Esto ocurre debido a la acumulación 

de un oncometabolito 2-D-hidroxiglutarato (2HG) que interfiere con las hidroxilasas 

dependientes de hierro, incluida la familia TET de 5-metil citosina hidroxiladas. Las 

enzimas TET catalizan la eliminación de la metilación del ADN, por lo que su 

inhibición aumenta la metilación del ADN y genera un fenotipo G-CIMP (Figueroa et 

al., 2010; Lu et al., 2012; Turcan et al., 2012). Adicionalmente, el 2-HG inhibe las 

histonas desmetilasas, lo que contribuye aún más a este fenotipo (Lu et al., 2012). 

Los mecanismos detrás del mejor pronóstico del fenotipo G-CIMP aún no se han 

dilucidado completamente, no obstante, investigaciones han descrito que G-CIMP 

se asocia con una supresión general de la expresión génica, incluyendo genes que 

contribuyen a la progresión tumoral (Malta et al., 2018; Wick et al., 2013). Cabe 

destacar que, debido a la relevancia molecular y clínica asociada al marcador IDH, 

en la última actualización de las clasificaciones de tumores del SNC del año 2021, 

se definió que IDHwt es el marcador molecular específico para los glioblastomas. 

En consecuencia, los otros gliomas difusos, correspondientes a oligodendrogliomas 

y astrocitomas, presentan IDHmut (Sejda et al., 2022; Torp et al., 2022). 

La identificación de los subtipos moleculares es otra clasificación destacada en el 
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estudio del GBM. Estudios basados en las características transcripcionales de los 

tumores identificaron tres subtipos moleculares: proneural (PN), clásico (CL) y 

mesenquimal (MES) (Verhaak et al., 2010; Wang et al., 2017). Se ha descrito que 

en los tumores de GBM pueden coexistir células tumorales con diferente subtipo 

molecular (Sottoriva et al., 2013; Wang et al., 2017) . Sin embargo, en pacientes con 

tumores de baja heterogeneidad se han descrito diferencias en la sobrevida 

asociada al tipo de subtipo molecular, dentro de los cuales pacientes con subtipo 

PN tienen un mejor pronóstico de sobrevida y pacientes con el subtipo MES tienen 

peor pronóstico (Huse et al., 2011; Sidaway, 2017; Z. Wang et al., 2021; Zheng et 

al., 2012). Con respecto a las características moleculares de estos subtipos, cabe 

destacar que el perfil de expresión de cada uno se asocia a perfiles de expresión 

celulares diferentes. Así, el subtipo PN asemeja al perfil de expresión de 

oligodendrocitos, el subtipo CL se asemeja al perfil de expresión de astrocitos y el 

subtipo MES se asocia un fenotipo mesenquimal (Verhaak et al., 2010; Wang et al., 

2017). Se ha descrito que la mayoría de los GBM primarios muestra un cambio de 

subtipo molecular en la reincidencia del tumor, en donde el subtipo MES es el más 

estable. Este cambio de subtipo molecular es reconocido como un mecanismo de 

transición adaptativa hacia un fenotipo más resistente a radioterapias (Fedele et al., 

2019; Ozawa et al., 2014; Sottoriva et al., 2013). 

El origen del GBM es otra clasificación relevante para el estudio de este cáncer. Se 

ha descrito que los GBMs pueden emerger como tumores primarios o secundarios, 

que evolucionan a través de diferentes vías genéticas, afectan a pacientes de 

diferentes edades y tienen diferentes respuestas a tratamiento (Kleihues & Ohgaki, 

2000; Ohgaki & Kleihues, 2013). Los GBM primarios, o de novo, representan el 80% 
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de los GBM y ocurren en pacientes mayores (edad promedio, 62 años). Los GBM 

secundarios se desarrollan a partir de astrocitomas u oligodendrogliomas de menor 

grado y ocurren en pacientes más jóvenes (edad promedio, 45 años) (Kleihues & 

Ohgaki, 2000; Ohgaki et al., 2004; Ohgaki & Kleihues, 2009). 

Otras clasificaciones importantes en el pronóstico de los pacientes con gliomas, 

corresponden al estado de metilación del promotor de la O6 metilguanina DNA metil 

transferasa (MGMT) y la integridad de los cromosomas 1 y 19 (Louis et al., 2016). 

El silenciamiento epigenético por metilación del promotor de MGMT es de interés 

clínico por su valor pronóstico y predictivo de respuesta a tratamiento con agentes 

alquilantes (Hegi et al., 2004; Hegi et al., 2005; Rivera et al., 2010). Esto se debe a 

que la enzima MGMT repara el daño en el ADN causado por los agentes alquilantes, 

como la Temozolomida (TMZ), que se usa para tratar pacientes con GBM, 

desempeñando un papel clave en la resistencia de las células tumorales al efecto 

citotóxico de los agentes alquilantes. Por su parte, la co-deleción de los brazos 

cromosómicos 1p y 19q (1p/19q), han mostrado valores pronósticos y/o predictivos 

favorables en relación con pacientes con estos cromosomas intactos (Cairncross et 

al., 1998; Eckel-Passow et al., 2015; van den Bent et al., 2003). A pesar de su 

relevancia clínica, no se ha dilucidado por completo el mecanismo asociado a su 

beneficioso pronóstico (Yao et al., 2020). En la última revisión clínica se describió 

que la co-deleción 1p/19q es un marcador molecular indicativo de 

oligodendrogliomas. 
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Incidencia de gliomas y GBM 

 

Las tasas de incidencia de glioma varían significativamente según el tipo histológico, 

la edad en el momento del diagnóstico, el sexo, la raza y el país. Adicionalmente, la 

falta de una definición consistente de glioma, así como las diferencias en las 

técnicas de recopilación de datos, pueden dificultar la comparación de las tasas de 

incidencia de diferentes fuentes. Las tasas generales de incidencia ajustadas por 

edad (ajustadas a la población nacional de cada estudio respectivo) para todos los 

gliomas oscilan entre 4,67 y 5,73 por 100 000 personas (Gousias et al., 2009; 

Larjavaara et al., 2007). En particular, la tasa de incidencia ajustada por edad para 

el GBM es de 0.59 a 3.69 por 100,000 personas, dependiendo del país/organización 

informante (Ostrom et al., 2015). Adicionalmente, se ha establecido que la 

incidencia más alta corresponde al rango etario de 75 a 84 años (Tamimi & Juweid, 

2017). Datos analizados en GLOBOCAN, correspondiente a una base de datos de 

la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC), indican que la 

incidencia de tumores cerebrales y del SNC se duplicará dentro de los próximos 20 

años. Considerando que los gliomas y el glioblastoma constituyen una gran 

proporción de los tumores cerebrales malignos, dicha proyección debería reflejar un 

aumento de la incidencia de estos tumores para el año 2040 (Ferlay et al., 2018). 

Por lo tanto, la baja tasa de sobrevida y el aumento de la incidencia de este cáncer 

posicionan al GBM como un importante problema de salud público a nivel 

internacional. 

A pesar de los avances en los tratamientos combinados que consisten en radiación 

y quimioterapia después de la resección quirúrgica, el pronóstico de los pacientes 
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afectados con esta enfermedad sigue siendo desalentador, ya que los pacientes 

que desarrollan este tipo de tumor poseen un tiempo de sobrevida que no supera 

los 15 meses (Nakada et al., 2007).  Una mejor comprensión del mecanismo que 

subyace a la iniciación y progresión del GBM a nivel molecular y celular abrirá 

nuevas oportunidades para desarrollar estrategias terapéuticas más eficientes.  

 

 

Células Madre Cancerígenas 

 

 

En la búsqueda para explicar la proliferación celular del cáncer, se estableció la 

hipótesis del modelo jerárquico que propone que un subconjunto de células dentro 

del tumor, células madre cancerígenas  (CSC del inglés Cancer Stem Cells), tienen 

una capacidad de proliferación significativa (Reya et al., 2001). Además, estas 

células tienen la capacidad de generar nuevos tumores que se asemejan al tumor 

primario recapitulando características genéticas e histopatológicas (Reya et al., 

2001; Singh et al., 2004). En cambio, las otras células que forman parte del tumor 

son células cancerígenas diferenciadas terminalmente. Así, la teoría jerárquica 

propone similitudes del desarrollo tumoral con el desarrollo embrionario, en el cual 

las células progenitoras dan origen a células diferenciadas (Couturier et al., 2020; 

Dell'Albani, 2008; Reya et al., 2001).     

Las CSC fueron primeramente identificadas en Leucemia mieloide aguda (Bonnet 

& Dick, 1997) y hasta la fecha se han identificado en muchos diferentes tipos de 

tumores sólidos (Gupta et al., 2019; Visvader & Lindeman, 2008), incluyendo 
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tumores cerebrales como astrocitoma anaplásico (Ignatova et al., 2002), 

meduloblastoma, ependimoma (Hemmati et al., 2003; Singh et al., 2003) y 

glioblastoma (Galli et al., 2004; Hemmati et al., 2003).  

Pese a que el porcentaje de CSC es bajo, con una variación de 1-25% de los 

tumores cerebrales (Singh et al., 2003), durante los últimos años, se han convertido 

en un interesante blanco terapéutico (Couturier et al., 2020; Prager et al., 2020; Z. 

Wang et al., 2021).  Esto, debido a que numerosos estudios han demostrado que 

las CSC se asocian con iniciación tumoral, progresión, invasión, resistencia a 

tratamiento y pobre pronóstico clínico (Batlle & Clevers, 2017; da Silva-Diz et al., 

2018; Meacham & Morrison, 2013; Z. Wang et al., 2021). Particularmente en GBM 

se ha demostrado que las CSC presentan un alto grado invasivo (Galli et al., 2004) 

y son resistentes a varios agentes quimioterapéuticos como la TMZ (Beier et al., 

2012; Kang & Kang, 2007), agente quimioterapéutico estándar para el tratamiento 

de GBM.  Esto permite que las células sobrevivan a la terapia, lo que lleva a la 

recurrencia de la enfermedad y a un pobre pronóstico (J. Chen et al., 2012; Lathia 

et al., 2011; Z. Wang et al., 2021). 

Diversas investigaciones han establecido el origen de las CSC, indicando que estás 

pueden originarse a partir de la transformación de una célula madre/progenitor 

residente en tejidos normales o por la reprogramación de células diferenciadas 

(Campbell & Polyak, 2007; Krivtsov et al., 2006). Se ha demostrado que en gliomas 

las CSC pueden generarse a partir células madre neurales normales (NSC del 

inglés Neural Stem Cells) (Dell'Albani, 2008; Lee et al., 2018; X. Wang et al., 2021), 

las cuales dan origen a los linajes de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage 

et al., 1995; Loeffler & Potten, 1997). Las NSC se encuentran en pequeñas 
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cantidades en regiones específicas del cerebro adulto como la zona subventricular 

(Eriksson et al., 1998) de los ventrículos laterales del cerebro anterior y en la 

circunvolución dentada del hipocampo [11]. También, se ha demostrado que las 

CSC pueden derivar del linaje glial, como los astrocitos, los cuales pueden 

comportarse como NSC en condiciones determinadas (Doetsch et al., 1999; Laywell 

et al., 2000; Nunes et al., 2003). 

Las células madre de glioblastoma (GSC del inglés glioblastoma Stem Cells) y las 

NSC presentan varias similitudes. Entre ellas, destaca  la expresión de marcadores 

de células madres neurales, como CD133 (glicoproteína de membrana presente en 

diversos tipos de célula madre) (Hemmati et al., 2003), SOX2 (factor de 

transcripción esencial en el mantenimiento de la auto-renovación de las células 

madre) (Hemmati et al., 2003), Nanog (factor de transcripción necesario para 

mantener la pluripotencia y suprimir factores de determinación de identidad celular) 

(Ben-Porath et al., 2008) y Nestina (una proteína de filamento intermedio tipo VI) 

(Tunici et al., 2004), entre otros (Z. Wang et al., 2021). Además, las NSC y las GSC 

poseen la capacidad de auto-renovarse, de diferenciarse y la capacidad de formar 

neuro-esferas/tumor-esferas (Schonberg et al., 2014; Vescovi et al., 2006; Vora et 

al., 2015).  

En la búsqueda de nuevos tratamientos para el GBM, se han desarrollado distintas 

estrategias terapéuticas enfocadas en las GSC (Esparza et al., 2015; Muftuoglu & 

Pajonk, 2021; Zhang et al., 2015). Una de ellas es inducir la diferenciación de las 

células madre cancerígenas en tumores malignos seleccionados (Sell, 2006). El 

ácido retinoico (AR) es el agente diferenciador más común en la práctica clínica y 

se ha utilizado con éxito para tratar la leucemia promielocítica aguda, una neoplasia 
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maligna de células madre (Jurcic et al., 2007). La actividad antitumoral del AR se 

debe a la activación de un programa genético aun parcialmente definido que modula 

la proliferación, diferenciación y muerte celular (Mongan & Gudas, 2007).  El AR 

activa los receptores retinoides nucleares, y los genes modulados contienen 

elementos sensibles a los retinoides (Langston & Gudas, 1994). Así, AR  actúa en 

un conjunto de genes, incluyendo los genes HOX, que influyen en múltiples vías de 

señalización involucradas en el mantenimiento de células madre, la diferenciación 

de células específicas del linaje y la organogénesis durante el desarrollo (Hombria 

& Lovegrove, 2003). Se han descrito resultados mixtos con respecto a la eficacia de 

la terapia con AR en la mayoría de los tumores malignos sólidos, incluido el GBM 

(Milanovic et al., 2007; Milanović et al., 2014; Ying et al., 2011). Por lo tanto, se 

necesitan más estudios para comprender los mecanismos moleculares en 

respuesta al tratamiento con AR, lo cual permitirá el desarrollo de mejores 

estrategias terapéuticas para la diferenciación celular inducida. 

 

Genes HOX 

 

 

Los genes HOX, son un grupo de factores de transcripción que poseen un dominio 

conservado de unión al ADN, conocido como Homeodominio (Freund & McInnes, 

1995). Estos factores de transcripción se descubrieron por primera vez en 

Drosophila, y posteriormente se demostró que están ampliamente distribuidos, 

presentes  en todos los animales con simetría bilateral (Garcia-Fernandez, 2005).  

En humanos existe un total de 39 genes HOX que residen en cuatro complejos de 
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genes parálogos (A, B, C, D) los que se  encuentran en cuatro cromosomas 

diferentes (HOXA en 7p14-15, HOXB en 17p21-22, HOXC en 12q12-13 y HOXD en 

2q31-37) (Maconochie et al., 1996) (Figura 1 A).  

Los genes HOX actúan como reguladores críticos del crecimiento y la 

diferenciación, del control de la identidad celular, comunicación celular, progresión 

del ciclo celular, hematopoyesis, además del establecimiento del patrón axial 

durante la embriogénesis (Hombria & Lovegrove, 2003). En este último punto, 

destaca la posición de los genes HOX dentro de su grupo, ya que su expresión, a 

lo largo del eje anterior-posterior corporal, sigue la dirección desde el lado 3 

'(anterior) al 5' (posterior) de cada complejo (Duboule, 2007) (Figura 1 B) . Su 

expresión temporal también está coordinada de tal manera que los genes HOX 

posicionados 3 'en el grupo se expresan antes que aquellos en el 5' (Duboule, 2007). 

Además, se puede observar un fenómeno de dominancia posterior por el cual los 

genes posteriores son dominantes con respecto a los genes más anteriores, 

reprimiéndolos (Duboule & Morata, 1994). 
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Figura 1: Genes HOX, organización en el genoma y su expresión en el eje 

anteroposterior corporal en humanos. A. Se ilustran los cuatro grupos genómicos 

de genes HOX en humanos, detallando su posición en el genoma humano y 

especificando los genes parálogos de cada complejo. B.  Se ilustra la expresión de 

los genes HOX parálogos en el eje anteroposterior del humano en desarrollo. 

(modificado de Lappin y col. (Lappin et al., 2006). 

 

 

La expresión coordinada de los genes HOX está regulada por señales clave de 

desarrollo dentro del embrión, incluidos los ligandos Wnt, el AR y la familia de 

factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Montavon & Soshnikova, 2014; 

Young & Deschamps, 2009). Adicionalmente, se han descrito parámetros 

estructurales y epigenéticos que contribuyen a la regulación de la expresión de 

genes HOX. Estos incluyen elementos reguladores en cis (potenciadores y ARN no 

codificantes), modificaciones de histonas y nivel de compactación de la cromatina 

(Noordermeer & Duboule, 2013). Así, por ejemplo, durante el desarrollo, la 

determinación del destino celular y el establecimiento de la memoria epigenética de 

células diferenciadas se logra mediante la metilación de los residuos de histona H3 

por las proteínas del grupo Trithorax (TrxG) y Polycomb (PcG), que establecen las 

marcas H3K4me3 activas y H3K27me3 represivas, respectivamente. (Ehrlich & 

Lacey, 2013; Ringrose & Paro, 2007). 

 



 

17 

 

Genes HOX, cáncer y CSC 

 

 

La fidelidad de la expresión de genes HOX en las células madre y sus progenies 

diferenciadas es importante para la homeostasis del tejido normal. En 

consecuencia, la alteración de la expresión normal de genes HOX puede 

desempeñar un papel crítico en el desarrollo del cáncer (Bondos et al., 2020; Shah 

& Sukumar, 2010). En este sentido, diversos estudios han demostrado que los 

genes HOX están involucrados en el desarrollo de cáncer de mama (Lee et al., 

2015; Zheng et al., 2018), de pulmón (Clemenceau et al., 2018; Liu et al., 2018), de 

ovario (Idaikkadar et al., 2019; Li et al., 2009), pancreático (Kuo et al., 2019; Tsuboi 

et al., 2017) hepático (He et al., 2021; Quagliata et al., 2018) y GBM (Abdel-Fattah 

et al., 2006; Gonçalves et al., 2020), entre otros (Feng et al., 2021). Se ha 

demostrado que los genes HOX que se desregulan pueden funcionar como 

moduladores tumorales al desempeñar tanto un rol supresor tumoral como un rol 

oncogénico, donde los genes con rol supresor tumoral participan estableciendo la 

identidad celular, y los pro-tumorales están normalmente silenciados en células 

diferenciadas (Abate-Shen, 2002; Bhatlekar et al., 2018). Por lo tanto, la 

participación de los genes HOX en cáncer es compleja, ya que los mecanismos de 

desregulación de genes HOX específicos difieren entre los distintos tipos de cáncer 

(Shah & Sukumar, 2010). 

En GBM, Abdel-Fattah y col. [111] analizaron la expresión de genes HOX en 

astrocitos normales y astrocitos neoplásicos. Ellos demostraron que los genes HOX 

en estado silente en astrocitos normales (A6, A7, A9, A13, B13, D4, D9, D10, y D13) 
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son regulados positivamente en diferentes muestras de astrocitomas y GBM, 

sugiriendo un rol de estos genes en tumorigénesis cerebral (Abdel-Fattah et al., 

2006). Investigaciones posteriores en gliomas suman evidencia de la desregulación 

del perfil normal de expresión de los cuatro grupos genómicos que contemplan los 

genes HOX (A. M. Buccoliero et al., 2009; Costa et al., 2010; Duan et al., 2015; 

Okamoto et al., 2007; Tabuse et al., 2011; Wang et al., 2019; Xu et al., 2018; Yang 

et al., 2019; Zhao et al., 2017).  Estos estudios demuestran que la mayoría de los 

genes HOX tienen un rol oncogénico en gliomas (Gonçalves et al., 2020) (Figura 2).  

En el presente, los únicos genes HOX descritos como potenciales genes con rol 

supresor tumoral son HOXB1 (Han et al., 2015), HOXD10 (Hu et al., 2013) y 

HOXA11 (Se et al., 2017). Sin embargo, el rol de HOXD10 y HOXA11 es 

controversial (Duan et al., 2015; Li et al., 2021).  
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Figura 2: Mapa calórico que ilustra los principales roles funcionales de los 

genes HOX en gliomas y su valor pronóstico clínico. La regulación de la 

viabilidad celular, invasión, migración, apoptosis, ciclo celular, formación de 

colonias, angiogénesis, resistencia a TMZ y a radioterapia, y troncalidad están 

asociados con malignidad in vitro e in vivo. Los colores rojo y azul en el mapa de 

calor indican efectos aumentados y disminuidos, respectivamente, tras la expresión 

del gen HOX correspondiente. El color gris indica efectos desconocidos. Las celdas 

vacías representan la ausencia del parálogo respectivo en ese grupo (modificado 

de (Gonçalves et al., 2020). 

 

 

El papel de los genes HOX en el mantenimiento de la identidad celular limita la 

capacidad de las células para la transición entre diferentes fenotipos. Así, la 

desregulación de la normal expresión de genes HOX conduce a la adquisición de la 

plasticidad fenotípica lo que puede hacer que las células vuelvan a adquirir la 

capacidad de auto-renovación y el fenotipo de las células madre, contribuyendo al 

inicio del tumor (Abate-Shen, 2002; Bhatlekar et al., 2014, 2018). Adicionalmente, 

la regulación epigenética aberrante, descrita en las células cancerígenas, puede 

alterar la expresión de los genes HOX, contribuyendo a la plasticidad de CSC 

(Rodrigues et al., 2016; Shah & Allegrucci, 2013; Wainwright & Scaffidi, 2017).  En 

este sentido, se ha demostrado que la desregulación de la expresión normal de 

genes HOX en GBM conduce a la adquisición de un fenotipo de células madre. Se 

ha reportado que la expresión aberrante de HOXA9, HOXA10 y HOXB9 mantiene 
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la troncalidad de GSC (Fang et al., 2014; Gallo et al., 2013; Murat et al., 2008). 

También, se ha descrito una mayor expresión de HOXC9 y HOXD9 en CSC 

obtenidas de muestras de pacientes con GBM (Okamoto et al., 2007; Tabuse et al., 

2011).  

 

 

Genes HOX y terapias dirigidas a CSC 

 

 

La focalización terapéutica de CSC es un área de investigación en crecimiento, y 

pese a que los genes HOX son un interesante blanco terapéutico, el diseño de una 

terapia con enfoque en estos genes presenta también un gran desafío (Harris et al., 

2012; Smith et al., 2019).  Por ejemplo, pese a que el tratamiento con AR es efectivo 

en modular la expresión de genes HOX e inducir diferenciación de CSC, se han 

reportado resultados mixtos con esta terapia en GBM. Esto se debe a que el AR 

induce la expresión de genes HOX indistintamente, aumentando la expresión de 

genes con rol oncogénico, como HOXB7, generando efectos contrarios a los 

deseados [32, 33]. Frente a esta problemática, una alternativa posible es activar 

específicamente la expresión de los genes HOX que tengan un rol supresor de 

tumor con el potencial para inducir diferenciación de GSC.  A este respecto, sería 

interesante evaluar si los genes HOX que promueven la diferenciación de las NSC, 

pueden actuar como genes supresores de tumores e inducir diferenciación de las 

GSC a un fenotipo más diferenciado y menos agresivo. No obstante, y debido a que 

los genes HOX se expresan ampliamente en el embrión, históricamente ha sido 
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difícil evaluar su rol en el desarrollo del SNC (Philippidou & Dasen, 2013), por lo 

cual se conoce poco sobre su rol en el desarrollo del cerebro. Hasta la fecha se ha 

reportado que los genes HOX, particularmente los genes parálogos HOX1-HOX5, 

están involucrados con el desarrollo de estructuras del cerebro posterior, y que 

mutaciones en diferentes componentes de estos genes parálogos (HOXA1, HOXA2, 

HOXA3, HOXB1, HOXB2, HOXB3, HOXD1 y HOXC3) exhiben defectos en la 

segmentación del cerebro posterior provocando una especificación errónea, 

desorganización y proyecciones anormales de las neuronas motoras (Gavalas et 

al., 2003; Gouti & Gavalas, 2008; McNulty et al., 2005; Philippidou & Dasen, 2013; 

Louise V. Wolf et al., 2001). Por otro lado, existe evidencia controversial que sugiere 

que algunos genes HOX podrían expresarse en diversas zonas cerebrales durante 

el desarrollo (Louise V. Wolf et al., 2001) e inclusive se ha reportado la expresión 

de genes HOX en distintas zonas cerebrales de organismos adultos (Hutlet et al., 

2016; Takahashi et al., 2004). Si bien la expresión de genes HOX en estructuras 

cerebrales sugiere un rol importante de estos genes en la homeostasis cerebral, la 

función de estos genes en este contexto, aun no se ha dilucidado. Por lo tanto, se 

desconoce si en el proceso de diferenciación de NSC a otros tipos celulares, como 

neuronas, astrocitos u oligodendrocitos, están involucrados los genes HOX. 

Si bien en GBM no se ha explorado inducir diferenciación de las GSC mediante la 

manipulación de los genes HOX, esta estrategia si se ha evaluado en otros tipos de 

cáncer (Klein et al., 2013; Manohar et al., 1996; Wang et al., 2001).  Por ejemplo, 

se ha demostrado que diferentes genes HOX con rol supresor tumoral, como 

HOXA5 (Teo et al., 2016)  HOXC8 (Shah et al., 2017) y HOXD10 (Carrio et al., 

2005), son determinantes para inducción de la diferenciación en cáncer de mama.  
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De igual manera, se ha inducido diferenciación de CSC de un modelo celular de 

leucemia, mediante la inducción  de la expresión de HOXB1 (Petrini et al., 2013). 

En consecuencia, estos estudios sugieren que el restablecimiento de la expresión 

de genes HOX con rol supresor tumoral y potencial rol diferenciador de las GSC, 

sería una interesante estrategia terapéutica para el GBM. 

En relación con los antecedentes aportados hasta aquí, podemos formular una 

hipótesis de trabajo y una serie de objetivos que conducirán a un mejor 

entendimiento del rol de los genes HOX en la biología del GBM. A este respecto, 

nos hemos propuesto evaluar datos transcriptómicos de pacientes con gliomas de 

distintos grados tumorales, disponibles en distintas bases de datos públicas.  

Nuestro objetivo es aprovechar estos valiosos recursos para dilucidar si algún gen 

HOX, cuyo rol no se haya descrito en la literatura, tiene el perfil de expresión-

desregulación descrito para los genes con rol supresor tumoral. Pretendemos 

desarrollar diferentes aproximaciones bioinformáticas, que han sido ampliamente 

usadas en el estudio de los genes HOX y su rol en cáncer, para elegir un gen HOX 

con potencial supresor tumoral y estudiar su relación con el fenotipo de GSC. 
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HIPÓTESIS  
 

 

 

 

La inducción de la expresión de genes HOX supresores de tumores en células 

madre de glioblastoma conduce a su diferenciación, reduciendo la agresividad del 

glioblastoma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Resumen gráfico de la hipótesis de trabajo. El proyecto de tesis 

plantea que la inducción de la expresión de genes HOX supresores tumorales, los 

cuales presentan una baja expresión en GBM en comparación con tejido cerebral 

normal o LGG, puede inducir diferenciación de las GSC. 
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OBJETIVO GENERAL 
 

 

 

 

 

Identificar mediante aproximaciones bioinformáticas un potencial gen HOX supresor 

tumoral que pueda inducir diferenciación de las células madre de glioblastoma, y 

validar su función mediante aproximaciones in vitro. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Objetivo 1: Identificar genes HOX con potencial rol supresor 

tumoral en glioblastoma mediante aproximaciones bioinformáticas 

 

Objetivo 2: Evaluar el potencial de un gen supresor tumoral 

candidato seleccionado para inducir diferenciación en el contexto 

del desarrollo del sistema nervioso y de células madre de 

glioblastoma 

 

Objetivo 3: Determinar mediante aproximaciones in vitro los 

niveles de la expresión del potencial gen supresor tumoral en 

muestras de glioblastoma y evaluar el efecto de la inducción de su 

expresión en las células madre de glioblastoma 

 

Objetivo 4: Determinar mediante aproximaciones bioinformáticas 

posibles mecanismos involucrados en el silenciamiento del 

potencial gen HOX supresor tumoral candidato en pacientes con 

glioblastoma 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

 

 

 Metaanálisis en pacientes con glioma 

Para la búsqueda de un potencial gen HOX con rol supresor tumoral, se analizaron 

datos genómicos de GBM de diferentes bases de datos. Adicionalmente, se 

examinaron datos de cerebro en desarrollo y cerebro de individuos adultos. Todas 

estas bases de datos contenían diferentes cohortes de muestras normales o de 

pacientes, las cuales son independientes entre sí.  La información utilizada en este 

estudio, disponible en cada base de dato, se detalla a continuación: 

 

• The Cancer Genome Atlas (TCGA): Esta base de datos pública del cáncer 

se generó a partir de un esfuerzo conjunto de las instituciones National 

Cancer Institute, National Human Genome Research Institute, National 

Institutes of Health, y de Department of Health and Human Services. Esta 

colaboración ha permitido la recopilación y generación de datos genómicos 

de 200 tipos de cáncer, entre ellos gliomas de diferentes grados, incluyendo 

al GBM. Para los gliomas, encontramos disponibles datos de expresión 

génica de RNA-Seq, datos de número de copia, de miRNA y de metilación. 

Además, encontramos datos clínicos, tales como como el tiempo de 

sobrevida y clasificaciones según diferentes tipos de marcadores 

moleculares. El universo de pacientes contempla 519 pacientes con gliomas 
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de bajo grado ( LGG del inglés low grade gliomas), incluyendo grado II y III, 

y 173 pacientes con GBM.  

La descarga de los datos se realizó a partir de cBioportal, disponible en  

https://www.cbioportal.org/, o desde Xenabrowser, disponible en 

https://xenabrowser.net/ 

 

• Chinese Glioma Genome Atlas (CGGA):  Esta es una base de datos 

exclusiva de gliomas, la cual surgió de la colaboración de diferentes 

instituciones chinas, las cuales son Beijing Neurosurgical Institute, Beijing 

Tiantan Hospital, Capital Medical University, China National Clinical 

Research Center for Neurological Diseases, Center of Brain Tumor y Beijing 

Institute for Brain Disorders. Esta base almacena datos de expresión génica 

de RNA-seq y microarrays, datos de miRNA y datos clínicos junto con la 

caracterización de marcadores moleculares clásicos en el estudio del GBM. 

El universo de pacientes contempla 184 pacientes con LGG y 140 pacientes 

con GBM. 

La descarga de los datos se realizó desde el siguiente enlace 

http://www.cgga.org.cn/ 

 

• Repository for Molecular Brain Neoplasia Data (REMBRANDT): Esta es 

otra base de datos exclusiva de gliomas, y se generó a partir de la 

colaboración de National Cancer Institute y Nacional Institute of Neurological 

Disorders and Stroke. Esta contiene datos de expresión de microarray de 161 

https://www.cbioportal.org/
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pacientes con LGG y 179 pacientes con GBM. Además, posee datos clínicos 

de los pacientes mediante los cuales se determinaron los tiempos de 

sobrevida asociados a la expresión de los genes de interés. 

La descarga de los datos se realizó desde el siguiente enlace 

(https://caintegrator.nci.nih.gov/rembrandt/). 

 

• Ivy Glioblastoma Atlas Project (IVYGAP): Esta base de datos es exclusiva 

de pacientes con GBM y se generó mediante la colaboración entre Ivy 

Fundation, Allen Institute for Brain Science y Ivy Center for Advanced Brain 

Tumor Treatment. Esta posee datos de expresión de RNA-Seq de 34 tumores 

de pacientes con GBM. Además, esta base posee datos de expresión de 148 

microdisecciones de tumores de GBM, caracterizadas por la expresión de 

marcadores para la identificación de putativos grupos de GSC. 

Datos disponibles en el siguiente enlace:  

https://glioblastoma.alleninstitute.org/static/home 

 

• ALLEN BRAIN MAP: Esta base de datos pertenece a Allen Institute y 

contiene datos de RNA-Seq de 8-16 muestras de estructuras cerebrales de 

cerebro humano en desarrollo y cerebro humano de individuos adultos. 

Además de la herramienta en línea para la visualización de los datos, es 

posible la descarga de estos en el siguiente enlace. https://portal.brain-

map.org/ 

 

https://caintegrator.nci.nih.gov/rembrandt/
https://glioblastoma.alleninstitute.org/static/home
https://portal.brain-map.org/
https://portal.brain-map.org/
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• Oncomine: Esta base de datos contemplaba datos de expresión de 

microarrays de diferentes tipos de cáncer, entre ellos datos de gliomas de 

distinto grado. Esta web estaba destinada a ser un recurso de consulta en 

línea a través de su sitio web https://www.oncomine.org/, el cual 

lamentablemente dejó de funcionar en enero del año 2022.  

 

El manejo de los datos se realizó mediante el sofware RStudio. Los diferentes 

paquetes utilizados en los diferentes tipos de análisis se detallan a continuación.  

• Heatmap.2: para la generación de mapa de calor 

• Tidyverse:  para el cálculo de Z score y manejo general de los datos 

• Hmisc: para análisis de correlación de Spearman.  

• Survival: para el análisis de sobrevida. 

 

 Análisis de enriquecimiento 

Se consideraron los genes que correlacionaban positivamente con HOXD1 aquellos 

cuyo coeficiente de correlación de Spearman era superior a 0,3 con un valor p<0,05. 

De igual manera, se consideraron como genes que correlacionan negativamente 

con HOXD1 aquellos cuyo coeficiente de correlación de Spearman fue menor a -0,3 

con un valor p<0,05. El análisis de enriquecimiento de Gene Ontology se realizó 

mediante la herramienta PANTHER, disponible en línea en el enlace 

http://geneontology.org/. 

 

https://www.oncomine.org/
http://geneontology.org/
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Muestras tumorales de glioblastoma 

En el marco de una colaboración de la Dra. Palma con la Dra. Pilar Sanchez, 

integrante de la unidad de Neurooncología del instituto de Salud Carlos III (ISCIII-

UFIEC) de España, se obtuvieron como donación ADNc de muestras de pacientes 

con glioblastoma. 

 

Cultivo celular de líneas de astrocito y GBM 

Se utilizaron las líneas celulares de glioblastoma U87 MG (ECCAC, catálogo 

#89081402), T98G (ECCAC, catálogo #92090213) y U251 MG (ECCAC, # catálogo 

09063001). Las células se cultivaron a 37°C en 5% CO2 con medio de cultivo DMEM 

(Dulbecco’s modified Eagle’s médium) suplementado con penicilina (100 U/mL), 

estreptomicina (100 μg/mL) y suero fetal bovino al 10%. Además, se utilizó la línea 

de astrocitos fetales humanos SVGp12 (ATCC, catálogo #CRL8621) la cual se 

utilizó como control de célula glial no tumoral.  

 

Ensayo de formación de tumor-esferas 

 Células de las líneas de glioblastoma U87, T98G y U251 Ctrl, se cultivaron en medio 

DMEM/F12 suplementado con 20 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico (EGF; 

Invitrogen), 20 ng/mL de factor básico de crecimiento de fibroblastos (bFGF; Gibco), 

y 1X B-27 Supplement (Gibco). Las células se cultivaron a una densidad celular de 

104 células/ml en placas de 100 mm a 37ºC y 5% de CO2. Después de 7 días de 

cultivo, las esferas se colectaron mediante centrifugación a 1000 RCF por 3 min, y 

se almacenaron a -80 con Trizol para la posterior extracción de ARN.  
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Diferenciación de NSC derivadas de células pluripotentes inducidas humanas 

(hiPSC) a cultivos neuronales maduros 

 

NSC derivadas de hiPSC de 3 sujetos sanos fueron donadas por el Dr. Stevens 

Rehen del Instituto D'Or y la Universidad Feredal de Río de Janeiro, en el marco de 

una colaboración existente con las Dra. Palma y la ejecución de un proyecto 

Fondecyt regular. La diferenciación de hiPSC a NSC se realizó como se publicó 

anteriormente (Casas et al., 2018). El establecimiento de hiPSC y la derivación de 

las líneas NSC se realizaron de acuerdo con los estándares internacionales y con 

la aprobación del Consejo de Ética en Investigación (32385314.9.0000.5249).  La 

diferenciación de NSC a redes neuronales maduras se realizó adaptando un 

protocolo de Shi y colaboradores (Shi et al., 2012). Las NSC se descongelaron y 

sembraron en placas de plástico recubiertas con Geltrex de 60 mm y se mantuvieron 

en medio de expansión neural (NEM; DMEM/F12 y medio Neurobasal (1:1) con 

suplementos de inducción neural (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.)) 

hasta que alcanzaron 80-100 % de confluencia.  A continuación, las NSC se 

despegaron de la placa con acutasa (7 min/37 ºC), se centrifugaron a 300 RCF 

durante 4 min y se resuspendieron en NEM más 10 µM de inhibidor Rock (Y 27632; 

Merck).  Se sembraron 1*106 células en placas de petri de 35 mm recubiertas con 

poli L-ornitina/laminina (10 μg/mL y 2,5 μg/mL, respectivamente). Después de 48 h, 

el medio se reemplazó por medio de diferenciación neural (NDM; DMEM/ F12 y 

medio Neurobasal (1:1) suplementado con N2 1x,  B27 1x, 2-Mercaptoetanol 

100µM). El NDM se cambió cada dos días. Luego de 14-16 días después del cultivo 

en placa, las células se separaron de la placa con acutasa y se pasaron en una 
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proporción de 1:3 a placas revestidas con poli L-ornitina/laminina de 35 mm. Los 

cambios de medio se realizaron cada 2 días. Alrededor del día 30, las células se 

pasaron a su placa de 35 mm recubierta final, en una proporción de 1:4 (alrededor 

de 500.000 células por placa de Petri de 35 mm). Las células se mantuvieron en 

NDM, con cambios de medio en días alternos, durante 60 días más y se 

suplementaron con inhibidor de Rock 10 µM durante 48 h, después de cada pase. 

 

Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

La extracción de ARN mensajero se realizó utilizando Trizol Reagent (Invitrogen) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realizó la síntesis 

de ADNc mediante la utilización de la enzima transcriptasa reversa M-MLV 

(Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Para este procedimiento se 

utilizó para cada reacción: mix 1 compuesto de 1µg de ARN, 250ng de Random 

Primers, 1µL de mix dNTP (10 mM) y mix 2 compuesto de 4µL de 5X First-Strand 

Buffer, 2µL de 0.1 M DTT y 1µL de RNaseOUT™ (40 U/μL). La reacción se incubó 

según el programa recomendado por el fabricante: incubación del mix 1 a 65 °C por 

5 min y luego enfriar en hielo. Posteriormente, se le agregó el mix 2 y se incubó a 

37°C por 2 min. Se le agregó la enzima M-MLV y se incubó por 50 min a 37 °C. 

Finalmente, la enzima se inactivó por calor calentando el mix a 70°C por 15 min. El 

ADNc se almacenó a -20 ºC hasta posterior su uso. 

 

RTqPCR 

Los análisis por qPCR se realizaron utilizando el kit Brilliant II SYBR® Green QPCR 

Master Mix (Agilent Technologies, catálogo #600828) y un sistema de PCR en 
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tiempo real Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies). Se utilizaron partidores 

específicos para la amplificación de los genes de interés (Tabla 1). El protocolo de 

amplificación incluye una activación de HotStart durante 15 min a 95 °C, 

desnaturalización a 95 °C durante 15 s, alineamiento a 60 °C por 20 s y una etapa 

de extensión durante 10 s a 72 °C. La especificidad de los productos obtenidos se 

confirmó a mediante la electroforesis de un gel de agarosa (2% v/v) y un análisis de 

curva de melting. El análisis de la amplificación se realizó utilizando el Software 

MxPro (Stratagene) y la cuantificación relativa será calculada usando el método 

ΔΔCT. Como control se utilizarán β-actina y GAPDH. 

 

 

Tabla 1: Partidores específicos que se utilizaron en el análisis de qPCR para la 

amplificación de distintos genes humanos. 

Target Secuencia anterior Secuencia reversa 

β-actina 5´-AAGGATTCCTATGTGGGCGAC-3´ 5´-CGTACAGGGATAGCACAGCC-3´ 

GAPDH 5´-CAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC-3´ 5´- CCACCACCCTGTTGCTGTAG-3´ 

Nestina 5´-ACACATGGAGACGTCGCTG-3´ 5´-GAGCGATCTGGCTCTGTAGG-3´ 

CD133 5´-CGCGGGATGGTGCCTTGAGTGAA-3´ 5´-TCTGTGGATGAAGGCTGCCCTCCT-3’ 

SOX2 5´-AGCTACAGCATGATGCAGGA-3´ 5´-GAGTAGGACATGCTGTAGGT-3´ 

OCT4 5´-AGGTATTCAGCCAACGACCA-3´ 5´-TCGATACTGGTTCGCTTTCTC-3´ 

HOXD1 5´-CCTACCCCAAGTCCGTCTCT-3´ 5´-GCTGAAATTCGTGCGGATCG-3 

HOXD8 5´-TCCGTGGATGAGACCACAAG-3´ 5´-GCGTGGGAAACCTCGATTCT-3´ 
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Inmunofluorescencia 

A los 60 días de la diferenciación neuronal las células se fijaron con 

paraformaldehído al 4 %, se impregnaron con Triton-X (Sigma, St. Louis, MO, EE. 

UU.) al 0,2 %, se bloquearon con BSA (albúmina de suero bovino) al 5 % en solución 

de PBST (tween-20 al 0,1 % en PBS) y se incubaron durante la noche a 4 ºC con 

anti-tau1 (ratón: #MAB3420 Milipore), anti-sinaptofisina (ratón: #101011, Synaptic 

Systems), anti--MAP2 (conejo: #AB5622, Millipore), anti-homer-1 (conejo; #160002 

Synaptic Systems). Posteriormente, las células se incubaron con anticuerpos 

secundarios (cabra anti-ratón Alexa 488, cabra anti-conejo alexa 555, Invitrogen). 

Los núcleos fueron teñidos con 4´-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 1µg/mL por 5 min. 

Las imágenes se registraron con un microscopio confocal bifotónico Zeiss LSM 710  

 

Plásmidos 

Para la inducción de HOXD1 en las GSC de las líneas celulares de GBM, se diseñó 

una estrategia basada en el sistema Cre/loxP. Se utilizó la combinación de dos 

vectores, un vector retroviral portador de la secuencia de la recombinasa Cre-ERT2, 

y un vector lentiviral portador de la secuencia de HOXD1 y de los sitios loxP. A 

continuación, se detallan las características de los vectores virales. 

 

Vector Retroviral 

Se utilizó el vector retroviral pRetroQ-Cre-ERT2 (Addgene, plasmid #59701) para la 

expresión de la proteína recombinasa Cre-ERT2, bajo el promotor fuerte de 

citomegalovirus (Figura13). Entre los elementos génicos, destacamos los genes de 

resistencia a ampicilina y a puromicina, utilizados para la selección de bacterias 
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transformantes y de células de glioblastoma eficientemente transducidas con este 

vector retroviral, respectivamente.  

 

Vectores Lentivirales 

Los vectores lentivirales para la expresión inducible de HOXD1 en las GSC, y su 

correspondiente control, se diseñaron en base al plásmido pLVX (Addggene). En el 

vector pLVX-HOXD1 la expresión de HOXD1 está regulada por el promotor troncal 

SOX2 (Figura 14 A). Entre ambos elementos génicos se encuentra la secuencia de 

terminación de la trascripción que esta flanqueada por secuencias loxP. En 

consecuencia, la expresión de HOXD1 se induce mediante el tratamiento con 4-

hidroxitamoxifeno (4OHT), que induce la internalización de Cre-ERT2 al núcleo y 

por lo tanto la recombinación de las secuencias loxP. Diseñamos el vector lentiviral 

control pLVX-Stuffer que, en lugar de tener la secuencia del gen de HOXD1, lleva 

una secuencia peptídica sin actividad biológica reportada que denominamos 

“Stuffer” (Figura 14 B). Otros elementos génicos relevantes para esta investigación 

son el gen de resistencia a ampicilina y a Higromicina B, los cuales se utilizaron 

para la selección de bacterias transformantes y células de glioblastoma 

transducidas eficientemente con estos vectores lentivirales, respectivamente. 

 

Transformación de células quimio-competentes de E. coli Stbl3 

Para la amplificación del plásmido pRetroQ-Cre-ERT2 (8870 pb) se utilizó la cepa 

quimio-competente de E. coli Stbl3 (Invitrogen, cátalogo #C737303). Para su 

transformación se siguió el protocolo recomendado por el fabricante. Los viales con 

bacterias se descongelaron en hielo y a cada uno se les agregó 100 ng de ADN del 
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vector interés, mezclando cuidadosamente. Posteriormente, las células se 

incubaron en hielo por 30 min, para luego inducir shock térmico mediante una 

primera incubación a 42 °C por 45 s y una segunda incubación en hielo por 2 min.  

Luego, a cada vial de transformación se les agregó 250 µL de medio SOC y se 

incubaron 1 h a 37 °C en agitación.  Finalmente, Las bacterias se sembraron en 

placas de selección de transformantes positivas, placas agar LB (Luria Broth) 

suplementadas con ampicilina, se incubaron a 37 °C por 16 h y se almacenaron a 4 

°C. 

 

Obtención de bacterias E. coli Stbl3 electro-competentes 

Se generó un cultivo inicial de E. coli de la cepa Stbl3, las cuales se crecieron a 

37°C por 16 h. Posteriormente, se generó un segundo cultivo de 1L de LB el cual 

se inoculo con 1/100 del cultivo inicial. Este segundo cultivo se creció a 37°C en 

agitación fuerte (170 RPM) hasta alcanzar una absorbancia A550= 0,5-0,8.  Luego, 

el cultivo se enfrió en hielo por 30 min y se centrifugó a 4000 RCF por 15 min a 4 

°C. El pellet celular se resuspendió en 1 L de agua destilada estéril fría y se 

centrifugó nuevamente a 4000 RCF por 15 min a 4 °C. Posteriormente, el pellet 

celular se resuspendió en 500 mL de agua destilada estéril y se centrifugó en las 

mismas condiciones previamente detalladas. El pellet bacteriano se resuspendió en 

20 mL de glicerol 10% frio y se centrifugó en las condiciones previamente 

mencionadas. Finalmente, el pellet celular se resuspendió en 3 mL de glicerol 10% 

frío, volumen a partir del cual se generaron alícuotas de 50 µL que se almacenaron 

a -80°C. 
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Transformación de bacterias E. coli Stbl3 mediante electroporación 

Para la amplificación de los plásmidos pLVX-HOXD1 (11572 pb) y pLVX-Stuffer 

(10693 pb) se utilizaron bacterias electrocompetentes de la cepa Stbl3 (invitrogen, 

catálogo # C737303).  Se utilizó una alícuota de bacterias descongeladas en hielo 

por cada muestra de ADN plasmidial. Luego de 5 min se agregó 100 ng del plásmido 

correspondiente, el cual se homogenizó con las bacterias cuidadosamente. La 

mezcla se dejó en hielo por 1 min y se introdujo en cubetas de electroporación de 

0,2 cm de ancho (Bio-Rad) previamente enfriadas en hielo. Los parámetros de 

electroporación fueron: resistencia 200 Ω, capacitancia 25 μF y voltaje de 2.5 mV, 

ajustados previamente en el electroporador (Bio-34 Rad, EE.UU.). Se activó el pulso 

eléctrico con un tiempo promedio de 8 ms y se adicionaron lentamente 600 μL de 

medio LB líquido a la muestra. Las células se incubaron a 37 °C durante 1 h, se 

sembraron en placas con medio selectivo y se incubaron a 37 °C durante 16 h. 

 

Purificación de plásmidos 

 

Purificación de plásmidos a escala Mini preparativa 

Para la purificación de los plásmidos a escala mini preparativa se utilizó el kit 

E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini kit II (Omega). Para este propósito se siguió las 

recomendaciones del fabricante. Se inocularon colonias de bacterias individuales 

en cultivo de 15 mL de medio LB líquido, suplementado con el antibiótico de 

selección ampicilina en una concentración de 50 μg/mL, y se incubaron a 37 °C con 

agitación durante 16 h. Se tomaron los 10 mL del cultivo y se centrifugaron durante 

10 min a 5.000 RCF. El precipitado celular se resuspendió en 500 μL de solución I 
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que contiene RNAsa y se incubó a temperatura ambiente durante 5 min. A 

continuación, se le añadieron 500 μL de solución II, se agitó suavemente por 

inversión y se incubó a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se 

añadieron 700 μL de solución III, se agitó suavemente por inversión, y se centrifugó 

10 min a 13.000 RCF. Se extrajo el sobrenadante, se transfirió a la columna HiBind 

DNA Mini Column II y se centrifugó a 13000 RCF por 1 min. Luego, la columna se 

lavó con 500 µL del tampón HBC y se centrifugo a 13.000 RCF por 1 min. Se realizó 

un segundo lavado con 500 µL del tampón DNA Wash y se centrifugo a la misma 

velocidad que el paso anterior. Posteriormente, la columna se secó mediante 

centrifugación a 13.000 RCF por 2 min y se agregó 80 µL del tampón de elución y 

se incubó a temperatura ambiente por 1 min. Finalmente, la columna se centrifugo 

a 13.000 RCF por 1 min, el ADN se cuantificó en Nanodrop se almacenó a -20°C. 

 

Purificación de plásmidos a escala Midi preparativa 

Para la purificación de los plásmidos a escala midi preparativa se utilizó el kit 

NucleoBond Xtra Midi ((MACHEREY-NAGEL, catálogo # 740412). Para este 

propósito se siguió las recomendaciones del fabricante. Se inoculó una colonia en 

300 mL de medio LB suplementado con el antibiótico de selección correspondiente, 

y se incubó a 37 °C con agitación durante 16 h. El cultivo se centrifugó a 6.000 RCF 

durante 15 mina 4 °C, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el precipitado 

en 8 mL de tampón RES. A la suspensión celular se le adicionaron 8 mL de solución 

LYS, se mezcló por inversión y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 5 

min. Posteriormente, se adicionaron 8 mL de la solución NEU, se mezcló por 

inversión, y el lisado celular se cargó en la columna NucleoBond® Xtra Column 
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Filter, previamente equilibrada con el tampón EQU. Luego de 2 lavados con el 

tampón WASH, se descartó el filtro de papel, quedando solamente la columna con 

la matriz que retiene el ADN. Se extrajo el ADN plasmidial desde la columna 

mediante la adición de 5 mL del tampón de elución, ELU. Posteriormente, se agregó 

3,5 mL de isopropanol, se mezcló mediante agitación fuerte y se centrifugó a 13.000 

RCF durante 30 min a 4 °C. El precipitado obtenido se lavó dos veces con etanol al 

70% y centrifugando a 13.000 RCF por 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, 

el ADN plasmidial purificado se resuspendió en 100µL de agua libre de nucleasas, 

se cuantifico en Nanodrop y se almacenó a -20°C. 

 

Digestión enzimática de ADN plasmídico 

Para la digestión enzimática se utilizó como material de partida ADN plasmídico a 

una concentración final entre 50 y 100 ng/μL, y se emplearon enzimas de restricción 

a razón de 1UI por μg de ADN. Las soluciones tampón, el BSA, la temperatura de 

reacción, así como otros requerimientos adicionales fueron específicos para cada 

tipo de enzima según las recomendaciones del fabricante (Catálogo New England 

BioLabs). Para cada reacción se añadió de forma secuencial el ADN, la solución 

tampón específica y BSA, se adicionó agua estéril hasta completar el volumen final 

de la reacción y finalmente se añadió la enzima respectiva. Luego del tiempo de 

incubación, la digestión se comprobó por electroforesis en gel de agarosa al 1 % 

p/v. 

 

Generación de partículas retrovirales 

Las partículas retrovirales se generaron en la línea celular Phoenix Ampho (ATCC, 
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catálogo #CRL3213. Esta corresponde a una línea celular modificada, generada a 

partir de la línea HEK (del inglés Human Embryonic Kidney), la cual contiene la 

secuencia génica para las proteínas de empaquetamiento y envoltura de las 

partículas retrovirales (Swift et al., 2001). El medio de mantención de esta línea 

celular consistió en DMEM High Glucose (Hyclone), suero fetal bovino (FBS del 

inglés fetal bovine serum) 10% (Hyclone), 1%  penicilina/estreptomicina (P/S). Para 

la producción viral se sembraron 1*106 células en placas de 100 mm. Al alcanzar 

una confluencia del 70%, se realizó la transfección con cloruro de calcio (Kingston 

et al., 2003; Kwon & Firestein, 2013). Cada transfección se realizó con 10 µg del 

plásmido pRetroQ-Cre-ERT2. Luego de 16 h post-transfección se cambió el medio 

de cultivo y se reemplazó por el medio de producción viral que corresponde a DMEM 

High Glucose (Hyclone), 1% FBS (Hyclone). Cuando se completaron las 60 horas 

post-transfección, se colecto el medio de cultivo, se centrifugó a 1000 RPM por 5 

min, se filtró con filtro de 0,45 µm y se almaceno a -80°C en alícuotas de 1mL. 

 

Generación de partículas lentivirales 

 Las partículas lentivirales se generaron en la línea celular Lenti-X™ 293T Cell Line 

(HEK293T) (Takara Bio, catálogo # 632180), las cuales se cultivaron en medio. Se 

sembraron 1*106 células HEK293T en placas de 100 mm. Cuando se alcanzó una 

confluencia de ~70%, se realizaron transfecciones mediante el método de cloruro 

de calcio (Kingston et al., 2003; Kwon & Firestein, 2013). Cada transfección incluyo 

8 µg totales del plásmido de interés (pLVX-HOXD1 o pLVX-Stuffer), en conjunto con 

8µg del vector psPAX2 (Addgene, catálogo # 12260) y 4 µg del vector VSVG 

(Addgene, catálogo # 8454). Estos últimos plásmidos son claves para la formación 
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de las partículas lentivirales ya que confieren los genes de empaquetamiento y 

envoltura, respectivamente (Kalidasan et al., 2021).  Transcurridas 16 h post-

transfección se cambió el medio de cultivo y se reemplaza por el medio de 

producción de partículas lentivirales, DMEM High Glucose (Hyclone), 1% FBS 

(Hyclone), y se mantuvieron hasta completar las 60 h post-transfección. 

Posteriormente, se colectó el medio de cultivo, se centrifugo a 1000 RPM por 5 min 

y se filtró utilizando filtros de 0,45µm. El último paso consistió en concentrar las 

partículas virales. Para eso, el medio de cultivo se ultra-centrifugó a 100.000 RCF 

por 1,30 h. El pellet celular se resuspendió con agitación lenta, a 4 °C y con 300 µL 

de PBS. Luego de 4 h, el medio enriquecido en partículas lentivirales y se almaceno 

a -80°C en alícuotas de 50µL. 

 

Transducción de líneas celulares de GBM con retrovirus 

En placa de 12 pocillo se sembraron 2*104 células/ pocillo, de las líneas de 

glioblastoma, para el vector de interés y para el control sin transducir. Cuando las 

células alcanzaron un 40 % de confluencia se retiró el medio de cultivo y se agregó 

el medio de transducción retroviral que consiste en 500 µL de medio de cultivo 

fresco, DMEM HG 10% FBS, 1% P/S, y 500 µL del medio de cultivo con partículas 

retrovirales. Para el control, se utilizó 500uL de DMEM HG 10% FBS, 1% y 500 µL 

de DMEM HG 1% FBS.  Tanto al control como al pocillo de transducción viral se le 

agregó polibreno en una concentración final de 8 µg/mL. Este compuesto es un 

polímero catiónico que se utiliza para mejorar el rendimiento de las transducciones 

virales (Davis et al., 2002). A las 48 h de transducción, se renovó el medio del control 

y el medio con partículas retrovirales. Transcurridas 72 h post-transducción, se retiró 
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el medio de transducción y se agregó el medio de cultivo de mantención. Al alcanzar 

una confluencia ~ del 80% el medio de cultivo se suplemento con el antibiótico de 

selección, para este caso puromicina en una concentración de 2 µg/mL. La 

selección se consideró completa una vez que las células del pocillo control sin 

transducir murieron. 

 

Transducción de líneas celulares de GBM con lentivirus 

La transducción con el vector lentiviral se realizó mediante un protocolo similar al de 

la transducción retroviral. Se sembraron células de glioblastoma en una densidad 

de 2*104 células/ pocillo, para el control sin transducir y para cada vector lentiviral. 

Cuando el cultivo de las células de glioblastoma alcanzó una confluencia de ~40%, 

se agregó medio de cultivo fresco y se agregó 15 µL de cada vector lentiviral 

concentrado en su pocillo correspondiente. Para el pocillo control se agregó 15 µL 

de PBS. Se agrego polibrero en una concentración de 8 µg/mL. Luego de 72 h de 

transducción lentiviral, se agregó medio de cultivo fresco. Cuando el cultivo celular 

alcanzó una confluencia cercana al 80%, el medio de cultivo se suplemento con el 

antibiótico de selección, para ambos casos Higromicina B 500 µg/mL. La selección 

de las células transducidas mediante el uso se antibiótico se realizó hasta observar 

la muerte total del control.  

 

Preparación de 4OHT y tratamiento 

Para los diferentes tratamientos con 4OHT (Cayman, catálogo #17308) se preparó 

un stock general concentrado, disuelto en etanol 100 %. Se consideró la solubilidad 

de 4OHT reportada en etanol 100% la cual corresponde a 20 mg/mL equivalente a 
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50 mM. Además, se consideró que para cada tratamiento el volumen total de etanol 

100 % no excediera el 0,1 % v/v con respecto al medio de cultivo, esto para evitar 

la toxicidad celular por este solvente. Por lo tanto, se preparó 4OHT 3,87 mg/mL 

equivalente a 10 mM. Una vez preparado, el stock se filtró mediante filtros de 0,22 

µm, de este se generaron alicuotas que se almacenaron a -20 °C protegido de la 

luz. En cada tratamiento se verificó que la alícuota utilizada no superara las 6 

semanas desde su preparación  (Felker et al., 2016) . Para la determinación de la 

concentración de 4OHT adecuada para las líneas celulares de GBM, que no 

evidenciara muerte celular, se probaron diferentes concentraciones desde 100 nM 

hasta los 10 mM. El tiempo y la concentración adecuada para los tratamientos con 

4OHT se determinó mediante los reportes en literatura y los diferentes ensayos de 

toxicidad realizados en las líneas de GBM. 

 

Determinación de la actividad metabólica mediante ensayo MTT 

El ensayo MTT es un método colorimétrico para evaluar la actividad metabólica 

celular. Este se basa en la reducción del compuesto soluble bromuro de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, más conocido como MTT, en el compuesto 

insoluble formazán (Kumar et al., 2018; Sylvester, 2011). Este ensayo se utilizó para 

la determinación de la toxicidad de tratamientos con diferentes concentraciones de 

4OHT y para la determinación de la proliferación celular. Para el primer caso, se 

sembraron células de las líneas de GBM en placas de 96 pocillos, en una densidad 

de 7000 células/pocillo. Luego de 24 h se renovó el medio de cultivo el cual se 

suplementó con 4OHT en concentraciones de 10-10.000 nM. Se realizaron 

tratamientos a diferentes tiempos, 48, 72 y 96 h. Una vez cumplido el tiempo de 
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tratamiento se cambió el medio de cultivo por DMEM sin rojo fenol 10 % FBS. 

Adicionalmente, a cada pocillo se agregó 10 µL de MTT 10X, y la placa se incubó a 

37 °C por 2 h, para permitir la formación de los cristales de formazán. 

Posteriormente, los cristales de formazán se solubilizaron. Para este propósito, en 

cada pocillo se eliminó 85 µL del medio con MTT, se agregó 50 µL de 

Dimetilsulfóxido (DMSO) y la placa se incubo a 37°C por 10 min. Entonces, se 

determinaron los valores de absorbancia, proporcionales a la actividad metabólica, 

mediante la medición de la absorbancia a 570 nm usando un espectrofotómetro 

(SunriseTM, Tecam). Para la determinación de la proliferación celular se sembraron 

células de las líneas de GBM en placas de 96 pocillos en una densidad de 5000 

células/pocillo. Se sembró una placa por tiempo de proliferación celular analizado, 

correspondientes a 24, 48, 72 y 96 h. Transcurrido el tiempo en cuestión, se cambió 

el medio por DMEM sin rojo fenol 10% FBS. A continuación, a cada pocillo se le 

agregó 10 µL de MTT 10X para la formación de los cristales de formazán. La 

solubilización de los cristales y el registro de los valores de absorbancia se realizó 

como se describió previamente. Cabe mencionar que, tanto para la determinación 

de la toxicidad celular, así como para la determinación de la curva de proliferación, 

se utilizó como blanco pocillos sin células que se trataron idénticamente a los 

pocillos experimentales.  

 

Datos de ChIP-Seq y su procesamiento 

Los datos de ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) con 

secuenciación (ChIP-seq) para los perfiles H3K4me3 y H3K27me3 se obtuvieron de 

la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO). Las muestras pertenecientes al 
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estudio de Le Boiteux E, Court F, Guichet PO, y col. corresponden a las siguientes: 

GSC (H3K4me3: GSM4907322, GSM4907326. H3K27me3: GSM4907323, 

GSM4907327). Las muestras pertenecientes al estudio de Rheinbay, Esther y col. 

corresponden a las siguientes: GBM (H3K4me3: GSM1121865, GSM1121875, 

GSM1121888. H3K27me3: GSM1121862, GSM1121872, GSM1121885) y 

muestras de GSC (H3K4me3: GSM1 121860, GSM1121870, 

GSM1121882.H3K27me3: GSM1121857, GSM1121867, GSM1121879). El 

protocolo o pipeline utilizado para el procesamiento de los archivos fastq 

corresponde a “ChIP-seq de histonas ENCODE 3”. De manera resumida, las 

lecturas de ChIP-seq se asignaron al genoma humano (hg19 para los datos de 

Rheinbay y col., y hg 38 para los datos de Le Boiteux) utilizando Bowtie2 (v2.2.6) 

con parámetros ChIP-seq “paired-end”. La llamada de peaks se realizó utilizando 

MACS2 usando los respectivos Inputs como controles (disponibles también en 

GEO). Los archivos Bed y Bigwig se visualizaron en Integrative Genomics Viewer 

(IGV). 

 

Líneas de Pez Cebra 

Los trabajos con larvas de pez cebra se realizaron de acuerdo con los estándares 

internacionales y con la aprobación del Comité de Cuidados y Uso de Animales 

(CICUA) de la Universidad de Chile (certificado n°: 20406– FCS – UCH). Se 

utilizaron las cepas de Pez cebra Tab5 (silvestre), Tg (fli1: EGFP), las que se 

mantuvieron en medio E3 (5mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM 

MgSO4, y 0.1% azul de metileno) a 28°C con fotoperiodos de 14 h de luz y 10 h de 

oscuridad o 34°C en condiciones de oscuridad (en el caso de los peces 
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xenotrasplantados). 

Tg (fli1: EGFP), línea transgénica en la cual el promotor del marcador endotelial fli1 

impulsa la expresión específica de EGFP en los vasos sanguíneos. Esto permite la 

visualización y, por lo tanto, el análisis de la vasculatura durante el desarrollo 

embrionario del pez cebra.  

 

Preparación de las larvas e implantación de las células tumorales 

Los embriones de pez cebra se trataron con feniltiourea (PTU), un inhibidor de la 

pigmentación, para mantener la transparencia de las larvas Tg (fli1: EGFP), para 

facilitar el análisis de microscopio y seguimiento de las células. Estas fueron 

marcadas previamente con el trazador transitorio Mitotracker red CMXRos 

(Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. A los dos días post-fecundación 

(dpf), los embriones se decorionaron y microinyectaron con la línea celular de GBM. 

Estas células en suspensión se cargaron en microcapilares de vidrio de borosilicato 

adaptados como agujas de inyección y se inyectaron en el vitelo (X. J. Yang et al., 

2013) o entre el cerebro medio y posterior (Welker et al., 2017). Para facilitar el 

acceso a ambas estructuras del pez durante la inyección, las larvas se montaron, 

en agarosa de bajo punto de fusión a una concentración de 1% m/v (diluida en medio 

E3). El seguimiento de los tumores se realizó hasta 5 días post inyección para la 

inyección del vitelo y 7 días post inyección (dpi) en el caso de los peces inyectados 

en cerebro. 

 

Análisis estadístico 

Los datos se analizaron a través del software estadístico Prism 8. Se realizó la 
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prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para corroborar la normalidad de los datos. 

Para el análisis de datos paramétricos se realizó la prueba estadística ANOVA, y 

post test Tukey, para evaluar la diferencia entre 3 o más grupos. Para la 

comparación de datos paramétricos de 2 grupos se utilizó la prueba t-test.  Al 

considerar datos no paramétricos, se realizó una prueba de Kruskal-Wallis, post test 

Dunn’s, para evaluar las diferencias entre 3 o más grupos. Para la comparación de 

2 grupos se empleó la prueba de Mann-Whitney. Para el reporte de los valores p se 

determinó el estilo GraphPad que informa cuatro dígitos después del punto decimal 

con un cero a la izquierda: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 
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RESULTADOS 
 

 

 

 

Objetivo 1: Identificar genes HOX con potencial rol supresor 

tumoral en glioblastoma mediante aproximaciones bioinformáticas 

 

 

La expresión de HOXD1 es menor en pacientes con GBM en comparación con 

pacientes LGG y muestras cerebrales sanas 

 

Para la búsqueda de genes con potencial rol supresor tumoral, analizamos la 

expresión de los cuatro grupos genómicos de los genes HOX en datos de pacientes 

con gliomas de distinto grado almacenados en las bases de datos TCGA (con datos 

de 519 pacientes con LGG y 173 pacientes con GBM), CGGA (con datos de 184 

pacientes con LGG y 140 pacientes con GBM) y REMBRANDT (con datos de 161 

pacientes con LGG y 179 pacientes con GBM). Comparamos la expresión de los 

genes de los grupos HOXA, HOXB, HOXC y HOXD en pacientes con LGG, grado II 

y III, versus la expresión en pacientes con GBM. En general, encontramos que la 

mayoría de los genes HOX presenta una expresión mayor en pacientes con GBM 

en comparación con LGG (Figura 4 A). Así, por ejemplo, genes de diferentes grupos 

genómicos como HOXA10, HOXB13, HOXC10 y HOXD9 siguen esta tendencia en 

la cual su expresión es mayor en GBM. Esto es consistente con lo reportado en la 

literatura para estos genes, los cuales tienen un rol oncogénico en gliomas (Huang 
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et al., 2021; Isaev et al., 2021; Li et al., 2018; Tabuse et al., 2011; Wang et al., 2019).  

En la literatura se describe que, a diferencia de los genes HOX con rol oncogénico, 

los genes HOX con rol supresor tumoral disminuyen su expresión en cáncer en 

relación con su expresión en tejido normal, y que esta diferencia de expresión se 

acentúa con el avance del grado tumoral. En nuestros análisis de expresión 

destacamos a HOXD1, cuya expresión en pacientes con gliomas es diferente a los 

genes HOX con rol oncogénico. La expresión de HOXD1 es mayor en pacientes con 

gliomas de bajo grado y disminuye con el grado tumoral, es decir, su expresión es 

menor en GBM. Este cambio de expresión es consistente en las tres bases de datos 

que analizamos (Figura 4 B) y sugiere que este gen podría tener un rol supresor 

tumoral.  

Al comparar la expresión de HOXD1 con el resto de los genes HOXD, encontramos 

que HOXD1 presenta una expresión diferente al resto de los genes del mismo grupo 

genómico. Así, por ejemplo, HOXD4 y HOXD8 presentan una expresión mayor en 

pacientes con mayor grado tumoral (Figura 4 C y D), lo cual sugiere que HOXD1 es 

un gen que tiene un perfil de expresión independiente a los otros genes de su mismo 

grupo. 
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Figura 4: HOXD1 presenta una menor expresión en pacientes con GBM en 

comparación a su expresión en pacientes con LGG. A. Mapa de calor jerárquico 
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representativo de los análisis realizados en las distintas bases de datos de gliomas. 

Se ilustra la expresión de los genes HOX en pacientes con gliomas de distinto grado, 

obtenidos de la base CGGA, y se destaca la expresión de HOXD1, el cual presenta 

una distribución de la expresión diferente al resto de los genes HOX. B. C. y D. Los 

gráficos representan la distribución de la expresión de HOXD1, HOXD4 y HOXD8, 

respectivamente. Estos se generaron a partir de los datos de expresión obtenidos 

desde las bases TCGA (con datos de 519 pacientes con LGG y 173 pacientes con 

GBM), CGGA (con datos de 184 pacientes con LGG y 140 pacientes con GBM) y 

REMBRANDT (con datos de 161 pacientes con LGG y 179 pacientes con GBM). Se 

observa que HOXD1 tiene una menor expresión en GBM en comparación a otros 

gliomas de menor grado y este perfil de expresión es diferente a otros genes del 

mismo grupo genómico, como lo son HOXD4 y HOXD8. La expresión génica 

corresponde a los z-score calculados a partir de los datos de expresión en FPKM.  

Para el análisis estadístico se utilizó el test ANOVA y post test Tukey. * p<0,05, ** 

p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

De manera adicional, utilizamos la base Oncomine que posee datos de microarrays 

de diferentes estudios de expresión génica de diferentes tipos de cáncer. Al igual 

que en las otras bases de datos previamente mencionadas, la expresión de HOXD1 

disminuye en muestras derivadas de pacientes con GBM en comparación con 

muestras de pacientes con LGG o muestras de tejido cerebral normal (Figura S 1). 

Cabe mencionar que no encontramos otro gen HOX cuya expresión disminuyera 

con el avance tumoral en pacientes con GBM, y que esta disminución de la 

expresión fuera consistente en las 3 bases de datos analizadas (TCGA, CGGA y 



 

52 

 

REMBRANDT). Como se detalló previamente, se han sugerido otros genes HOX 

como potenciales genes con rol supresor, los cuales son HOXB1 (Han et al., 2015), 

HOXD10 (Hu et al., 2013) y HOXA11 (Se et al., 2017), sin embargo existe evidencia 

controversial respecto al rol de estos dos últimos (Duan et al., 2015; Li et al., 2021). 

En las publicaciones donde se sugiere tanto a HOXB1, HOXA11 y HOXD10, el 

análisis del perfil de expresión de los respectivos genes se realiza con bases de 

datos más pequeñas o solo mediante el análisis de expresión en líneas celulares de 

glioblastoma. Nuestro análisis de la distribución de la expresión de HOXB1, 

HOXA11 y HOXD10 muestra que, a diferencia de lo esperado, los niveles de 

expresión de estos genes aumentan con el grado tumoral (Figura S 2). Estos 

resultados sugieren que estos genes HOX, descritos como supresores tumorales 

en gliomas, presentan más bien un perfil de expresión asociado a genes HOX con 

rol oncogénico. Por lo tanto, es necesario un mayor análisis para dilucidar cual es 

el rol de HOXB1, HOXA11 y HOXD10 en el desarrollo de los gliomas.  

En consecuencia, seleccionamos a HOXD1 como candidato supresor tumoral, cuyo 

rol en GBM aún no se ha descrito. 

 

HOXD1 presenta mayor expresión en gliomas de mejor pronóstico 

 

A continuación, relacionamos la expresión de HOXD1 con diferentes marcadores 

de pronóstico y clasificaciones descritas para gliomas, como el estado IDH, estado 

de metilación MGMT y, para pacientes con GBM, el subtipo molecular y su origen. 

Encontramos que la expresión de HOXD1 es mayor en pacientes con gliomas de 

mejor pronóstico. 
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Como ya se mencionó previamente, el estado del gen IDH es una de las 

clasificaciones más importantes en el estudio de los gliomas. En la última 

clasificación de tumores del SNC del año 2021, destaca el estado de IDH como un 

marcador molecular clave para la distinción de gliomas difusos (IDHmut) y GBM 

(IDHwt). Nuestros resultados indican que la expresión de HOXD1 es mayor en 

muestras de pacientes con IDHmut en comparación con IDHwt. Desde la base de 

datos de TCGA analizamos la expresión de HOXD1 en pacientes con IDHwt e 

IDHmut, sumando un total de 663 pacientes con gliomas de diferentes grados. En 

esta comparación se observa una mayor expresión de HOXD1 en el grupo IDHmut 

(Figura 5 A). Realizamos el mismo análisis, utilizando datos de 325 pacientes con 

gliomas de diferentes grados almacenados en CGGA, y los resultados son 

consistentes con nuestros resultados previos, ya que encontramos una expresión 

significativamente mayor de HOXD1 en el grupo IDHmut (Figura 5 B). Para este 

análisis, además quisimos incluir datos de RNA-seq de Le Boiteux y col. (Le Boiteux 

et al., 2021)  el cual incluye muestras de 13 pacientes con glioma IDHwt o IDHmut 

y 3 muestras de cerebro normal, particularmente del cuerpo calloso (2) y la corteza 

frontal (1). Se observa que la expresión de HOXD1 se expresa en muestras de 

cerebro sano, cuyos niveles de expresión tienden a disminuir en GBM (Figura 5 C). 

Cabe destacar que, otros genes del grupo genómico HOXD, como HOXD4 y 

HOXD8, no se expresan en tejido normal y tienden a aumentar su expresión en 

GBM, observándose mayores niveles en el grupo IDHwt (Figura 5 D y E).  

 El origen del GBM es otro factor relevante en la estimación del tiempo de sobrevida 

de los pacientes con GBM. Es más frecuente que este cáncer se desarrolle como 

un tumor primario y en ocasiones menos recurrentes el GBM puede derivar de 
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gliomas de menor grado (Kleihues & Ohgaki, 2000; Ohgaki & Kleihues, 2013).  Pese 

que en general los pacientes con GBM tienen un bajo pronóstico de sobrevida, el 

GBM segundario tiene un pronóstico relativamente más favorable (Kleihues & 

Ohgaki, 2000; Louis et al., 2016). Buscamos información sobre el origen de los GBM 

en las bases de datos, consultadas en los análisis previos, y encontramos esta 

información solo en la base CGGA. Nuestros resultados sugieren que la expresión 

de HOXD1 es mayor en pacientes con GBM secundario en relación con pacientes 

con GBM primario (Figura 5 F).  

La clasificación de subtipos moleculares está basada en el perfil transcriptómicos 

de los pacientes con GBM. Como ya se mencionó previamente, se han descrito tres 

subtipos moleculares los cuales son Proneural (PN), Clásico (CL) y Mesenquimal 

(MES) (Verhaak et al., 2010; Wang et al., 2017), dentro de los cuales el subtipo PN 

tienen un mejor pronóstico de sobrevida (Sidaway, 2017; Z. Wang et al., 2021). 

Nuestros resultados del análisis de la expresión de HOXD1 en los subtipos 

moleculares sugiere que HOXD1 es mayor en el subtipo PN (Figura 5 G). Esto es 

consistente con los resultados que sugieren que la expresión de HOXD1 es mayor 

en los pacientes con GBM secundario, ya que se ha descrito que los GBM 

secundarios presentan en su mayoría un subtipo PN. Además, cabe destacar que 

la expresión de HOXD1 es menor en el subtipo MES, el cual tiene peor pronóstico 

de sobrevida. 

Por último, dentro de las clasificaciones utilizadas para predecir el pronóstico de los 

pacientes, se encuentran el estado de metilación de MGMT y la co-deleción 1p/19q 

(Louis et al., 2016; Masui et al., 2016). La metilación del promotor de MGMT se 

asocia a una baja transcripción de la enzima DNA-metil transferasa, cuya expresión 
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se asocia a resistencia a tratamiento (Hegi et al., 2005). A su vez, la co-deleción de 

los brazos cromosómicos 1p/19q se asocia a mejor pronóstico (Eckel-Passow et al., 

2015; van den Bent et al., 2003). Nuestro análisis de la expresión de HOXD1 en 

relación con el estado de metilación de MGMT (Figura 5 H) y a la co-deleción 1p/19q 

(Datos no mostrados), no mostraron diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: La expresión de HOXD1 es mayor en pacientes con gliomas de mejor 

pronóstico. Analizamos la expresión de HOXD1 en relación con diferentes 

marcadores de pronóstico y clasificaciones de gliomas. Con respecto a la 

clasificación IDH, encontramos que la expresión de HOXD1 es mayor en paciente 

es con IDHmut, en comparación con pacientes IDHwt. A. B. y C. Estos análisis se 
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generaron a partir de datos de expresión de 663 pacientes con gliomas de diferentes 

grados de la base TCGA, datos de 325 pacientes con gliomas de CGGA y datos de 

13 pacientes con gliomas y 3 muestras de cerebro sano del estudio GSE123892, 

respectivamente.  D. y E. Otros genes del grupo genómico HOXD, HOXD4 y 

HOXD8, presentan un patrón de expresión contrario a HOXD1, los cuales tienden a 

presentar una mayor expresión en el grupo de pacientes IDHwt. También, 

analizamos la expresión de HOXD1 en relación con origen del GBM el subtipo 

molecular, para lo cual se utilizaron datos de 117 pacientes de TCGA y 115 

pacientes de CGGA, respectivamente. F. y G.   Encontramos que HOXD1 se 

expresa en mayor grado en GBM de origen 2° y en el subtipo molecular PN. H. Con 

respecto a otros marcadores, como el estado de metilación de MGMT, no se 

observan diferencias en la expresión de HOXD1 en los grupos de comparación. La 

expresión génica corresponde a los z-score calculados a partir de los datos de 

expresión en FPKM.   Para el análisis estadístico en el cual se compararon dos 

grupos se utilizó la prueba estadística t-test.  Para la comparación de tres grupos se 

utilizó la prueba ANOVA y post test de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, 

****p<0,0001. 

 

La disminución de la expresión de HOXD1 se asocia con un peor pronóstico 

de sobrevida 

 

Seguidamente evaluamos la significancia clínica de la expresión de HOXD1 y de 

otros genes del grupo genómico HOXD, en relación con el tiempo de sobrevida de 

los pacientes. Utilizamos datos de expresión y datos clínicos disponibles en las 
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bases de datos previamente mencionadas, TCGA (692 pacientes con gliomas) 

CGGA (325 pacientes con gliomas) y REMBRANDT (340 pacientes con gliomas). 

Se construyeron curvas Kaplan-Meier para determinar el tiempo de sobrevida de 

pacientes con una alta o baja expresión de los genes en cuestión.  Los resultados 

obtenidos indican que pacientes con una alta expresión de HOXD1 tienen una 

sobrevida significativamente mayor que los pacientes con una baja expresión de 

dicho gen (Figura 6 A). Por el contrario, el análisis de sobrevida en pacientes con 

alta expresión de otro gen del grupo genómico HOXD, tales como HOXD4 o 

HOXD8, muestran un menor tiempo de sobrevida en comparación con pacientes 

con una baja expresión de este gen (Figura 6 B y C). Estos resultados son 

consistentes con los resultados previamente mencionados y también sugieren que 

HOXD1, a diferencia de los otros genes del grupo genómico HOXD, es un potencial 

gen supresor tumoral en gliomas.  

                  TCGA                                  CGGA                             REMBRANDT 
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Figura 6: A diferencia de otros genes del grupo genómico HOXD, una alta 

expresión de HOXD1 se asocia con un mejor pronóstico de sobrevida en 

pacientes con gliomas.  Análisis de la curva de sobrevida de Kaplan-Meier de 

datos de glioma obtenidos de TCGA (692 pacientes con glioma, CGGA (325 

pacientes con glioma) y REMBRANDT (340 pacientes con glioma). A. Los 

resultados son consistentes en las tres bases de datos y muestran que pacientes 

con alta expresión de HOXD1 presentan una sobrevida prolongada en comparación 

con pacientes con niveles bajos de expresión de HOXD1. B. y C. Pacientes con una 

alta expresión de HOXD4 o HOXD8, respectivamente, presentan menor sobrevida 

que pacientes con una baja expresión de estos genes. Para el análisis estadístico 

se utilizó la prueba estadística de Log Rank, cuyo valor p se indica en cada gráfico. 

 

 

Objetivo 2: Evaluar el potencial de los genes supresores tumorales 

para inducir diferenciación durante el desarrollo del sistema 

nervioso y las células madre de glioblastoma 

 

 

HOXD1 se asocia a un fenotipo diferenciado en tejido cerebral normal 

 

En la literatura se ha propuesto que los genes HOX con rol supresor tumoral son 

genes que establecen la identidad celular (Abate-Shen, 2002; Bhatlekar et al., 

2018). Así, en un contexto tumoral, la disminución de su expresión puede conducir 
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a una mayor plasticidad fenotípica y, por lo tanto, contribuir en la adquisición de 

troncalidad (Bhatlekar et al., 2014; Smith et al., 2019).  En base a los resultados 

presentados anteriormente, se sugiere a HOXD1 como un potencial gen supresor 

tumoral. Sin embargo, es preciso establecer si la expresión de este gen se asocia 

con diferenciación y establecimiento de la identidad celular en cerebro.  

En la literatura se encuentran algunas publicaciones que sugieren que HOXD1 se 

expresa en cerebro de organismos vertebrados en desarrollo (McNulty et al., 2005; 

L. V. Wolf et al., 2001), así como también se evidencia su expresión en algunas 

zonas cerebrales de organismos adultos (Hutlet et al., 2016; Takahashi et al., 2004). 

Sin embargo, aún no se ha descrito su función en estas estructuras. Con relación al 

rol de HOXD1 en los subtipos celulares cerebrales, Booth y col. demostraron, a 

partir de cultivo primario de células gliales mixtas obtenidas de ratón recién nacido, 

que Hoxd1 se expresa en oligodendrocitos de distintos grados de maduración. Este 

grupo de investigación además demostró que la glicoproteína de la mielina de 

oligodendrocitos (MOG) sería un blanco transcripcional de Hoxd1, sugiriendo un rol 

de Hoxd1 en la diferenciación y/o maduración del linaje oligodendroglial (Booth et 

al., 2007).  Cabe destacar que, esta es la única publicación que describe un 

potencial rol de HOXD1 en cerebro y se desconoce si este posible rol es conservado 

entre especies, incluyendo al humano. 

En consecuencia, evaluamos la expresión de HOXD1 en el desarrollo de cerebro 

humano. Para esto utilizamos datos de expresión de RNA-Seq obtenidos de Allen 

Brain MAP, desarrollado por el Instituto Allen. Estos datos se obtuvieron de 8-16 

muestras de estructuras cerebrales de diferentes estados del desarrollo humano. 

En base a los datos analizados, de observa que HOXD1 comienza a expresarse de 
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manera significativa a partir de la semana 24 post concepción (spc) (Figura 7 A y 

B). La expresión de este gen se mantiene a lo largo del desarrollo, aumentando su 

expresión en etapas posteriores a la semana 24 psc, e inclusive se evidencia su 

expresión en distintas estructuras de cerebro adulto (Figura 7 C). Adicionalmente, 

analizamos la expresión de MOG y encontramos que presenta un patrón similar a 

la expresión de HOXD1 (Figura 7 A y B). En estos datos, ambos genes presentan 

una correlación positiva (coeficiente Spearman 0,89, p<0,0001) durante el 

desarrollo. Estos resultados sugieren que la regulación transcripcional de MOG por 

parte de HOXD1 sería conservada entre humano y ratón, y que HOXD1 podría jugar 

un importante rol en la maduración y/o diferenciación de oligodendrocitos en 

humanos. Cabe destacar que, estos resultados son consistentes con los resultados 

que indican que la expresión de HOXD1 es mayor en pacientes con GBM con 

subtipo PN, cuyo patrón transcripcional es similar al patrón de expresión de 

oligodendrocitos (Verhaak et al., 2010; Wang et al., 2017).  
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Figura 7: HOXD1 se expresa en cerebro en desarrollo y cerebro adulto en 
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humano. A. Mapa calórico que representa la expresión de genes HOX durante el 

desarrollo y en cerebro adulto normal. Se incluyen genes HOX cuyo rol ha sido 

descrito en GBM. La mayoría de estos tienen un rol oncogénico a excepción de 

HOXA11, HOXB1 y HOXD10 que se asocian a genes supresores tumorales. Entre 

todos estos genes se destaca la expresión de HOXD1 que a diferencia de los demás 

genes se expresa en cerebro en desarrollo y cerebro adulto normal. B.  Gráfico 

agrupado que ilustra la expresión de HOXD1 y su blanco transcripcional MOG, en 

muestras de cerebro de donadores de distintas edades. La expresión de HOXD1 

comienza a partir de la semana 24 post concepción y se mantiene en tejido cerebral 

adulto. MOG presenta un perfil de expresión similar a HOXD1, con una alta 

correlación positiva. C. En cerebro adulto se evidencia una amplia distribución en la 

expresión de HOXD1 en estructuras cerebrales de donador adulto sano. El mapa 

calórico se generó en la página de consulta en línea 

https://www.brainspan.org/rnaseq/searches. La expresión génica corresponde a los 

z-score calculados a partir de los datos de expresión en RPKM.  Para el análisis 

estadístico se utilizó el test Kruskal–Wallis y post test de Dunn. Junto a los gráficos 

se detalla el valor p de las comparaciones entre grupos que mostraron significancia.  

 

Evaluamos en datos de pacientes con GBM si la expresión de HOXD1 se asocia 

con diferenciación. Para esto, utilizamos los datos de expresión de pacientes con 

GBM, obtenidos de la base de datos de TCGA (173 pacientes), y determinamos los 

procesos biológicos enriquecidos a partir de genes que correlacionan 

significativamente con HOXD1. El enriquecimiento en la base Gene Ontology 

mostró que los genes que correlacionan positivamente con HOXD1 se asocian en 
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general con procesos del desarrollo del sistema nervioso, en donde destacan la 

diferenciación neuronal y la diferenciación de células gliales (Tabla 2). 

 

Tabla 2: Procesos biológicos enriquecidos a partir de genes que correlacionan 

positivamente con HOXD1 en pacientes con GBM.  Seleccionamos los procesos 

biológicos de interés para nuestro estudio. (La versión completa se adjunta en el 

material suplementario) 

GO biological process complete 

Homo 
sapiens - 
REFLIST 
(20589) 

Fold 
enrichment 

raw P-
value 

FDR 

central nervous system myelination 
(GO:0022010) 

23 3.98 
1.53E-

04 
7.38E-

03 

axon ensheathment in central 
nervous system (GO:0032291) 

23 3.98 
1.53E-

04 
7.36E-

03 

oligodendrocyte development 
(GO:0014003) 

42 3.43 
1.34E-

05 
8.76E-

04 

oligodendrocyte differentiation 
(GO:0048709) 

66 3.07 
2.52E-

06 
2.04E-

04 

regulation of nervous system 
process (GO:0031644) 

144 2.55 
4.14E-

08 
4.84E-

06 

ensheathment of neurons 
(GO:0007272) 

112 2.34 
1.76E-

05 
1.12E-

03 

axon ensheathment (GO:0008366) 112 2.34 
1.76E-

05 
1.11E-

03 

positive regulation of neuron 
differentiation (GO:0045666) 

91 2.23 
2.55E-

04 
1.11E-

02 

glial cell development 
(GO:0021782) 

110 2.14 
1.89E-

04 
8.83E-

03 

central nervous system neuron 
differentiation (GO:0021953) 

169 2.13 
4.00E-

06 
3.12E-

04 

regulation of neuron differentiation 
(GO:0045664) 

190 2.07 
3.34E-

06 
2.66E-

04 

neuron differentiation (GO:0030182) 1018 2.05 
4.18E-

27 
1.31E-

23 

neuron development (GO:0048666) 819 2.04 
1.12E-

21 
9.76E-

19 

neuron migration (GO:0001764) 126 2.03 
2.92E-

04 
1.25E-

02 
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generation of neurons 
(GO:0048699) 

1081 2.02 
1.75E-

27 
6.86E-

24 

regulation of neuron projection 
development (GO:0010975) 

432 2.02 
1.64E-

11 
3.43E-

09 

axonogenesis (GO:0007409) 350 2.00 
3.11E-

09 
4.42E-

07 

cell morphogenesis involved in 
neuron differentiation (GO:0048667) 

422 2.00 
5.27E-

11 
1.01E-

08 

neurogenesis (GO:0022008) 1223 1.96 
2.34E-

28 
1.22E-

24 

glial cell differentiation 
(GO:0010001) 

169 1.94 
1.18E-

04 
5.92E-

03 

regulation of nervous system 
development (GO:0051960) 

437 1.92 
7.35E-

10 
1.15E-

07 

positive regulation of nervous 
system development (GO:0051962) 

268 1.91 
1.92E-

06 
1.62E-

04 

regulation of neurogenesis 
(GO:0050767) 

358 1.88 
6.86E-

08 
7.74E-

06 

gliogenesis (GO:0042063) 219 1.79 
1.21E-

04 
6.05E-

03 

nervous system development 
(GO:0007399) 

2081 1.78 
1.26E-

34 
1.97E-

30 

positive regulation of neurogenesis 
(GO:0050769) 

220 1.76 
2.43E-

04 
1.08E-

02 

 

 En contraste, encontramos que los procesos biológicos enriquecidos a partir de 

genes cuya correlación con HOXD1 es negativa, se relacionan a la mantención de 

la troncalidad y proliferación de progenitores neurales (Tabla 3). Estos resultados 

sugieren que HOXD1 se asocia a procesos de diferenciación neural.   

 

Tabla 3: Procesos biológicos enriquecidos a partir de genes que correlacionan 

negativamente con HOXD1 en pacientes con GBM. Seleccionamos los procesos 

biológicos de interés para nuestro estudio. (La version completa se adjunta en el 

material suplementario) 

GO biological process complete 
Homo 

sapiens - 
Fold 

enrichment 
raw P-
value 

FDR 
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HOXD1 se expresa en neuronas derivadas de hiPSC 

 

En relación con los procesos biológicos enriquecidos a partir de los genes que 

correlacionan positivamente con HOXD1, en datos de expresión de pacientes con 

GBM, destacamos los procesos de diferenciación neural.  Está ampliamente 

reportado en la literatura que las neuronas y células gliales, derivan de una célula 

tronca neural común (NSC, por sus siglas en ingles neural stem cell) (Hirabayashi 

& Gotoh, 2010; Namihira & Nakashima, 2013; Yao et al., 2016). Por lo tanto, es 

probable que el potencial rol de HOXD1 en la diferenciación no solamente se limite 

al linaje glial y también participe en la generación de neuronas.  En consecuencia, 

mediante RTqPCR evaluamos de manera exploratoria la expresión de HOXD1 un 

modelo in vitro de la diferenciación de NSC a neuronas de la corteza cerebral 

(Figura 8 A-C). Estas neuronas se diferenciaron a partir de NSC obtenidos a partir 

de células madre pluripotentes humanas (hiPSC, por sus siglas en inglés human 

induced pluripotent stem cells) inducidas a partir de células somáticas de un donante 

REFLIST 
(20589) 

positive regulation of neural 
precursor cell proliferation 

(GO:2000179) 
53 3.58 

6.02E-
05 

4.45E-
03 

regulation of neural precursor cell 
proliferation (GO:2000177) 

88 3.37 
1.46E-

06 
1.92E-

04 

regulation of stem cell differentiation 
(GO:2000736) 

88 2.70 
2.23E-

04 
1.32E-

02 

stem cell population maintenance 
(GO:0019827) 

111 2.35 
8.34E-

04 
3.65E-

02 

negative regulation of cell 
differentiation (GO:0045596) 

662 1.49 
8.11E-

04 
3.59E-

02 
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sano. Encontramos que HOXD1 no se expresa en NSC, pero si en neuronas de 

distintos tiempos de diferenciación (Figura 8 F).  Además, la expresión de HOXD1 

es mayor en neuronas cuyo tiempo de diferenciación es superior a los 60 días, 

estado en el cual se evidencia la expresión de marcadores neuronales y sinápticos 

(Figura 8 D y E). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que HOXD1 podría tener 

un rol en la diferenciación neural, lo cual, evidentemente, debe ser corroborado por 

futuras investigaciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: HOXD1 se expresa en neuronas diferenciadas in vitro a partir de NSC 

derivadas de hiPS. A. B. y C. Imágenes representativas de neuronas y agregados 

neuronales de 30, 70 y 100 días de diferenciación, respectivamente. D. y E. En 

neuronas de 60 días de diferenciación de realizó la Inmunodetección del marcador 

dendríticos MAP2 (D) y marcador axonal TAU (E). Adicionalmente, se realizó la 
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inmunodeteción del marcador pan presináptico sinaptosina (SYP) (D), y el marcador 

postsináptico HOMER1 (E). La tinción nuclear de DAPI se muestra en azul. F.  

Análisis de expresión de HOXD1 mediante RTqPCR. Se observa que este gen 

aumenta su expresión en neuronas con mayores tiempos de diferenciación, 

presentando niveles significativamente superiores en neuronas maduras de 92 y 

144 días. Datos obtenidos VP lab en el marco de una colaboración (Puvogel, 

Blanchard y cols, 2022). 

 

HOXD1 se asocia a un fenotipo diferenciado en GBM 

 

A continuación, evaluamos la expresión de HOXD1 y su relación con la expresión 

de marcadores troncales en muestras de GBM.  Para estos análisis, utilizamos 

datos de expresión de RNA-Seq de la base de datos IVYGAP. En esta base, se 

identificaron putativos grupos de GSC en muestras de GBM, las cuales se aislaron 

mediante microdisección con láser. La identificación de los putativos nichos de GSC 

se realizó mediante hibridación in-situ, con el uso de 17 sondas validadas para la 

identificación de GSC. Así, desde 34 tumores de GBM se generaron 148 muestras 

en total, clasificando muestras con alta expresión de marcadores troncales como 

putativos nichos GSC, y zonas con baja expresión de estos marcadores como zonas 

control.  Consistentemente, nuestros análisis muestran que la expresión de HOXD1 

es mayor en muestras tumorales con baja expresión de marcadores troncales 

(Figura 9 A). Adicionalmente, evaluamos la expresión de MOG, blanco 

transcripcional de HOXD1, la cual presentó una mayor expresión también en el 

grupo control con baja expresión de marcadores troncales (Figura 9 B). Estos 
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resultados sugieren que la expresión de HOXD1 es mayor en zonas más 

diferenciadas del tumor, o con menor expresión de marcadores troncales. Cabe 

mencionar que no se encontró diferencias significativas en la expresión de otros 

genes del grupo genómico HOXD, HOXD4 y HOXD8, entre las muestras con alta o 

baja expresión de marcadores troncales (Figura 9 C y D).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: A diferencia de otros genes del mismo grupo genómico, HOXD1 

presenta una mayor expresión en zonas del tumor con baja expresión de 

marcadores troncales. Se analizaron datos de RNA-seq de la base IVYGAP, que 

posee datos de expresión de 148 muestras de GBM las cuales se clasificaron como 

putativos nichos de GSC o zonas control, que contienen una baja expresión de 

genes troncales. A. La expresión de HOXD1 es mayor en zonas con baja expresión 

de marcadores troncales en comparación a su expresión en putativos grupos de 

GSC. B. MOG, un blanco transcripcional de HOXD1 y expresado en 

oligodendrocitos, presenta también una mayor expresión en zonas del tumor con 

baja expresión de marcadores troncales. C y D. Otros genes del grupo genómico, 

como HOXD4 y HOXD8, no presentan diferencias significativas en estas dos zonas 

tumorales comparadas. La expresión génica corresponde a los z-score calculados 
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a partir de los datos de expresión en FPKM.  Para el análisis estadístico se utilizó la 

prueba estadística t-test. ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

En conjunto, nuestros resultados sugieren que HOXD1 es un gen con un potencial 

rol supresor tumoral que puede inducir diferenciación en el contexto del desarrollo 

del sistema nervioso y de las células madre de glioblastoma.  

 

 

Objetivo 3: Determinar mediante aproximaciones in vitro los 

niveles de la expresión del potencial gen supresor tumoral en 

muestras de glioblastoma y evaluar el efecto de la inducción de su 

expresión en las células madre de glioblastoma 

 

 

HOXD1 presenta diferentes niveles de expresión en líneas celulares y 

muestras de pacientes con GBM 

 

Analizamos la expresión de HOXD1 en tres líneas celulares y 12 muestras de 

pacientes con GBM, mediante RTqPCR. Establecimos como control la línea celular 

de astrocitos fetales humanos SVGp12, luego de confirmar la expresión de HOXD1 

en esta línea celular.  Los resultados indican que la expresión de este gen presenta 

diferentes niveles de expresión en las muestras analizadas (Figura 10). En relación 

con las líneas celulares de GBM, encontramos que las líneas U251 y T98G 
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presentan una menor expresión de HOXD1 en comparación con la línea de 

astrocitos control. Por otro lado, la línea U87 presenta una mayor expresión que las 

células SVGp12 (Figura 10 A). De manera complementaria, analizamos la expresión 

de HOXD8 en estas líneas celulares. Comprobamos que, a diferencia de HOXD1, 

la expresión de HOXD8 es significativamente mayor en las tres líneas de GBM en 

comparación con el control (Figura S 3), lo cual es consistente con nuestros 

resultados bioinformáticos. 

 Los resultados del análisis de la expresión de HOXD1 en las muestras GBM 

derivadas de pacientes indica que la mayoría de estas muestras presentan una 

expresión igual o menor a la línea SVGp12, y solo cuatro de ellas tienen una mayor 

expresión de este gen (Figura 10 B). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: HOXD1 presenta distintos niveles de expresión en líneas celulares 

y muestras de pacientes con GBM. Analizamos la expresión de HOXD1 en líneas 

celulares y muestras tumorales de pacientes con GBM mediante RTqPCR. A. 

Observamos que, en relación con la expresión de la línea de astrocitos fetales 

humana SVGp12 establecida como control, HOXD1 presenta mayor expresión en 
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la línea U87. En cambio, las líneas de GBM U251 y T98G presentan menor 

expresión que HOXD1 en relación con el control. B. El análisis muestras tumorales 

de pacientes con GBM (N = 1), se muestra que hay una gran variabilidad en los 

niveles de expresión de este gen en las muestras de pacientes. Sin embargo, la 

mayoría de estas presentan niveles de expresión similares o inferiores al control. 

Para el análisis estadístico se utilizó el test Mann Whitney (one-tailed). * p<0,05. 

 

HOXD1 presenta niveles de expresión similares en cultivos adherentes y 

cultivos de tumor-esfera de líneas celulares de GBM U87, U251 y T98G 

 

Adicionalmente, evaluamos la expresión de HOXD1 en tumor-esferas de cultivo de 

líneas celulares de glioblastoma. Previamente, verificamos que nuestros cultivos de 

tumor-esfera enriquecían la población de GSC (Figura 11). Para este propósito 

realizamos cultivo de tumor-esferas de las líneas U87, U251 y T98G de las cuales 

se purifico ARNm. A partir de estas muestras analizamos, mediante RTqPCR, la 

expresión de algunos de los marcadores troncales validados para GSC, como son 

Nestina, SOX2 y OCT4. En general, para las líneas celulares encontramos una 

mayor expresión de marcadores troncales en las tumor-esferas generadas, en 

comparación con el cultivo adherente (Figura 11 C, F e I). Particularmente, para la 

línea T98G, observamos que la expresión de Nestina no cambia en las tumor-

esferas con respecto al cultivo adherente, sin embargo, la expresión de los otros 

dos marcadores troncales SOX2 y OCT4 aumentan significativamente. Luego de 

confirmar el enriquecimiento de las GSC, evaluamos la expresión de HOXD1 en las 

tumor-esferas de las líneas de GBM previamente mencionadas. No encontramos 
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diferencias significativas en la expresión de HOXD1 en las tumor-esferas en 

comparación con el cultivo adherente (Figura 12 A-C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: El cultivo de tumor-esferas de líneas celulares de glioblastoma, 

U87, U251 y T98G, enriquece la población de GSC. A. D. y G. Cultivos adherentes 

de las líneas celulares U87, U251 y T98G, respectivamente. B. E. y H. Imágenes 

representativas de tumor-esferas generadas a partir de las líneas U87, U251 y T98G 

respectivamente. Barra de escala: 50µm. C. F. y I. Análisis de la expresión de 

marcadores de troncalidad Nestina, SOX2 y OCT4, en los cultivos de tumor-esferas 

de las líneas celulares de GBM. Se observa que hay un aumento de los niveles de 

los marcadores de troncalidad validados para GSC, lo que indica que hay un 

enriquecimiento de esta subpoblación de células de GBM en el cultivo. Para el 

análisis estadístico se utilizó el test Mann-Whitney (one tailed). * p<0,05. 



 

73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: No se observan cambios en los niveles de expresión de HOXD1 

entre los cultivos adherentes y de tumor-esferas de líneas celulares de GBM. 

A. B. y C. Mediante RTqPCR se analizó la expresión de HOXD1 en células de cultivo 

adherente y de tumor-esfera de células de GBM U87, U251 y T98G, 

respectivamente. El análisis estadístico Mann Whitney no mostró diferencias 

significativas en los niveles de expresión de HOXD1 entre estos tipos de cultivo.  

 

La activación de la expresión de HOXD1 en GSC derivadas de líneas celulares 

de GBM reduce sus características troncales 
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Diseño de sistema Cre/LoxP para la expresión inducible de HOXD1 en GSC 

 

Con el objetivo de comprobar si HOXD1 tiene el potencial de inducir diferenciación 

en las GSC, diseñamos una combinación de transducciones virales, basados en la 

tecnología Cre/LoxP, para inducir la expresión de HOXD1 particularmente en las 

GSC derivadas de las líneas de GBM.  

Para la primera transducción viral utilizamos un vector retroviral pRetroQ-Cre-ERT2 

(addgene, plasmid #59701) para la expresión de la proteína recombinasa Cre 

modificada, unida a la forma mutante T2 del dominio de unión al ligando del receptor 

de estrógeno (Figura 13). La transducción eficiente de este vector retroviral en 

modelos celulares conlleva a la expresión constitutiva de Cre-ERT2, regulado por el 

promotor de citomegalovirus (CVM). La recombinación especifica mediada por Cre-

ERT2 es regulada en base a una inducción química por 4-hidroxitamoxifeno (4OHT) 

(Feil et al., 1997; Felker et al., 2016) , metabolito de tamoxifeno que presenta alta 

afinidad por el dominio de unión al ligando del receptor de estrógeno (Felker et al., 

2016; Robertson et al., 1982). Así, en ausencia de 4OHT, Cre-ERT2 se retiene en 

el citoplasma. Por el contrario, en presencia de 4OHT, Cre-ERT2 transloca de 

manera transiente al núcleo para realizar la recombinación (Donocoff et al., 2020; 

Feil et al., 1997; Felker et al., 2016; Robertson et al., 1982). 
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Figura 13: Vector retroviral pRetroQ. Vector retroviral utilizado para la generación 

de líneas de GBM que expresan la proteína recombinasa CRE-ERT2 de forma 

estable. En el esquema se destacan algunos elementos génicos relevantes como el 

promotor utilizado para la expresión de CRE-ERT2, y el gen de selección de 

resistencia a puromicina, PuroR. 

 

Continuando con nuestro objetivo para la inducción de la expresión de HOXD1 en 

las GSC, diseñamos dos vectores lentivirales basados en el plásmido pLVX (Figura 

14). El primero de estos, pLVX-HOXD1 (Figura 14 A), posee el gen codificante de 

HOXD1 cuya expresión está regulada por el promotor de SOX2.  La elección del 

promotor de SOX2 se debe a varios motivos que se describen a continuación. El 

primero de ellos se relaciona a los reportes bibliográficos que validan a SOX2 como 

uno de los principales marcadores troncales en las GSC (Caglar & Duzgun, 2023; 

Garros-Regulez et al., 2016; Lopez-Bertoni et al., 2022; Song et al., 2016), y como 

un importante blanco terapéutico para reducir esta subpoblación de células 

tumorales (Gangemi et al., 2009; Garros-Regulez et al., 2016).  Adicionalmente, 

dispusimos seleccionar un marcador troncal que presente una correlación negativa 

con HOXD1. Así, utilizando las bases de datos transcriptómicos de GBM, 

realizamos un análisis de correlación entre la expresión de los diferentes 

marcadores troncales validados para GSC y HOXD1. Encontramos de manera 

consistente que la expresión de SOX2 se correlaciona de manera negativa con 

HOXD1 en las bases de datos consultadas (Figura S4). Otro factor importante en la 

elección del marcador troncal es comprobar el aumento de su expresión en el cultivo 

de tumor-esfera de las tres líneas de GBM. Como ya se mencionó previamente, 
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confirmamos el aumento de la expresión de SOX2 en el cultivo de tumor-esfera en 

la línea U87, U251 y T98G, en relación con su expresión en cultivo adherente 

(Figura 11). En consecuencia, consideramos una buena estrategia la elección del 

promotor de SOX2 para activar la expresión de HOXD1 específicamente en las GSC 

derivadas de las líneas de GBM.  

 

   

Continuando con el diseño de nuestros vectores lentivirales, para la regulación 

temporal de la expresión de HOXD1, entre el promotor de SOX2 y HOXD1 

agregamos el codón de terminación de la traducción (STOP), el cual se encuentra 

flanqueado por sitios loxP (Figura 14 A). Por lo tanto, en ausencia de la 

recombinación mediada por la recombinasa Cre, HOXD1 no se expresa ya que el 

proceso de traducción termina rio arriba de la secuencia de HOXD1 (Figura 15 C). 

En cambio, en presencia de 4OHT, que provoca la traslocación nuclear de Cre-

ERT2 (Figura 15 B), se induce la recombinación de los sitios loxP eliminando el 

elemento STOP (Figura 15 D). Así, mediante la adición de 4OHT inducimos la 

expresión de HOXD1 específicamente en las GSC.  

El segundo vector lentiviral que diseñamos corresponde a pLVX-Stuffer (Figura 14 

B). El diseño es similar al vector pLVX-HOXD1, pero en lugar de contener la 

secuencia de HOXD1, agregamos la secuencia de un péptido sin función biológica 

conocida que denominamos Stuffer. En consecuencia, Stuffer se expresará luego 

de la recombinación de los sitios loxP. 

Finalmente, cabe mencionar que en el diseño de pLVX-HOXD1 y pLVX-Stuffer, 

agregamos un elemento genético reportero de la expresión de ambas secuencias. 
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Elegimos la proteína mCherry, la cual se ha usado ampliamente como elemento 

reportero en diferentes modelos de estudio in vitro e in vivo (Chen et al., 2020; Li et 

al., 2022; Sun et al., 2022; Zhao et al., 2019). En consecuencia, mCherry se 

expresará bajo el mismo marco de lectura que HOXD1 y Stuffer (Fig.  14 A y B). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Vectores lentivirales para la expresión de HOXD1 y Stuffer en las 

GSC. A. y B. Vectores lentivirales basados en el plásmido pLVX para la expresión 

de HOXD1-mCherry y el control, Stuffer-mcherry, respectivamente. La secuencia 

génica de ambas proteínas quimeras está regulada por el promotor de SOX2 para 

asegurar la expresión especifica en GSC. Adicionalmente, se agregó un elemento 

para la regulación temporal de la expresión de ambas proteínas quimeras. Ambos 

vectores presentan el elemento de la secuencia STOP de terminación de la 

transcripción flanqueado por secuencias loxP, y posicionado entre el promotor de 

SOX2 y la secuencia de las proteínas quimeras. Solo mediante la presencia del 

inductor químico 4OHT se producirá la recombinación entre los sitios loxP y la 

expresión de las proteínas quimeras. Adicionalmente, en el esquema se destacan 

otro elemento génico relevante el cual corresponde al gen de selección de 

resistencia a higromicina B, HygR. 
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Figura 15: Mecanismo de recombinación de secuencias loxP inducida por 

4OHT. A. En ausencia de 4OHT, la recombinasa modificada Cre-ERT2 es 

mantenida en el citoplasma. B. Secuencia génica de interés diseñada para la 

expresión de HOXD1 regulada por el promotor de SOX2. Entre estos elementos 

génicos se encuentra la secuencia de terminación de la transcripción (“STOP”) 

flanqueada por las secuencias loxP que interrumpe la expresión de HOXD1. C. Al 

ingresar a la célula, 4OHT se une al dominio ERT2, permitiendo que la recombinasa 

Cre-ERT2 se internalice al núcleo celular. D. En el núcleo celular, Cre-ERT2 induce 

la recombinación de las secuencias loxP, eliminando así la secuencia STOP y 

permitiendo la expresión de HOXD1. 
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Amplificación de los plásmidos retrovirales y lentivirales en la cepa de E. coli 

Stbl3 

Para la amplificación de los vectores se utilizó la cepa de E. coli Stbl3. Esta cepa 

bacteriana se destaca por conferir alta estabilidad en la mantención estructural de 

plásmidos recombinantes basados en lentivirus (Al-Allaf et al., 2013). La 

transformación bacteriana con el vector pRetroQ-Cre-ERT2, se realizó con 

bacterias quimio-competentes las cuales se transformaron mediante el protocolo 

recomendado por el fabricante (previamente descrito). Para la transformación 

bacteriana con los plásmidos pLVX-HOXD1 y pLVX-Stuffer, el método de shock 

térmico no resultó eficiente debido a gran tamaño de los plásmidos (~11.000pb). 

Por esta razón, a partir de la cepa comercial Stbl3 se prepararon bacterias electro-

competentes y se transformaron mediante el método de electroporación (Lessard, 

2013), tal como se describe en la metodología. Luego de la transformación, las 

bacterias se sembraron en placas con el medio selectivo de LB-ampicilina a 37°C 

por 16 h. Posteriormente, se tomó un inóculo de las colonias formadas en cada 

placa y se preparó un cultivo a estala mini-preparativa de 15 mL de medio LB-

ampicilina. A partir de estos cultivos se realizó extracción de ADN plasmidial para 

confirmar la identidad de cada plásmido mediante ensayo de restricción utilizando 

diferentes enzimas. Confirmamos la obtención de bacterias transformadas ya que 

el tamaño de los fragmentos generados en las diferentes digestiones enzimáticas, 

coinciden con el tamaño predicho para la digestión de cada vector (Figuras 16-18). 

Con el fin de obtener una mayor cantidad de ADN plasmidial, para la generación de 

los vectores retrovirales y lentivirales, se realizaron cultivos a escala midi-

preparativa. Se seleccionó una colonia transformada por cada vector, de la cual se 
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tomó un inoculo para generar un cultivo de 300 mL de LB-ampicilina, el cual se 

creció a 37°C por 16 h. Finalmente, se purifico el ADN plasmídico con el kit 

NucleoBond Xtra Midi, el cual se utilizó para la generación de las partículas 

lentivirales, como se describe en la metodología. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Digestión enzimática del vector retroviral pRetroQ-Cre-ERT2. A la 

izquierda se observa los tamaños del patrón de peso molecular (PPM). Para la 

identificación del plásmdo pRetroQ-Cre-ERT2 se usaron las enzimas de restricción 

EcoRI, BamHI y XhoI, las cuales se utilizaron para la generación de digestiones 

simples o dobles. En amarillo se destaca el tamaño molecular predicho, el cual 

coincide con el tamaño de los productos de las digestiones enzimáticas. 
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Figura 17: Digestión enzimática del vector lentiviral pLVX-HOXD1. A la 

izquierda se observa los tamaños del patrón de peso molecular (PPM). Para la 

identificación del plásmdo pLVX-HOXD1 se usaron las enzimas de restricción 

EcoRI, BamHI y XhoI, las cuales se utilizaron para la generación de digestiones 

simples o dobles. En amarillo se destaca el tamaño molecular predicho, el cual 

coincide con el tamaño de los productos de las digestiones enzimáticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Digestión enzimática del vector lentiviral pLVX-Stuffer. A la izquierda 

se observa los tamaños del patrón de peso molecular (PPM). Para la identificación 
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del plásmdo pLVX-Stuffer se usaron las enzimas de restricción EcoRI, BamHI y 

XhoI, las cuales se utilizaron para la generación de digestiones simples o dobles. 

En amarillo se destaca el tamaño molecular predicho, el cual coincide con el tamaño 

de los productos de las digestiones enzimáticas. 

 

Generación de líneas estables de GBM para la expresión de HOXD1 en las GSC 

 

La generación de líneas estables de GBM para inducir la expresión de HOXD1 

mediante el tratamiento con tamoxifeno, se obtuvo mediante dos transducciones 

virales. Primero, se realizó la transducción con el vector retroviral pRetroQ-Cre-

ERT2. Las partículas retrovirales se generaron en la línea células Phoenix Ampho 

(ATCC, CRL3213), la cual contiene la secuencia génica para las proteínas de 

empaquetamiento y envoltura de las partículas retrovirales (Swift et al., 2001).    El 

procedimiento de obtención de las partículas retrovirales se detalla en la 

metodología. 

Brevemente, las líneas de GBM U87 y T98G se sembraron en placas de 12 pocillos 

en una densidad de 2*104 células/ pocillo. Al alcanzar el 40% de confluencia se 

agregó el medio de cultivo fresco y complementado con las partículas retrovirales, 

como se detalla en la metodología. Luego de 72 h de transducción, las células 

eficientemente transducidas se seleccionaron con el antibiótico de selección 

puromicina el cual se agregó al medio de cultivo celular en una concentración de 2 

µg/mL. Las células se mantuvieron con este antibiótico hasta un pasaje después de 

la muerte de las células control, correspondiente a células sin transducir. Durante el 

transcurso de la transducción de las células de GBM y durante la selección con el 
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antibiótico no se observaron cambios morfológicos observables, tanto para la línea 

U87 (Figura 19 A y B) como para la línea T98G (Figura 20 A y B). Realizamos un 

ensayo de MTT que se utiliza para evaluar la actividad metabólica, la cual puede 

servir como indicador de la proliferación celular (Kumar et al., 2018; Sylvester, 

2011).  Estos análisis, no muestran diferencias significativas entre las células 

transducidas, U87-CRE y T98g-CRE, y las líneas control sin transducir (Figura 19 

E, Figura 20 E).   

Luego de la transducción retroviral y selección con puromicina, se realizó la 

transducción lentiviral. Se sembraron células de las líneas U87-CRE y T98G-CRE 

en placa de 12 pocillos, en la misma densidad descrita para la transducción 

retroviral. Se realizó una transducción por 72 h, en la cual las partículas retrovirales 

se agregaron al medio de cultivo estándar para la mantención de estas células. 

Luego de la transducción viral, se agregó medio de cultivo fresco el cual se cambió 

regularmente hasta que las células alcanzaron una confluencia del 80%. A 

continuación, se agregó el antibiótico de selección, Higromicina B, el cual se 

suplementó en el medio de cultivo en una concentración de 500 µg/mL.  Las células 

se mantuvieron con el antibiótico de selección hasta un pasaje después de la muerte 

de las células control, correspondiente a células sin transducir. Durante la 

generación de las líneas estables de GBM, U87-Cre-HOXD1, U87-Cre-Stuffer, 

T98G-Cre-HOXD1 y T98G-Cre-Stuffer, no se observaron cambios morfológicos 

observables en relación con las células control sin transducir U87 y T98G (Fig. 19 

A-D, Fig. 20 A-D). De igual manera, el ensayo de proliferación celular muestra que 

no hay diferencias significativas entre las líneas y los respectivos controles (Fig. 19 

E, Fig. 20 E).   
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Figura 19: No se observaron cambios morfológicos ni proliferativos luego de 

transducciones virales en las líneas derivadas de U87. A.B.C. y D. Se muestran 

imágenes representativas de la línea celular U87 control y de las líneas derivadas 

de las transducciones virales U87-Cre, U87-Cre-HOXD1 y U87-Cre-Stuffer, 
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respectivamente. Barra de referencia: 100µm. E. Curvas de proliferación de la línea 

U87 control y sus derivadas, obtenidas mediante el ensayo de MTT realizado a las 

24, 48, 72 y 96 h de cultivo. No se observan cambios estadísticamente significativos 

entre las curvas. 
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Figura 20: No se observaron cambios morfológicos ni proliferativos luego de 

transducciones virales en las líneas derivadas de T98G. A.B.C y D. Se muestran 

imágenes representativas de la línea celular T98G control y de las líneas derivadas 

de las transducciones virales T98G-Cre, T98G-Cre-HOXD1 y T98G-Cre-Stuffer, 

respectivamente. Barra de referencia: 100µm. E. Curvas de proliferación de la línea 

T98G control y sus derivadas, obtenidas mediante el ensayo de MTT realizado a las 

24, 48, 72 y 96 h de cultivo. No se observan cambios estadísticamente significativos 

entre las curvas. 

 

 

 

Determinación de la concentración óptima de 4OHT para el tratamiento de las 

líneas de GBM 

Para evaluar el efecto de la expresión de HOXD1 en las GSC, primero se estableció 

la concentración adecuada de 4OHT para inducir la recombinación en las líneas de 

GBM Cre-HOXD1 y Cre-Stuffer. Es imperativo establecer las concentraciones que 

son tóxicas para las células de GBM, para asegurar que posibles resultados 

obtenidos en la inducción de HOXD1, asociados a muerte celular o disminución de 

proliferación, sean consecuencia de la expresión de dicho gen y no por el efecto 

tóxico de 4OHT.  Para este propósito, evaluamos la actividad metabólica mediante 

ensayo de MTT, siendo este un ensayo indicativo de procesos celulares como 

viabilidad, proliferación y citotoxicidad (Kumar et al., 2018; Sylvester, 2011). Para 
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este ensayo decidimos utilizar solamente las líneas celulares U87-Cre y T98G-Cre. 

Esto, para descartar efectos citotóxicos debido a la recombinación inducida por 

4OHT y la inducción de la expresión de HOXD1 o Stuffer. En consecuencia, 

revisamos la literatura y encontramos el reporte de tratamientos con 4OHT en 

cultivos primarios de gliomas y líneas de GBM (Chen et al., 2010; Lewis et al., 2015; 

Nogueira et al., 2008; W. Yang et al., 2013; Yaz et al., 2004). El rango de 

concentraciones reportadas para 4OHT incluye desde 100 nM hasta 10 µM. En base 

a estos antecedentes, evaluamos la actividad metabólica en las líneas U87-Cre y 

T98G-Cre tratadas con 10, 100, 1000, 10.000 nM de 4OHT, por 48 y 72 h.  

Utilizamos como control células tratadas con el volumen equivalente de etanol 

100%, el cual corresponde al solvente de 4OHT. Los resultados en ambas líneas 

celulares son similares, e indican que el tratamiento por 48 y 72 h con 10.000 nM 

de 4OHT es tóxico para las células, lo cual es evidenciado por una reducción 

significativa de los valores de absorbancia correspondiente a las células tratadas 

con dicha concentración de 4OHT, respecto al control (Figura 21 A-D). Los valores 

de absorbancia obtenidos de células tratadas con concentraciones de 10-1000 nM 

no muestran diferencias significativas, aunque se observa una tendencia en la 

disminución de los valores de absorbancia de las células T98G-Cre tratadas con 

1000 nM por 72 h. En base a estas observaciones, consideramos necesario evaluar 

el efecto por un tratamiento más prolongado, correspondiente a 96 h, para 

determinar si esta tendencia en la disminución de la absorbancia se hace 

significativa.  Además, dado que las concentraciones más reportadas en las 

literaturas para el tratamiento de las líneas de GBM corresponden a 100-500 nM, 

decidimos evaluar concentraciones de 4OHT en un rango más acotado. Los 
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resultados indican que, la absorbancia de células tratadas con 4OHT en 

concentraciones incluidas en un rango de 100-1000 nM por 72 y 96 h, no muestran 

diferencias significativas respecto a la absorbancia del control correspondiente a 

células no tratadas (Figura 22). Estos resultados sugieren que en este rango de 

concentraciones de 4OHT no se observan cambios en la actividad metabólica, 

aunque se extienda el tiempo de tratamiento.   Finalmente, decidimos realizar los 

próximos tratamientos de la inducción de la recombinación mediada por Cre-ERT2, 

con 300 nM de 4OHT por 48h. Además de confirmar que estas condiciones de 

tratamiento no son tóxicas para las células, corresponden a las condiciones más 

frecuentes en los tratamientos de las líneas de GBM en la literatura analizada.  
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Figura 21: Estimación de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT en 

líneas celulares de GBM tratadas con 10, 100, 1.000 y 10.000nM de 4OHT. A. y 

B. Evaluación de la actividad metabólica de células de la línea U87 tratadas con 10, 

100, 1.000 y 10.000 nM de 4OHT por 48 y 72 h, respectivamente. C. y D. Evaluación 

de la actividad metabólica en la línea celular T98G tratadas con 4OHT por 48 y 72 

h, respectivamente. Como control, se utilizaron células de ambas líneas de GBM 

que se trataron con volúmenes equivalentes de etanol 100%, correspondiente al 

solvente de 4OHT. Los resultados muestran que el tratamiento con 10.000 nM de 

4OHT por 48 y 72 h reduce significativamente la actividad metabólica, y por ende la 

viabilidad celular, de ambas líneas celulares de GBM.  
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Figura 22: Estimación de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT en 

líneas celulares de GBM tratadas con 100, 300, 500 y 1.000 nM de 4OHT. A. y 

B. Evaluación de la actividad metabólica de células de la línea U87 tratadas con 

4OHT por 72 y 96 h, respectivamente. C. y D. Evaluación de la actividad metabólica 

en la línea celular T98G tratadas con 4OHT por 72 y 96 h, respectivamente.  Se 

utilizaron como control negativo células de ambas líneas de GBM que se trataron 

con volúmenes equivalentes de etanol 100%, correspondiente al solvente de 4OHT. 

Adicionalmente, utilizamos como control positivo de toxicidad células de las líneas 

U87 y T98G tratadas con 10.000 nM de 4OHT. Los resultados muestran que el 

tratamiento de líneas celulares con 4OHT, en un rango de 100 -1.000 nM, por 72 y 

96 h, no reduce los valores de absorbancia en relación con el control negativo. Estos 

resultados sugieren que el tratamiento con concentraciones de 100-1.000 nM de 

4OHT por 72 y 96 h no afecta la actividad metabólica, y por consiguiente la viabilidad 

celular. 

 

La Inducción de la expresión de HOXD1 reduce las características troncales 

en líneas celulares de GBM  

 

Para evaluar el efecto de la expresión de HOXD1 en las GSC, enriquecimos esta 

subpoblación de células cancerígenas mediante el cultivo de tumor-esfera. Como 

ya se mencionó previamente , confirmamos el aumento de la expresión de varios 

marcadores troncales en este tipo de cultivo, lo cual es consistente con lo reportado 

en la literatura (Qiang et al., 2009). Decidimos comenzar el tratamiento con 4OHT 

al inicio del cultivo de tumor esferas. Para esto sembramos las células en una 
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densidad de 1*103 células/mL en placas de 96 pocillos de baja adherencia, para 

cultivar las células de manera independiente de un anclaje. Como se destacó 

previamente, en este tipo de cultivo celular el medio se suplementa con factores de 

crecimiento que potencian las características troncales. Realizamos el tratamiento 

con 4OHT al inicio del cultivo para lo cual suplementamos el medio de crecimiento 

con 300 nM de 4OHT.  Debido a que este tipo de cultivo contiene células en 

suspensión en un bajo volumen, existe un impedimento técnico en cambiar el medio 

de cultivo completo y, por lo tanto, eliminar la totalidad del 4OHT. Por lo cual, luego 

de 48 h de tratamiento, se agregó medio de cultivo cada 24 h con el fin de renovar 

los factores de crecimiento, y para diluir la concentración de 4OHT en el medio. 

Luego de 7 días de cultivo analizamos el número y tamaño de esferas generadas 

en las células GBM-Cre-HOXD1 y GBM-Cre-Stuffer. Los resultados muestran 

interesantes diferencias en el número y tamaño de esferas generadas a partir de 

GBM-Cre-HOXD1 y GBM-Cre-Stuffer.  

En relación con el número de esferas encontramos diferentes resultados en las 

líneas celulares derivadas de T98G y U87. Para la línea T98G, no encontramos 

diferencias significativas entre las esferas obtenidas de T98G-Cre-Stuffer y T98G-

Cre-HOXD1, en la condición control. Además, no se observaron diferencias 

significativas entre las esferas obtenidas de la línea T98G-Cre-Stuffer en la 

condición de tratamiento respecto con la condición control (Figura 23 A). Por el 

contrario, en la línea T98G-Cre-HOXD1 el tratamiento con 4OHT reduce el número 

de esferas generadas en relación con el número de esferas obtenidas desde la 

condición control (Figura 23 A). Con especto a las líneas derivadas de U87, no se 

observaron cambios significativos entre las esferas obtenidas de las células tratadas 
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con 4OHT y el control (Figura 24 A). Si cabe mencionar algunas observaciones. 

Encontramos una tendencia a observar menor número de esferas desde la línea 

U87-Cre-HOXD1 en relación con el número de esferas obtenidas de la línea U87-

Cre-Stuffer. También, encontramos para la línea U87-Cre-Stuffer y U87-Cre-

HOXD1, una tendencia en la reducción del número de esferas obtenidas mediante 

el tratamiento con 4OHT en relación con la condición control (Figura 24 A). Los 

resultados sugieren que la inducción de la expresión de HOXD1 en la línea T98G, 

pero no para la línea U87, disminuye el porcentaje de GSC enriquecido mediante el 

cultivo de tumor-esferas.   

En relación con el diámetro de las esferas generadas, encontramos resultados 

similares en las líneas derivadas de T98G y U87. Los resultados obtenidos a partir 

de las líneas derivadas de las células T98G muestran que, las esferas generadas a 

partir de la línea T98G-Cre-HOXD1 muestran per-sé un menor tamaño que las 

esferas generadas a partir de la línea T98G-Cre-Stuffer (Figura 23 B y C). Es decir, 

en la condición de cultivo control de tratamiento, correspondiente a células tratadas 

con etanol, se observa que las esferas obtenidas de la línea T98G-Cre-HOXD1 

presentan menor tamaño que las esferas obtenidas de la línea T98G-Cre-Stuffer. 

En la línea T98G-Cre-Stuffer no encontramos diferencias significativas en las 

esferas generadas a partir de células tratadas con 4OHT y la condición de cultivo 

control (Figura 23 B y C). En cambio, en la línea T98G-Cre-HOXD1 se evidenció 

que las esferas obtenidas de la condición de cultivo control presentaron mayor 

tamaño que las esferas obtenidas a partir de células tratadas con 4OHT (Figura 23 

B y C). Se obtuvieron resultados similares en relación con el diámetro de las esferas 

obtenidas de las líneas derivadas de las células U87. Se evidenció que, en la 
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condición control, las esferas obtenidas a partir de la línea U87-Cre-HOXD1 son de 

menor tamaño que las esferas obtenidas a partir de U87-Cre-Stuffer (Figura 24 B y 

C). En la línea U87-Cre-Stuffer, no se observan cambios significativos entre las 

esferas obtenidas de la condición control y el tratamiento con 4OHT. Por el contrario, 

el tratamiento con 4OHT reduce de manera significativa el diámetro de las esferas 

generadas a partir de la línea U87-Cre-HOXD1, en relación con la condición control 

(Figura 24 B y C). Los resultados obtenidos de las líneas T98G y U87 sugieren que 

la inducción de la expresión de HOXD1, pero no de Stuffer, reduce el potencial 

proliferativo de las GSC enriquecidas mediante el cultivo de tumor-esfera. 
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Figura 23: La inducción de HOXD1 reduce el número y tamaño de las tumor-

esferas en la línea T98G. A. y B. Número y tamaño de esferas tumorales obtenidas 

de líneas estables T98G-Cre-Stuffer T98G-Cre-HOXD1, después del tratamiento 

con Etoh o 4OHT, respectivamente.  C. Imágenes representativas de las esferas 

tumorales. Barra de escala: 100 μm. Para la comparación de tres grupos se utilizó 

el test Kruskal–Wallis y post test de Dunn. * p<0,05, ** p<0,01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: La inducción de HOXD1 reduce el tamaño de las tumor-esferas en 

la línea U87. A. y B. Número y Tamaño de esferas tumorales obtenidas de líneas 

estables U87-Cre-Stuffer o U87-Cre-HOXD1, después del tratamiento con Etoh o 
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4OHT, respectivamente.  C. Imágenes representativas de las esferas tumorales. 

Barra de escala: 100 μm. Para la comparación de tres grupos se utilizó el test 

Kruskal–Wallis y post test de Dunn. * p<0,05, ** p<0,01. 

En resumen, nuestros resultados sugieren que la inducción de la expresión de 

HOXD1 en las GSC derivadas de líneas de GBM, reduce el porcentaje de células 

troncales y su potencial proliferativo. 

 

 

OBJETIVO 4: DETERMINAR MEDIANTE APROXIMACIONES 

BIOINFORMÁTICAS POSIBLES MECANISMOS INVOLUCRADOS EN EL 

SILENCIAMIENTO DEL POTENCIAL GEN HOX SUPRESOR TUMORAL 

CANDIDATO EN PACIENTES CON GLIOBLASTOMA 

 

 

 

De manera complementaria a nuestro objetivo general, y los objetivos específicos 

1-3, quisimos explorar posibles mecanismos involucrados en el silenciamiento de 

HOXD1 en los gliomas de distintos grados. A continuación, se revisan algunas de 

las alteraciones más frecuentes que conllevan a un cambio en la expresión de genes 

en el contexto del cáncer. 

 

Los re-arreglos genómicos no son el principal mecanismo de la expresión 

aberrante de HOXD1 y otros genes del grupo genómico HOXD 

 

La aneuploidía se define como un número de cromosomas que se desvía de un 
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múltiplo del conjunto haploide y se asocia con anomalías en la función celular. La 

aneuploidía refleja ganancias/pérdidas de cromosomas completos, así como 

reordenamientos cromosómicos no balanceados, incluidas deleciones, 

amplificaciones o translocaciones de grandes regiones del genoma (Orr et al., 

2015).  Estas alteraciones cromosómicas a menudo son causadas por errores en la 

partición cromosómica durante la mitosis, como una señalización debilitada del 

punto de control mitótico, defectos en la cohesión o unión cromosómica 

(cromosomas rezagados) o incluso centrosomas supernumerarios en husos 

mitóticos bipolares (Lacroix & Maddox, 2012). 

Esta inestabilidad cromosómica es un sello característico de las células 

cancerígenas (Gordon et al., 2012), incluyendo al GBM, el cual se ha descrito como 

uno de los cánceres genéticamente más inestables (Boisselier et al., 2018). El GBM 

se caracteriza por numerosas alteraciones del número de copias (CNA) de 

cromosomas (chr), entre las más frecuentes se encuentran la ganancia de chr 7, la 

pérdida de chr 9p y pérdida de chr 10, junto con deleción homocigótica de CDKN2A 

(chr 9p21) y amplificación de EGFR (chr 7p11) (Louis et al., 2016).  

Analizamos si la aberración en el número de copia es un mecanismo involucrado en 

la alteración de la expresión de HOXD1 y de otros genes del mismo grupo 

genómico, HOXD4 y HOXD8. Utilizamos datos disponibles en TCGA de 659 

pacientes con glioma, cuyos datos de expresión y de número de copia del genoma 

estaban disponibles. Encontramos que la mayoría de los pacientes, 91,65 %, no 

presentan alteración en el número de copia de genes del grupo genómico HOXD. 

Del total de pacientes, un 8,34% presenta alguna alteración en el número de copia 

del grupo genómico HOXD. En relación con las deleciones, un 5,16% del total de 
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pacientes presentó una deleción superficial, que hace referencia a una deleción de 

una copia para este grupo genómico.  Solo un paciente presentó una deleción de 

ambas copias del grupo genómico HOXD. En relación con la ganancia de copia, un 

3,03 % del total de pacientes con gliomas presentaron ganancia en una copia del 

grupo genómico HOXD.  Al comparar la distribución de la expresión de HOXD1 en 

pacientes diploides para este gen versus pacientes con alguna alteración en el 

número de copia, no se encontraron diferencias significativas (Figura 25 A).  Esto 

sugiere que los re-arreglos genómicos no serían un potencial mecanismo asociado 

a la desregulación de la expresión de este gen. En cambio, otro gen del mismo 

grupo genómico, HOXD4, presenta mayores niveles de expresión en el grupo de 

pacientes que presentan ganancia de una copia de este gen (Figura 25 B). No se 

encontraron diferencias significativas en las demás comparaciones. Finalmente, 

HOXD8 no presento diferencias significativas en la distribución de la expresión entre 

pacientes diploides para este gen y pacientes con alteración en el número de copia 

(Figura 25 C). No obstante, se observó una tendencia a aumentar la expresión de 

HOXD8 en pacientes con ganancia de este gen. Por lo tanto, es posible que los re-

arreglos genómicos puedan contribuir al aumento de expresión de algunos genes 

del grupo genómico HOXD, como HOXD4 y HOXD8.  Sin embargo, hemos visto en 

los análisis previos que estos genes aumentan su expresión en pacientes con 

gliomas de mayor grado, grado III y GBM, pero considerando que existe un bajo 

porcentaje de pacientes con ganancia del grupo genómico HOXD, es posible 

concluir que la alteración en el número de copia no sería el principal mecanismo 

involucrado en la desregulación de expresión de los genes HOXD.  
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Figura 25: La alteración del número de copia no es el principal mecanismo 

asociado a la expresión aberrante de HOXD1 y otros genes del mismo grupo 

genómico. Analizamos el estado de número de copia de HOXD1, HOXD4 y HOXD8 

en 659 muestras de pacientes con gliomas de distinto grado almacenados en la 

base TCGA.  Analizamos la relación en la alteración del número de copia y la 

expresión de dichos genes. A. Para HOXD1 no se observan diferencias 

significativas en los niveles de expresión del gen entre pacientes diploide o con 

alteraciones en el número de copia de HOXD1. B. Pacientes con ganancia de una 

copia del gen de HOXD4 presentan en promedio una mayor expresión de este gen 

en relación con los pacientes con un estado diploide, por lo que esta ganancia sería 

un potencial mecanismo asociado al aumento de expresión de este gen en 

pacientes con glioma. No se observaron diferencias significativas en la comparación 

de los demás grupos. C. El número de copia de HOXD8 no influye significativamente 

en la expresión de este gen, sin embargo, observamos una tendencia en la cual el 

grupo de pacientes con una copia adicional del gen presenta en promedio mayor 

expresión de HOXD8.  
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La metilación no es el principal mecanismo de la expresión aberrante de 

HOXD1 y otros genes del grupo genómico HOXD 

 

La metilación del ADN es una de las modificaciones epigenéticas más estudiadas, 

y es de gran interés para el estudio de distintos tipos de cáncer, entre ellos los 

gliomas (Capper et al., 2018; Ceccarelli et al., 2016). Diferentes estudios han 

revelado dos tipos de alteraciones en los patrones de metilación del ADN que 

pueden contribuir al desarrollo del cáncer: la hipermetilación y la hipometilación del 

ADN (Pfeifer, 2018; Van Tongelen et al., 2017) . En este contexto, la hipermetilación 

involucra eventos de metilación del ADN en el sitio promotor de genes supresores 

de tumor, en los cuales se agrega un grupo metilo a la citosina que se mide más 

comúnmente en el contexto de dinucleótido CpG (Marabita et al., 2013). Por otro 

lado, la hipometilación involucra eventos en los que se elimina el grupo metilo en el 

sitio promotor de oncogenes (Ehrlich, 2002; Feinberg & Vogelstein, 1983).   

En el estudio de metilación del ADN en gliomas, se ha reportado que el patrón de 

metilación de los genes HOX cambia en el contexto de cáncer en relación con el 

tejido cerebral normal (Court et al., 2019). Particularmente, se ha reportado que los 

cuatro grupos genómicos que contemplan los genes HOX tienden a estar 

hipermetilados en gliomas y que esta alteración epigenética es independiente del 

estado IDH, encontrándose tanto en pacientes IDHwt como en pacientes IDHmut 

(Kurscheid et al., 2015; Le Boiteux et al., 2021). Si bien se ha reportado que los 

genes HOX en su mayoría son genes con rol oncogénico, llama la atención que 

estos tiendan a estar hipermetilados en gliomas. Sin embargo, se ha reportado que 
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la hipermetilación y una elevada expresión de genes HOX pueden coexistir debido 

a la presencia de sitios alternativos de la transcripción que escapan de esta 

hipermetilación (Kurscheid et al., 2015; Le Boiteux et al., 2021). En resumen, la 

mayoría de los estudios de metilación del ADN en glioma se han enfocado en los 

genes HOX con rol oncogénico, y las publicaciones que han descrito a los pocos 

genes HOX con rol supresor tumoral, no se han enfocado en dilucidar si la 

hipermetilación es un mecanismo asociado a la disminución de la expresión de 

estos genes (Han et al., 2015; Hu et al., 2013; Se et al., 2017). Por lo tanto, en 

nuestra investigación evaluamos si la hipermetilación es un mecanismo asociado a 

la disminución de la expresión de HOXD1 en pacientes con gliomas. Para esto 

determinamos la correlación entre la metilación y la expresión de HOXD1, 

extendiendo nuestro análisis a otros genes del mismo grupo genómico, HOXD4 y 

HOXD8. Utilizamos datos de expresión y de metilación de 647 pacientes con 

gliomas de distintos grados, disponibles en las bases de datos de TCGA. Estos 

datos fueron generados a partir de los microarreglos “Human Methylation27” y 

“Human Methylation450”, para la identificación de metilación de islas CpG ubicadas 

dentro de las regiones promotoras proximales de sitios del inicio de la transcripción 

de genes. Nuestros resultados sugieren que la metilación no es el principal 

mecanismo asociado a la expresión aberrante de HOXD1, HOXD4 y HOXD8. El 

coeficiente de Spearman muestra que no hay correlación estadísticamente 

significativa entre los niveles de expresión de HOXD1 y la metilación de este gen 

(Figura 26 A). Esto sugiere que la disminución de la expresión de este gen en 

pacientes con gliomas se produce mediante otro mecanismo. Con respecto al 

análisis de metilación de HOXD4, encontramos una correlación contradictoria, que 
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sugiere que la metilación del gen se asocia con un aumento de su expresión (Figura 

26 B). Tal como se mencionó previamente, esto se podría asociar a sitios alterativos 

de la transcripción (Le Boiteux et al., 2021). Por otro lado, el análisis de correlación 

de Spearman muestra un bajo coeficiente entre la disminución de la expresión de 

HOXD8 sugiriendo que la metilación no sería el principal mecanismo asociado a su 

regulación en pacientes con glioma (Figura 26 C). Finalmente, para la validación de 

nuestros análisis quisimos evaluar el estado de metilación del gen de la enzima 

MGMT, ya que como se describió previamente, su estado de metilación es de 

relevancia clínica para los pacientes con glioma (Hegi et al., 2005). Nuestros 

resultados son consistentes con lo reportado en la literatura, y muestran un alto 

coeficiente de Spearman entre el estado de metilación del promotor de esta enzima 

y la disminución de la expresión su expresión (Figura 26 D).  

En consecuencia, nuestros resultados sugieren que la metilación de islas CpG, 

ubicadas dentro de las regiones promotoras proximales de sitios del inicio de la 

transcripción de HOXD1, HOXD4 y HOXD8, no es el principal mecanismo 

regulatorio asociado a la expresión aberrante de estos genes. 
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Figura 26: La metilación no es el principal mecanismo asociado a la 

disminución de la expresión de HOXD1 o a la expresión aberrante de otros 

genes del grupo genómico HOXD. Analizamos la correlación entre la expresión 

de HOXD1, HOXD4 y HOXD8 y la metilación de islas CpG ubicadas dentro de las 

regiones promotoras proximales de sitios del inicio de la transcripción de estos 

genes. Para este análisis, utilizamos datos de expresión y metilación de 647 

pacientes con gliomas, almacenados en la base de datos TCGA. A. El análisis de 

Spearman no reveló significancia de la correlación entre el estado de metilación de 

HOXD1 en relación con la disminución de expresión. B. Contradictoriamente, el 

análisis de Spearman muestra una correlación significativa entre la metilación de 

HOXD4 un aumento de la expresión de este gen. C. Por otra parte, observamos una 

muy baja correlación entre la metilación del gen HOXD8 y la diminución su 

expresión. En conjunto estos resultados sugieren que la metilación de islas CpG 



 

103 

 

ubicadas en las regiones promotoras de HOXD1, HOXD4 y HOXD8, no sería el 

principal mecanismo asociado a la expresión aberrante de estos genes en gliomas. 

D. Para validar nuestros análisis, analizamos la correlación del estado de metilación 

de MGMT y su expresión. Tal como se describe en la literatura, encontramos un alto 

índice de correlación entre la metilación del gen y su silenciamiento.  El valor p de 

cada análisis estadístico se indica en cada gráfico. 

 

 

Las marcas de histonas H3k4me3 y h3k27me3 no son los principales 

mecanismos asociados a la expresion ABERRANTE DE HOXD1 Y OTROS 

genes del grupo genomico hoxd 

 

Como ya se mencionó previamente, la regulación de los genes HOX durante el 

desarrollo es establecida, en parte, mediante la metilación de los residuos de 

histona H3 por las proteínas del grupo Trithorax (TrxG) y Polycomb (PcG), que 

establecen las marcas H3K4me3 activas y H3K27me3 represivas, respectivamente. 

Por lo tanto, durante la determinación del destino celular, los dominios 

cromosómicos marcados por H3K4 activo o metilación silenciosa de H3K27 son 

mutuamente excluyentes y están programados para establecer el código HOX y la 

memoria epigenética de las células diferenciadas (Ringrose and Paro 2007, Ehrlich 

and Lacey 2013).  

La alteración de los patrones de metilación de la histona H3 puede contribuir a la 

desregulación de la expresión de genes HOX en cáncer. Las modificaciones de las 

histonas no son constantes por lo cual una fluctuación en la actividad de las enzimas 
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modificadoras de histonas conduce a modificaciones específicas lo cual puede 

implicar el desarrollo de enfermedades, incluyendo el cáncer (Zaib, Rana et al. 

2022). Se ha descrito que una alteración en los patrones de metilación de histona 

H3 puede generar la alteración de la expresión de los genes HOX en diferentes 

contextos cancerígenos (Marcinkiewicz and Gudas 2014, Luo, Wang et al. 2018, 

Rejlova, Musilova et al. 2018), incluyendo los gliomas (Luo, Luo et al. 2016, Court, 

Le Boiteux et al. 2019). Es estos últimos, las investigaciones han demostrado la 

alteración de diferentes vías que controlan las marcas H3K4me3 y H3K27me3, lo 

cual conduciría a la desregulación de genes HOX (Costa, Smith et al. 2010, Gallo, 

Ho et al. 2013).  

En consecuencia, evaluamos las marcas H3K4me3 y H3K27me3 en el gen de 

HOXD1, en muestras GBM. Para este propósito utilizamos datos públicos de ChIP-

Seq disponibles en bases de datos públicas. Los datos de muestras 

correspondientes a GBM y GSC se obtuvieron del estudio de Le Boiteux (Le Boiteux 

et al., 2021) y del estudio de Rheinbay (Rheinbay et al., 2013). disponibles en la 

base de datos GEO. 

En primer lugar, analizamos los datos obtenidos del estudio de Le Boiteux, en el 

cual encontramos datos de dos muestras de líneas de GSC (GSC6 y GSC11) 

derivadas de pacientes. En esta publicación, el análisis de la expresión del grupo 

genómico HOXD en estas líneas celulares demostró una alta expresión de varios 

genes HOX, en relación con la expresión de muestras cerebrales sanas 

establecidas como control. Se destaca que HOXD1 presenta bajos niveles de 

expresión en ambas líneas celulares de GSC, en relación con el control. El análisis 

de ChIP-Seq para las muestras de GSC revela solo marcas de H3K4me3, y no de 
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H3K27me3, en la región rio arriba y primer exón de HOXD1 en ambas líneas 

celulares (Figura 27). En relación con el análisis de las marcas de histona asociadas 

a los genes HOXD4 y HOXD8, no encontramos peaks de H3K4me3 ni de 

H3K27me3. Tampoco encontramos peaks de estas marcas de histonas en la región 

rio arriba de la secuencia codificante de estos genes. En su conjunto, estos 

resultados sugieren que las marcas histona H3K4me3 y H3K27me3 no serían el 

principal mecanismo asociado a la expresión aberrante de HOXD1 y de otros genes 

del grupo genómico HOXD, como HOXD4 y HOXD8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Las marcas de histona H3K4me3 y H3K27me3 no son el principal 

mecanismo asociado a la expresión aberrante de HOXD1 y otros genes del 

grupo genómico HOXD. A. B. C. Mediante ChIP-Seq realizamos análisis de 

marcas de histona H3K4me3 y H3K27me3 en los genes del grupo genómico HOXD, 
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HOXD1, HOXD4 y HOXD8, respectivamente. Nuestros análisis muestran que en 

HOXD1 se evidencia la presencia exclusiva de H3K4me3 rio arriba de la región 

codificante de HOXD1. Para HOXD4 y HOXD8 no se observan peaks asociados a 

estas marcas de histona. 

 

Posteriormente, analizamos los datos obtenidos a partir del estudio de Rheinbay. 

Estos, incluyen datos de marcas de H3K4me3 y de H3K27me3 obtenidas desde 

muestras de líneas celulares de GBM derivadas de pacientes. Cabe mencionar que 

estas líneas celulares se cultivaron en dos condiciones, mediante cultivo adherente 

con medio suplementado con suero fetal bovino (condición de cultivo mencionada 

como “FCS”) y mediante cultivo de tumor-esfera para el enriquecimiento de las GSC 

(condición de cultivo mencionada como “CSC”). En consecuencia, a partir de estos 

datos quisimos evaluar si el enriquecimiento de GSC indica diferentes marcas de 

histona en el gen de HOXD1, respecto al cultivo control FCS. De manera 

interesante, y consistente con los resultados previos, encontramos solo marcas de 

H3K4me3 en la región promotora y primer exón de HOXD1, como así también en la 

región codificante de HOXD-AS1, ARN largo no codificante que se encuentra junto 

a la secuencia génica de HOXD1 (Figura 28 A). Cabe destacar los niveles de los 

peaks asociados a esta marca de transcripción activa tienden a disminuir con el 

enriquecimiento de GSC. A este respecto, el análisis de expresión diferencial a partir 

de datos de ChIP-Seq no evidencian una disminución significativa en la expresión 

diferencial de HOXD1 ni de HOXD-AS1 (datos no mostrados). Cabe mencionar que, 

dado que el cultivo de tumor-esfera solo enriquece la población de GSC en cierta 

medida, es probable que la disminución de HOXD1 y/o HOXD-AS1 se evidencie 
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mediante ChIP-Seq realizado a partir de GSC seleccionadas por citometría de flujo, 

lo cual sería interesante de comprobar en futuras investigaciones.  

En resumen, nuestros datos revelan la presencia de marcas de H3K4me3, y 

ausencia de H3K27me3, en HOXD1 a partir de muestras de GBM. Esto sugiere que 

la disminución de la expresión de HOXD1, en relación con la expresión de muestras 

cerebrales sanas, estaría asociado a otro mecanismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Análisis de marcas de histona H3K4me3 y H3K27me3 en HOXD1 y 

HOXD-AS1 en CSC en relación con líneas celulares de GBM cultivadas en 

condiciones FCS. Analizamos las marcas H3K4me3 y H3K27me3 en líneas 

celulares de GBM cultivadas en dos condiciones, mediante cultivo adherente con 

medio suplementado con suero fetal bovino al 10% (“FCS” destacadas en amarillo), 

y mediante cultivo de tumor-esfera para el enriquecimiento de GSC (“CSC” 

destacadas en rojo). A. Se observa que las marcas de histona H3K4me3 tiende a 
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disminuir con la condición de cultivo de CSC, respecto a la condición de cultivo FCS. 

B. las marcas de H3K27me3 no presentan diferencias entre las dos condiciones de 

cultivo.  

 

 

 

 

La desregulación de la expresión de miRNA en GBM es un potencial 

mecanismo asociado a la expresión aberrante de HOXD1 

 

Los micro ARN (miRNA, del inglés micro ribonucleic acid) son pequeños ARN no 

codificantes que juegan un importante rol en la regulación post-transcripcional de 

los ARN mensajeros (ARNm). Los miRNA son pequeños ARN reguladores no 

codificantes de ~ 22 nucleótidos (Bartel, 2018). Estos se describieron por primera 

vez en Caenorhabditis elegans (Wightman et al., 1993), y posteriores 

investigaciones han demostrado su presencia en otras muchas especies, 

incluyendo humanos (Kozomara et al., 2019). 

 La biogénesis canónica de los miRNA ha sido ampliamente descrita en la literatura. 

Estos se generan a partir de transcripciones de miRNA primarios nacientes (pri-

miRNA) a través de dos eventos de escisión. En primera instancia el pri-miRNA es 

procesado por DROSHA en el núcleo, resultando un precursor en forma de horquilla 

(pre-miRNA) (Nguyen et al., 2015). Posteriormente, exportina 5 exporta el pre-

miRNA desde el núcleo al citoplasma, donde es escindido por DICER (Bohnsack et 

al., 2004; Wilson et al., 2015). De estas escisiones resulta un miRNA dúplex el cual 
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se carga en la proteína Argonauta, la cual preferentemente retiene una de las 

hebras de miRNA maduro, eliminando la otra (Gu et al., 2011). La proteína 

Argonauta cargada con el miRNA se asocia con otros cofactores y constituyen el 

complejo silenciador inducido por ARN (RISC, del inglés RNA-induced silencing 

complex). RISC puede provocar la degradación del ARNm así como la supresión de 

la traducción a través de la interacción con las secuencias complementarias en la 

región 3′-no traducida (UTR, del inglés untranslated region) del ARNm del gen diana 

(Bartel, 2009). Adicionalmente, hay estudios que indican que los miRNA también se 

pueden unir a la región 5’-UTR o bien a los marcos de lecturas abiertos (ORF, del 

inglés open Reading frames), sin embargo, esto sería un mecanismo menos 

frecuente en la regulación de los ARNm diana (Baek et al., 2008; Lewis et al., 2005; 

Lytle et al., 2007). 

Los miRNA constituyen un sistema de regulación muy importante. Se ha estimado 

que los miRNA pueden tener como blanco más del 60% de los genes codificantes 

para proteínas en humanos (Norouzi et al., 2019).  Se ha descrito que los miRNA 

regulan la expresión de genes involucrados en diferentes procesos fisiológicos y de 

desarrollo (Friedman et al., 2009). Adicionalmente, se ha implicado la expresión de 

miRNA en patologías, como el cáncer (Ali Syeda et al., 2020). A este respecto, se 

ha descrito que los miRNA pueden actuar como oncogenes (oncomiRs) o como 

supresores tumorales (oncosupresormiRs), y su desregulación se asocia con inicio 

tumoral, progresión y metástasis (Di Leva et al., 2014; He et al., 2020; Ventura & 

Jacks, 2009). 

Particularmente en gliomas, incluyendo el GBM, se ha demostrado la desregulación 

en la expresión de muchos miRNA. Diferentes estudios muestran que la 
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desregulación de los miRNA pueden ser potenciales marcadores de diagnóstico en 

gliomas (Zhou et al., 2018). Adicionalmente, se ha demostrado que la desregulación 

en la expresión de miRNAs se relaciona con diferentes procesos tumorales en 

gliomas, tales como crecimiento tumoral (Gabriely et al., 2011), proliferación celular 

(Gaur et al., 2011), inhibición de la apoptosis (Papagiannakopoulos et al., 2008), 

migración e invasión (Liu et al., 2021; Peng et al., 2022), angiogénesis (Zhang et al., 

2018), resistencia a tratamiento (L. Chen et al., 2012), adquisición de características 

troncales (Diana et al., 2019; Wang et al., 2014), entre otros.  

Diferentes estudios señalan que los miRNA regulan la expresión de los genes HOX 

en diferentes contextos, tanto fisiológicos como patológicos, incluyendo el cáncer 

(Li et al., 2016; Lund, 2010; Tan et al., 2009; Zhao et al., 2018). Cabe mencionar 

que, en diferentes especies se ha demostrado que en los grupos genómicos de 

genes HOX se han encontrado secuencias que dan origen a ARN no codificante, 

incluidos los miRNA, los cuales tienen un importante rol en la regulación de la 

expresión de genes HOX (Chopra & Mishra, 2006; Lund, 2010). Particularmente en 

GBM, se ha reportado la expresión de miRNA que interfieren con la expresión de 

genes HOX, tales como HOXB1 (Han et al., 2015) y HOXD10 (Hu et al., 2013). En 

base a estos antecedentes, es imprescindible evaluar si la disminución de la 

expresión de HOXD1 en gliomas está relacionada a la expresión de algún miRNA.  

En consecuencia, en las bases de datos públicas de glioblastoma, previamente 

mencionadas, encontramos datos de miRNA. A partir de la base CGGA 

encontramos datos de array para miRNA. Este contempla el análisis de 830 miRNA 

para 198 pacientes, de los cuales 159 presentan además datos de expresión génica. 

Con los datos transcriptómicos y de miRNA realizamos análisis de correlación entre 
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HOXD1 y los miRNA. Seleccionamos las correlaciones negativas con un coeficiente 

de spearman <-0,2 y un un valor p <0.05. Entre los miRNA que presentan una 

correlación negativa con HOXD1, seleccionamos aquellos que pueden interactuar 

con el ARNm de HOXD1. Para esto consultamos la página web 

http://www.targetscan.org en la cual se realizó el análisis de predicción de 

interacción del RNAm de HOXD1 y los ARNm descritos a la fecha (Figura 29). De 

estos análisis, encontramos 7 miRNA que cumplen con los criterios previamente 

mencionados (Tabla 4).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29: miRNAs que interactúan con la región 3’UTR de HOXD1. Análisis 

realizado desde la página web https://www.targetscan.org/. Se muestra la 

predicción de todos los miRNAs que podrían interactuar con el ARNm de HOXD1. 

 

Tabla 4: miRNAs que correlacionan negativamente con HOXD1, en datos de GBM 

de la base CGGA, y tienen el potencial de unirse al ARNm de HOXD1. A partir de 

datos transcriptómicos y datos de miRNA, obtenidos de CGGA, se obtuvo la lista de 

miRNA que presentan una significativa correlación negativa con HOXD1 y que 

pueden unirse al RNAm de HOXD1. 

http://www.targetscan.org/
https://www.targetscan.org/


 

112 

 

miRNA 
Coeficiente 
Spearman 

Valor-p score 

hsa-miR-301a-3p -0,2229408 0,00473346 88 

hsa-miR-19b-3p -0,2276401 0,00390456 67 

hsa-miR-19a-3p -0,2292908 0,00364598 67 

hsa-miR-181c-5p -0,2450385 0,00185171 88 

hsa-miR-130b-3p -0,2516741 0,0013737 88 

hsa-miR-590-3p -0,2949622 0,00016045 62 

hsa-miR-130a-3p -0,307968 7,84E-05 88 

 

Posteriormente, analizamos la expresión de los 7 miRNA en relación con el grado 

tumoral de los gliomas (Figura 30 A). Encontramos que la mayoría de estos presenta 

una mayor expresión en GBM en relación con los gliomas de menor grado, a 

excepción de miR-590-3p que presenta una mayor expresión en gliomas de grado 

III. De los 7 miRNAs, centramos nuestra atención en miR-301a-3p, miR-19a-3p y 

miR-19b-3p. Estos miRNAs presentan un marcado aumento de expresión en GBM 

en relación con los gliomas de menor grado tumoral (Figura 30 B, C y D).  
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Figura 30: Los miRNA pueden estar involucrados en la expresión aberrante de 

HOXD1 en GBM. Se analizaron datos de micro-arreglos para datos transcriptomicos 

y de miRNA de gliomas de distintos grados tumorales, obtenidos de la base CGGA. 

Se realizó análisis de correlación para seleccionar miRNA que correlacionen 

negativamente con HOXD1. Además, se seleccionaron genes que, mediante 

análisis de predicción realizado en http://www.targetscan.org, tengan el potencial de 

interactuar con el ARNm de HOXD1. A. Construimos un mapa de calor que 

representa la expresión de estos miRNAs en las muestras de gliomas de diferentes 

grados. Seleccionamos 3 miRNA cuya expresión aumenta con el grado tumoral. B. 

C. D. Gráficos representativos de la expresión de miR-301a-3p, miR-19a-3p y miR-
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19b-3p en muestras de gliomas de diferentes grados tumorales. Se observa que la 

expresión de estos microRNA es mayor en GBM en comparación con gliomas de 

menor grado tumoral. E. Análisis de la expresión de HOXD1 que evidencia que, al 

igual que los análisis previos realizados con otro set de datos transcriptómicos de la 

base CGGA, su expresión es menor en muestras de GBM en comparación con 

gliomas de menor grado tumoral. Los datos graficados corresponden al z-score 

obtenido de los valores relativos de los datos de micro-arreglos de datos 

transcriptómicos o de miRNA. Para estos análisis aplicó la prueba estadística 

ANOVA con post test de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

 

Repetimos el análisis con datos de miRNA obtenidos de TCGA. Esta base presenta 

datos de expresión de miRNA de 5 pacientes con GBM. Lamentablemente, debido 

al bajo número de pacientes con datos de miRNA no se pudo obtener resultados de 

significancia estadística confiable.  

Estos resultados sugieren que la disminución de la expresión de HOXD1 en GBM 

puede ser mediada, al menos en parte, por miRNAs. 
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Resultados preliminares respecto al modelo Danio rerio para la 

validación in vivo de las aproximaciones bioinformáticas e in vitro 

 

Como proyección de nuestro trabajo, proponemos utilizar el modelo de pez cebra 

(Danio rerio) para las aproximaciones in vivo, las que serán clave para la validación 

de nuestras aproximaciones bioinformáticas e in vitro. Las experimentaciones in vivo 

serán imperativas para comprender el comportamiento asociado a las GSC en el 

contexto del nicho tumoral y como estas son responsables de procesos como 

metástasis, resistencia a tratamiento y recurrencia tumoral. Uno de los modelos in 

vivo ampliamente utilizado para investigar la invasión o metástasis de células 

cancerosas o CSC es el xenoinjerto en ratones inmunodeficientes. Sin embargo, 

este modelo a menudo se considera lento y laborioso. El pez cebra y sus embriones 

transparentes emergen como un sistema prometedor de modelo de 

xenotransplantes y la detección de drogas terapéuticas tumorales (Bailey et al., 

2009; Peterson & Freeman, 2009), ya que proporciona características únicas para 

investigar el desarrollo de tumores, angiogénesis, invasión y metástasis. El modelo 

ha mostrado ventajas en su simplicidad para la manipulación genética, bajo costo 

de mantenimiento, fácil visualización de estructuras internas y rápido desarrollo 

embrionario. Como animal vertebrado, el modelo de pez cebra ofrece un nivel 

adecuado de similitudes fisiológicas y genéticas con los mamíferos (Fishman, 2001; 

Jesuthasan, 2002). Varios informes han demostrado que las células tumorales 

humanas proliferan e interactúan con los tejidos de los vasos en los embriones de 

pez cebra (Geiger et al., 2008; Haldi et al., 2006; Stoletov et al., 2007). Este modelo, 

además permite generar tumores a partir de diversas formas que incluyen 
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tratamientos carcinogénicos, induciendo mutaciones génicas y activando vías de 

señalización a través del uso de agentes químicos, por regulación transgénica o por 

medio de la sobreexpresión de oncogenes (Zhao et al., 2015). 

En comparación con los modelos de ratón, el modelo de xenoinjerto de embrión de 

pez cebra tiene ventajas para estudiar la invasión de GSC (X. J. Yang et al., 2013).  

Es fácil monitorear continuamente el proceso de invasión/diseminación de células 

tumorales en un órgano transparente y ofrece una mejor examinación de la 

interacción entre los vasos del huésped y las células tumorales.   El período de 

observación en embriones de pez cebra es mucho más corto que en ratones, es 

posible observar todo el proceso de invasión en pocos días con suficiente claridad. 

Además, se requieren menos células tumorales en este modelo para las 

observaciones, particularmente valiosas para los estudios de GSC, que son difíciles 

de obtener en grandes cantidades (X. J. Yang et al., 2013). 

Por lo tanto, los embriones de pez cebra ofrecen un excelente modelo para 

investigar el mecanismo de la invasión y diseminación de células de glioma y GSC 

in vivo (Welker et al., 2017; X. J. Yang et al., 2013). Nuestro grupo de laboratorio ya 

ha realizado xenotrasplantes de células de las líneas U87 y U251 en larvas de pez 

cebra. Los xenotrasplantes se han realizado en vitelo y cerebro de larvas de 48 y 

36 hpf, respectivamente.  

Con respecto a las inyecciones en el vitelo, se han realizado xenotransplantes con 

células de las líneas U87 y U251 de cultivo adherente, en larvas de pez cebra Tab5 

(wild type) de 2 dpf. Se utilizó como control larvas inyectadas solamente con medio 

de cultivo DMEM (Figura S 5 I). Previo a la inyección, las células se tiñeron con 

Mitotracker CMXRos, siguiendo la metodología del fabricante. Se confirmó que 
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ambas líneas celulares son capaces de sobrevivir y formar tumor en el pez cebra 

(Figura S 5 A-C y E-G), y además a los 3 días post inyección (dpi) se observa que 

estas realizan metástasis observándose migración a través del cuerpo y la 

formación de microtumores secundarios (Figura S 5 D y H). Adicionalmente, se han 

realizado xenotransplantes con células de las líneas de glioblastoma U87 y U251, 

en larvas Tg (fli1: GFP) de 2 dpf. Previo a la inyección, las células se tiñeron con 

Mitotracker CMXRos, siguiendo la metodología del fabricante. A los 2 días post 

inyección (4dpf) se visualizaron las células en los vasos sanguíneos migrando hacia 

la cola del pez (Figura S 6). 

Con respecto a las inyecciones en cerebro, se han realizado xenotransplantes con 

células de la línea U87, obtenidos a partir de cultivo adherente, en larvas de pez 

cebra Tab5 (wild type) de 36 horas post fecundación (hpf) (Figura S 7). Se ha 

logrado establecer el sitio de inyección para obtener reproducibilidad en el lugar 

donde se establece el xenotransplante. Además, se han probado dos compuestos 

para marcar las células tumorales. Utilizamos el compuesto Mitotracker CMXRos 

(Figura S 7 C y D), el cual se utilizó en las inyecciones previamente mencionadas. 

Adicionalmente, utilizamos el compuesto Vybrant DiI, que es una tinción de 

membrana celular lipofílica (Figura S 7 A y B). Se observan diferencias importantes 

en la fluorescencia de ambos marcadores, destacando que Vybrant DiI presenta 

menos ruido de fondo y permite la visualización más precisa de las células 

tumorales en el cerebro del pez cebra.  

En conjunto estos resultados preliminares demuestran que el pez cebra es un 

ventajoso modelo que puede ser utilizado para la validación in vivo de nuestras 

aproximaciones bioinformáticas e in vitro. 
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DISCUSIÓN 
 

 

 

 

Papel de los genes HOX en gliomas y desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas 

 

Durante el desarrollo embrionario, así como en tejidos adultos, el crecimiento, la 

diferenciación y la organización de las poblaciones celulares están estrechamente 

coordinadas y controladas (Bhatlekar et al., 2018; Gonçalves et al., 2020). Se ha 

descrito que la alteración de los mecanismos asociados a estos procesos puede 

contribuir al desarrollo de algunas patologías (Grier et al., 2005) incluyendo al 

cáncer  (Vinnitsky, 2014). Como ya se mencionó previamente, los genes HOX 

codifican para factores de transcripción considerados maestros reguladores de la 

diferenciación ya que están implicados en la regulación del crecimiento y la 

diferenciación celular, estableciendo y manteniendo así la identidad y el destino 

celular durante el desarrollo (Mark et al., 1997). Se ha descrito que la expresión 

errónea de estos genes puede conducir a una diferenciación y proliferación 

anormales, lo que lleva a un cambio en la identidad celular o a la transformación 

homeótica, por lo que desempeñan un papel importante en la carcinogénesis 

(Samuel & Naora, 2005). En consecuencia, se ha propuesto que los genes HOX 

pueden ser moduladores del cáncer, ya que pueden actuar como oncogenes o como 

genes supresores tumorales dependiendo del contexto (Bhatlekar et al., 2014; Mark 

et al., 1997; Samuel & Naora, 2005). En gliomas, se ha descrito que la mayoría de 
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los genes HOX presentan un rol oncogénico. Así, el aumento de la expresión de 

genes pertenecientes a los distintos grupos genómicos que comprenden los genes 

HOX, tales como HOXA13 (Duan et al., 2015), HOXB8 (Ma et al., 2019), HOXC10 

(Li et al., 2018), y HOXD9 (Tabuse et al., 2011),  contribuye a la progresión de los 

gliomas. Hasta el momento, se han descrito solo 3 genes con un potencial rol 

supresor tumoral en gliomas, los cuales son HOXB1 (Han et al., 2015), HOXA11 

(Se et al., 2017) y HOXD10 (Hu et al., 2013). Sin embargo, el rol de estos dos últimos 

es aún controversial (Duan et al., 2015; Li et al., 2021). 

Diversas investigaciones sugieren que la transformación maligna que surge de las 

mutaciones genéticas, en combinación con la desregulación epigenética, puede 

reprogramar las células somáticas en células que simulan las características de 

células de la línea germinal, siendo este uno de los posibles orígenes de las CSC.  

En este sentido, toma relevancia el rol de los genes HOX, ya que se ha postulado 

que una expresión equilibrada de estos genes es fundamental para la función de las 

células madre, especialmente para la autorrenovación, la diferenciación y la 

quiescencia (Abate-Shen, 2002; Bhatlekar et al., 2014, 2018; Shah & Sukumar, 

2010). Se ha descrito en diferentes tipos de cáncer que algunos genes HOX con rol 

oncogénico pueden contribuir a la mantención de la troncalidad de las CSC. Así, por 

ejemplo, en GBM la expresión de HOXA9, HOXA10 y HOXB9 mantienen la 

troncalidad de GSC (Fang et al., 2014; Gallo et al., 2013; Murat et al., 2008). 

También, se ha descrito una mayor expresión de HOXC9 y HOXD9 en GSC 

obtenidas de muestras de pacientes con glioblastoma (Okamoto et al., 2007; 

Tabuse et al., 2011), sin embargo, aún se desconoce su rol en este tipo celular.  Por 

lo cual son necesarias más investigaciones para determinar si la expresión de estos 
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genes conduce a la adquisición de características troncales.  

Por otro lado, investigaciones han demostrado que algunos genes HOX con rol 

supresor tumoral pueden inducir diferenciación de las CSC, por lo cual podrían ser 

blancos estratégicos para la inducción de la diferenciación de estas células. Si bien 

en otros tipos de cáncer se ha evaluado esta estrategia (Ordóñez-Morán et al., 2015; 

Petrini et al., 2013; Shah et al., 2017; Teo et al., 2016), en la actualidad aún no hay 

estudios en gliomas, incluyendo el GBM, que aborden esta posibilidad. Por 

consiguiente, es preciso dilucidar si existen más genes con rol supresor tumoral en 

gliomas, y como estos se asocian al fenotipo de las GSC.  

 

HOXD1 es un potencial gen supresor tumoral en gliomas y otros 

canceres cerebrales 

 

En la búsqueda de un nuevo gen supresor tumoral con potencial rol diferenciador, 

analizamos la expresión de los cuatro genes parálogos en muestras de pacientes 

con gliomas de diferentes bases de datos. De manera interesante, nuestros 

resultados sugieren a HOXD1 como un gen con rol supresor tumoral en gliomas. 

Demostramos, mediante aproximaciones bioinformáticas, que la expresión de este 

factor de transcripción disminuye en GBM en comparación con tejido cerebral sano 

o con gliomas de bajo grado tumoral. A este respecto, nuestros análisis de la 

expresión de HOXD1 en líneas de GBM y muestras tumorales fue poco concluyente. 

Consideramos que estos análisis pueden mejorar sustancialmente. Hubiese sido 

muy interesante contar con un control adicional, además del control de la línea de 

astrocitos fetal, particularmente con una línea de oligodendrocitos humanos. 
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Adicionalmente, para el análisis de muestras tumorales es importante mencionar 

que los niveles de expresión de genes dependerán de la composición celular de 

estas, de los subtipos moleculares de las células tumorales de GBM y de la 

variabilidad genética de cada individuo.  Además, hubiese sido más oportuno contar 

con muestras de cerebro normal como control para la comparación de la expresión 

de HOXD1 con las muestras de GBM derivadas de pacientes. Sin embargo, es 

complicado obtener muestras de cerebro normal de humanos a menos de que se 

obtengan de dadores post-mortem.  Por lo tanto, para comprobar 

experimentalmente nuestros análisis bioinformáticos, que señalan que HOXD1 

presenta menor niveles de expresión en muestras tumorales en relación con 

muestras de cerebro normal, se necesitan controles más adecuados y mayor 

número de muestras tumorales. 

Si bien hasta la fecha el rol que este gen en gliomas no se ha descrito, algunas 

investigaciones enfocadas en estudios más globales han mencionado algunas 

observaciones en relación con la expresión de HOXD1 en gliomas. Por ejemplo, 

Buccoliero y colaboradores estudiaron la expresión del grupo genómico HOXD en 

gliomas pediátricos mediante RTqPCR, y describieron que si bien HOXD1 se 

expresa en muestra de cerebro normal, su expresión aumenta en gliomas de grado 

I (Anna Maria Buccoliero et al., 2009). En contraste, Chakravadhanula y 

colaboradores analizaron el transcriptoma de seis GBM pediátricos usando la 

plataforma nanoString, y reportaron que HOXD1 presentaba menor expresión en 

estas muestras tumorales en relación con su contraparte no tumoral 

(Chakravadhanula et al., 2014). De manera interesante, en esta misma publicación 

analizan la expresión de genes HOX en diez muestras de meduloblastoma, las 
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cuales también presentaban menor expresión de HOXD1 en comparación con las 

muestras de tejido normal. Cabe destacar que, el meduloblastoma es un cáncer 

cerebelar cuyo origen se atribuye a anomalías genéticas en las vías de señalización 

requeridas para la maduración normal de la corteza cerebelar, en particular de vías 

involucradas en la neurogénesis de los precursores granulares neurales del 

cerebelo (Roussel & Hatten, 2011; Teglund & Toftgård, 2010). Otra investigación, 

que menciona a HOXD1 en gliomas, es el estudio de Le Boiteux y colaboradores. 

Ellos realizan un análisis global de la expresión de genes HOX, entre otros análisis, 

e indicaron que la mayoría de los genes HOX estaban regulados al alza en gliomas 

a excepción de HOXD1, el cual además se expresa en cerebro sano (Le Boiteux et 

al., 2021). Por lo tanto, nuestros resultados son consistentes con otras publicaciones 

que señalan que la expresión de HOXD1 es menor en GBM en comparación con 

LGG o tejido normal. 

 En consecuencia, nuestros resultados son consistentes con la literatura y sugieren 

que HOXD1 es un potencial gen supresor tumoral en gliomas y probablemente 

también en otros canceres cerebrales. 

 

HOXD1 presenta mayores niveles de expresión en pacientes con 

gliomas de mejor pronóstico 

 

En este estudio analizamos la relevancia clínica de la expresión de HOXD1 en el 

pronóstico de pacientes con gliomas. Nuestros resultados indican que los pacientes 

con alta expresión de HOXD1 presentan una sobrevida prolongada en comparación 

con los pacientes que presentan una baja expresión de este gen. También 
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evaluamos la expresión de HOXD1 en relación con marcadores clásicos en el 

estudio de gliomas como lo son el estado de IDH, el subtipo molecular, el estado de 

metilación del gen MGMT, entre otros. Estos son de gran utilidad clínica ya que son 

predictivos del pronóstico de sobrevida y de la respuesta a tratamiento (Eckel-

Passow et al., 2015; Wick et al., 2013; Yao et al., 2020).  

Nuestros resultados indican que HOXD1 presenta mayores niveles de expresión en 

muestras de pacientes que presentan marcadores de mejor pronóstico. 

 

La expresión de HOXD1 se asocia a un fenotipo diferenciado en el 

contexto cerebral 

 

En nuestro análisis precisamos si este potencial gen supresor tumoral se asocia a 

un fenotipo más diferenciado, para lo cual realizamos diferentes aproximaciones 

bioinformáticas e in vitro. 

Utilizando datos de expresión de pacientes con GBM, de la base de datos TCGA, 

seleccionamos los genes que correlacionan positivamente con HOXD1. El 

enriquecimiento de procesos biológicos mediante el uso de la base Gene Ontology, 

reveló que los genes que correlacionan positivamente con HOXD1 se asocian con 

diferenciación de sistema nervioso, diferenciación neural y diferenciación glial, entre 

otros. Cabe mencionar que, en estos datos una de las proteínas que presento mayor 

correlación con HOXD1 es MOG (coeficiente de Spearman= 0.8, p= 1.49e-30). 

Previamente se describió a esta glicoproteína de la mielina de oligodendrocitos es 

un blanco transcripcional de Hoxd1 en ratón. Consistentemente, nuestros análisis 

de la expresión y correlación de HOXD1 y MOG en muestras de cerebro humano 
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de distintos tiempos de desarrollo, obtenidos de la base de datos ALLEN BRAIN 

MAP, sugieren también que la regulación transcripcional de MOG por parte de 

HOXD1 es conservada en humanos. Más allá del potencial rol de Hoxd1 en la 

diferenciación y/o maduración de oligodendrocitos, es probable que este gen 

también tenga un rol en la diferenciación y/ o maduración de otras células gliales. 

En su publicación Booth y col. mencionan que, mediante el análisis 

inmunocitoquímico de cultivo primario de células gliales mixtas de ratón recién 

nacido, la expresión de Hoxd1 no estaba limitada al linaje oligodendroglial, ya que 

células gliales negativas para marcadores de oligodendrocito también expresaban 

Hoxd1 (Booth et al., 2007).  Por lo tanto, son necesarias más investigaciones para 

dilucidar el rol de HOXD1 en otros tipos celulares como astrocitos.  

Evaluamos que procesos biológicos se asocian de manera negativa a la expresión 

de HOXD1. Seleccionamos genes que correlacionan negativamente con HOXD1 en 

muestras de pacientes con GBM almacenados en la base de datos TCGA. De 

manera interesante, el enriquecimiento de procesos biológicos de este análisis 

reveló que los genes que correlacionan negativamente con HOXD1 se relacionan 

con proliferación de progenitores neurales y mantención de la troncalidad.  

Otra aproximación, que realizamos para determinar si HOXD1 se asocia a un 

fenotipo diferenciado, consistió en analizar la expresión de HOXD1 en datos de 

expresión de muestras tumorales de GBM clasificadas con alta o baja expresión de 

marcadores troncales, pertenecientes a la base de datos IVYGAP. De manera 

consistente, HOXD1, al igual que MOG, presento mayor expresión en las muestras 

con baja expresión de marcadores troncales.  

En base a los resultados de enriquecimiento en Gene Ontology que señalan que 
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HOXD1 se asocia a diferenciación neural, decidimos realizar un análisis exploratorio 

en el cual evaluamos la expresión de HOXD1 en un modelo in vitro de la 

diferenciación de NSC a neuronas de la corteza cerebral. Cabe mencionar que los 

NSC utilizados se obtuvieron a partir de hiPS de dadores sanos. El análisis de 

expresión mediante RTqPCR demostró que HOXD1 presenta baja expresión en 

NSC, en cambio en neuronas presenta mayor expresión y aumenta concomitante 

con el grado de diferenciación.  Este resultado sugiere que HOXD1 podría tener un 

rol en la maduración del fenotipo neuronal. Cabe precisar si el potencial rol 

diferenciador de HOXD1 en el linaje neural es conservado más allá del contexto 

cerebral. A este respecto, destaca la publicación de Manohar y colaboradores los 

cuales demostraron que en células de neuroblastoma humanas la inducción de la 

diferenciación con AR induce la expresión de HOXC6, HOXD8 y HOXD1 (Manohar 

et al., 1996). El neuroblastoma es un cáncer pediátrico asociado a la diferenciación 

detenida o incompleta de neuroblastos (Tomolonis et al., 2018), los cuales 

corresponden a células inmaduras del linaje neural del sistema nervioso periférico 

(Ponzoni et al., 2022).  

Finalmente, respecto a los análisis en las líneas celulares de GBM, no encontramos 

diferencias significativas en la expresión de HOXD1 en las tumor-esferas en 

comparación con el cultivo adherente. Con el aumento del porcentaje de GSC en el 

cultivo de tumor-esferas esperábamos encontrar una disminución en la expresión 

de HOXD1 en relación con el cultivo adherente. Es probable que, aunque aumente 

el porcentaje de GSC, este no sea suficiente para detectar una disminución en la 

expresión de HOXD1, quedando bajo los límites de detección de la técnica de 

RTqPCR. Además, estas líneas celulares constituyen un modelo simplificado del 
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glioblastoma, y tienen sus particularidades como por ejemplo la adquisición de 

nuevas mutaciones, por lo cual no necesariamente representarán los resultados 

bioinformáticos previos. Por último, cabe destacar que la expresión de HOXD1 en 

las líneas de GBM ya es baja, por lo cual es probable que no se registren niveles 

significativamente más bajos de HOXD1 en las GSC. 

 

El principal foco de estudio de los genes HOX ha sido establecer sus diferentes 

roles en un contexto de desarrollo, particularmente en comprender el rol de estos 

genes en la segmentación del eje anteroposterior, en donde pueden establecer 

segmentos únicos y diferentes durante el desarrollo. Sin embargo, existe una 

creciente evidencia que muestra la expresión de los genes HOX en estadios post-

natales. Se ha demostrado que la expresión de genes HOX en organismos adultos 

es clave para la determinación de la identidad en diferentes tipos celulares. 

Particularmente en el SNC, clásicamente se ha estudiado el rol de los genes HOX 

en el contexto de desarrollo, donde además se ha planteado que la expresión de 

estos es acotada al cerebro posterior y medula espinal. No obstante, evidencia 

controversial ha surgido durante los últimos años que demuestran que los genes 

HOX pueden expresarse en cerebro y en diferentes etapas del desarrollo (Louise V. 

Wolf et al., 2001),  pero también en un contexto post-natal/adulto (Gonçalves et al., 

2020; Hutlet et al., 2016; Lizen et al., 2017; Takahashi et al., 2004). Si bien no se ha 

descrito el rol de estos genes HOX en los diferentes tipos celulares que residen en 

el cerebro, basados en la literatura se puede presumir que tendrían un rol asociado 

a la determinación del destino e identidad celular.  

Bajo esta perspectiva, nuestros resultados sugieren que HOXD1 podría ser un gen 
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HOX relevante para la diferenciación y/o maduración de las NSC hacia un linaje 

neural y/o glial, como también un rol en la mantención de la identidad de estos tipos 

celulares. Así, en cáncer la disminución de la expresión de HOXD1 podría contribuir 

a una mayor plasticidad fenotípica que posibilitaría la adquisición de una mayor 

plasticidad fenotípica, es decir, la adquisición de características troncales.  

 

 

La activación de la expresión de HOXD1 en las GSC derivadas de 

líneas celulares de GBM, reduce sus características troncales 

 

Para validad nuestros resultados bioinformáticos, que sugieren que HOXD1 es un 

gen con el potencial de inducir la diferenciación de las GSC, diseñamos un sistema 

basado en la tecnología Cre/loxP para la inducción de la expresión de HOXD1 en 

las GSC derivadas de las líneas de GBM. Así, mediante transducciones retrovirales 

y lentivirales, generamos líneas estables a partir de U87 y T98G para inducir la 

expresión de HOXD1 mediante el tratamiento con 4OHT. Establecimos como control 

el mismo sistema diseñado para la inducción de expresión de HOXD1, pero en lugar 

de tener la secuencia de este factor de transcripción, presenta la secuencia de un 

péptido sin actividad biológica, que denominamos Stuffer. Analizamos la morfología 

y la proliferación de las líneas derivadas de U87 y T98G, de las cuales no se 

encontraron diferencias observables o significativas en relación con las células sin 

transducir. Si bien esta caracterización nos sugiere que no hay alteraciones 

metabólicas producto de las transducciones virales, falta una mayor caracterización 

de las líneas celulares. Por consiguiente, será necesario un análisis más detallado, 
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por ejemplo, realizando secuenciación genética para evidenciar que la inserción de 

las secuencias foráneas de los vectores virales no haya interrumpido la expresión 

de algún gen relevante para el metabolismo celular.   

 

Mediante el ensayo de tumor-esferas determinamos el efecto de la inducción de 

HOXD1 en las características troncales de células de las líneas de GBM. Como se 

mencionó previamente, el ensayo de tumor-esferas permite el enriquecimiento in 

vitro de las GSC. Caracterizamos este tipo de cultivo en las tres líneas celulares de 

GBM U87, U251 y T98G, comprobando un aumento de la expresión de marcadores 

troncales en las tumor-esferas generadas, lo cual es consistente con la literatura 

reportada.  A partir de este tipo de cultivo celular se obtienen tumor-esferas de las 

cuales se puede evaluar el número y tamaño que a su vez están asociados al 

porcentaje de GSC en el cultivo y al potencial proliferativo de estas (Johnson et al., 

2013), respectivamente. Comparamos el número y tamaño de tumor-esferas 

obtenidos de las líneas derivadas de T98G, correspondientes a T98G-Cre-HOXD1 

y T98G-Cre-Stuffer. Encontramos que, en relación con la condición control, el 

tratamiento con 4OHT disminuye el número y tamaño de las tumor-esferas solo en 

la línea T98G-Cre-HOXD1. Estos resultados sugieren que la expresión de HOXD1 

disminuye el porcentaje de GSC y su potencial proliferativo en la línea T98G. Los 

análisis realizados en las líneas celulares derivadas de U87, muestran que solo en 

la línea U87-Cre-HOXD1 el tratamiento con 4OHT disminuye el tamaño de las 

esferas generadas, en relación con la condición control. Para las líneas derivadas 

de U87 no se observaron diferencias significativas en el número de esferas 

generadas con el tratamiento de 4OHT y la condición control. Estos resultados 
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sugieren que la inducción de la expresión de HOXD1 reduce el potencial proliferativo 

de las GSC en la línea U87.  

Si bien estos resultados son consistentes con nuestra hipótesis se deben mencionar 

algunas observaciones. Por ejemplo, en las líneas derivadas de T98G y de U87, las 

esferas obtenidas de GBM-Cre-HOXD1 presentaron per-sé un menor tamaño que 

las esferas obtenidas de GBM-Cre-Stuffer. Este hecho puede ser explicado por una 

internalización nuclear espontánea de Cre-ERT2 en algunas células, en ausencia 

de 4OHT, que permita la expresión de HOXD1 y por consiguiente reduciendo el 

potencial proliferativo de las GSC. Otra posible explicación es que las líneas GBM-

Cre-HOXD1 sea más sensible al tratamiento de 4OHT en comparación con GBM-

Cre-Stuffer, lo cual será necesario dilucidar. 

Al igual que los análisis bioinformáticos, nuestras aproximaciones in vitro sugieren 

que HOXD1 es un gen supresor tumoral con el potencial de inducir diferenciación 

en las GSC. Sin embargo, creemos que faltan algunas aproximaciones para la 

validación de los resultados in vitro. En primer lugar, se debe realizar una 

caracterización molecular del sistema de expresión Cre/loxP. Para esto se deberá 

confirmar la integración de los vectores retrovirales y lentivirales en el genoma, 

como por ejemplo mediante el análisis de PCR de alguna secuencia perteneciente 

a los vectores virales. Adicionalmente, se deberá confirmar la expresión de la 

recombinasa modificada Cre-ERT2. Para esto se podría realizar un análisis de 

inmunofluorescencia para esta proteína, y analizar si el tratamiento con 4OHT 

induce su internalización nuclear. Otro análisis relevante, es confirmar la 

recombinación de las secuencias loxP, para lo cual se puede realizar PCR a partir 

de ADN genómico utilizando partidores que amplifiquen la región que contenga 
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ambas secuencias loxP. Así, mediante la recombinación inducida por 4OHT se 

podría evidenciar una disminución del tamaño del producto de PCR con relación a 

la condición control. De igual manera se podría establecer el tiempo mínimo de 

tratamiento con 300 nM de 4OHT para asegurar la recombinación en la mayoría de 

las células en cultivo. Aunque en este último punto creemos que las 48 horas de 

tratamiento son más que suficientes en relación con lo que se reporta en la literatura 

(Chen et al., 2010; Lewis et al., 2015; Nogueira et al., 2008; W. Yang et al., 2013; 

Yaz et al., 2004). 

Otro control muy importante para la validación de los resultados in vitro consiste en 

confirmar la expresión de HOXD1 y Stuffer luego de la recombinación inducida por 

4OHT. Para este propósito se podría realizar el cultivo de tumor-esfera en las líneas 

derivadas de T98G y U87, para realizar análisis de RTqPCR y Western blot 

comparando los niveles de expresión de HOXD1 y Stuffer en la condición control 

versus el tratamiento de 4OHT. Cabe mencionar que, en el diseño del sistema 

Cre/loxP para la expresión inducible de HOXD1 y Stuffer en las GSC, se agregó la 

secuencia génica de mCherry unida a las secuencias de HOXD1 y Stuffer (Figura 

14). El objetivo de esta estrategia consistió en utilizar a esta proteína fluorescente 

como un reportero de la expresión de HOXD1 y Stuffer. Lamentablemente, no fue 

posible evidenciar cambios significativos en la fluorecencia de esta proteína luego 

del tratamiento con 4OHT (imagen no adjunta). Varios factores influyeron en la 

visualización de la fluorescencia de mCherry. Al igual que HOXD1 y Stuffer, la 

expresión de mCherry está regulada por el promotor de SOX2. Si bien el cultivo de 

tumor-esfera enriquece la subpoblación de GSC aun estas están presentes en una 

baja proporción. Por lo tanto, un bajo número de células debería expresar HOXD1-
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mCherry y Stuffer-mCherry, lo cual puede dificultar la visualización de la auto-

fluorescencia. Adicionalmente, el medio de cultivo usado en el ensayo de tumor-

esferas contiene el indicador de pH rojo fenol, el cual presenta auto-fluorescencia 

que puede interferir con la visualización de mCherry. Otro factor para considerar en 

la visualización de mCherry corresponde a la autofluorescencia que emiten las 

células muertas. Durante el transcurso de los cultivos se pudo evidenciar células 

rojas flotantes presentes incluso a en los controles de células T98G y U87 sin 

transducir. Finalmente, hay que considerar se debe establecer la temporalidad en 

la cual es posible evidenciar la expresión de HOXD1-mCherry y Stuffer-mCherry 

luego del tratamiento con 4OHT.  

Como proyecciones asociadas a nuestras aproximaciones in vitro, proponemos 

validar nuestro sistema Cre/loxP, para la activación de la expresión de HOXD1 bajo 

el promomtor de SOX2, en otro modelo celular. Así, por ejemplo, mediante las 

transducciones virales detalladas en este trabajo se podrían generar líneas estables 

a partir de las NSC derivadas de hiPSC.  Además de la caracterización molecular 

correspondiente para la validación del sistema, se podrían realizar algunas 

aproximaciones muy interesantes. A este respecto se podría dilucidar si HOXD1 

tiene un rol en la diferenciación en un contexto fisiológico. Por lo tanto, se podría 

inducir la expresión de HOXD1 para evaluar si disminuye la expresión de los 

marcadores de troncalidad y un aumento de marcadores de diferenciación neural o 

glial. También se podría evaluar si la inducción de HOXD1 reduce los tiempos de 

diferenciación hacia un linaje neural o glial. 

Otra proyección de nuestro trabajo consistirá en evaluar los efectos de la perdida 

de función de HOXD1 en las líneas celulares de GBM. Hipotetizamos que la 
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disminución o eliminación de la expresión de HOXD1 en las líneas de GBM induciría 

un aumento de la agresividad tumoral debido al aumento del porcentaje de GSC en 

los cultivos celulares. 

 

HOXD1 actúa como un oncogén o gen supresor tumoral en otros 

contextos tumorales 

 

En la literatura hay pocas investigaciones que han descrito el rol de HOXD1 en 

distintos tipos de cáncer. Al igual que otros genes HOX, se ha descrito que HOXD1 

puede actuar como un oncogén o como un supresor tumoral. Se ha demostrado que 

la expresión de HOXD1 es mayor en cáncer de ovario en comparación con su 

contraparte normal. Así se ha sugerido que su activación puede estar asociada con 

el desarrollo de cáncer de ovario (Guo et al., 2017; Kelly et al., 2016). Por otro lado, 

en la literatura se ha descrito que HOXD1 actúa como un gen supresor tumoral en 

cáncer de mama (Li et al., 2016)  y en carcinoma de riñón (Cui et al., 2021), 

destacando que en ambos tipos de cáncer la expresión de HOXD1 disminuye en 

relación con el tejido normal.  Estos diferentes roles en cáncer pueden depender de 

la activación o represión de diferentes blancos transcripcionales de HOXD1, los 

cuales, sin embargo, no se han descrito. Esta es una interesante proyección que 

permitirá dilucidar los posibles mecanismos a través de los cuales HOXD1 puede 

cumplir un rol oncogénico o un supresor tumoral según sea el contexto. Además, un 

mayor entendimiento de los blancos transcripcionales de HOXD1 en el contexto 

cerebral no solamente permitirá comprender y desarrollar nuevas estrategias para 

el cáncer, sino que también para otras patologías cerebrales. 
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Los miRNAs podrían estar asociados a la disminución de la 

expresión de HOXD1 en GBM 

 

En conjunto las investigaciones que han dilucidado el rol de HOXD1 en distintos 

tipos de cáncer, sugieren que este puede ser un interesante blanco terapéutico, por 

lo cual es preciso dilucidar los mecanismos asociados a su expresión aberrante. En 

nuestra investigación realizamos, de manera complementaria al objetivo general, 

diferentes análisis para determinar posibles mecanismos involucrados en la 

disminución de la expresión de HOXD1 en GBM. Así, evaluamos algunas de las 

alteraciones más frecuentes que conllevan al cambio de la expresión génica en 

cáncer como lo son la alteración del número de copia, la metilación de islas CpG en 

regiones promotoras, marcas de histonas H3K4me3 y H3K27me3 y miRNAs. Las 

diferentes aproximaciones bioinformáticas sugieren que el mecanismo más 

probable asociado a la disminución de la expresión de HOXD1 correspondería a los 

miRNAs. 

Respecto a nuestros análisis asociados a las aneuploidias, cabe mencionar que, 

encontramos un bajo porcentaje de pacientes que presentan deleción de al menos 

una de las copias de HOXD1, y que no estaría asociada a la significativa 

disminución de la expresión de este gen. Por otro lado, el grado de la metilación de 

islas CpG en la región promotora de HOXD1 no genera una concomitante 

disminución en la expresión de HOXD1, lo cual se evidencia con un bajo coeficiente 

de Spearman que, por lo demás, no presenta significancia estadística. En relación 

con las marcas de metilación de histona H3, determinamos que el silenciamiento de 

HOXD1 no se debe a la disminución de H3K4me3 ni a una mayor marca de 
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H3K27me3 en HOXD1. De hecho, en nuestros análisis de dos líneas de GSC se 

encontraron marcas H3K4me3 en HOXD1, lo cual es curioso considerando que 

estas líneas presentan bajos niveles de expresión de HOXD1.   Estos resultados 

sugieren otro u otros mecanismos involucrados en la disminución de la expresión 

de HOXD1. 

Respecto a los miRNAs, nuestros resultados sugieren que la disminución de la 

expresión de HOXD1 puede ser mediada, al menos en parte, por este mecanismo. 

En particular nuestros análisis a partir de la base de datos de CGGA sugiere que 

miRNAs tales como miR-301a-3p, miR-19a-3p y miR-19b-3p, interferir con la 

expresión de HOXD1. Es interesante destacar, que diferentes estudios han descrito 

que miR-19 a y miR19b presentan elevados niveles de expresión en gliomas (Jia et 

al., 2013; Vojdani et al., 2021; Yang et al., 2022). Además, se ha descrito que en 

gliomas estos miRNAs actúan como oncomiRs y que se asocian a diferentes 

procesos tumorales (Dews et al., 2010; Li et al., 2017; Lv et al., 2020; McCutcheon 

& Spray, 2022; Schnabel et al., 2021; Xu et al., 2010).  

Es importante mencionar que nuestros resultados se obtuvieron de un análisis 

realizado a partir de datos de array para 830 miRNAs. Hasta la fecha existen más 

de 2000 miRNA descritos en humanos, por lo cual será necesario realizar estos 

análisis con datos más actualizados para determinar si otros miRNA, descritos más 

recientemente, pueden interferir con la expresión de HOXD1. Adicionalmente, será 

imperativo determinar mediante diferentes aproximaciones in vitro si estos miRNAs 

son capaces de disminuir la expresión de HOXD1, por ejemplo, en líneas celulares 

de GBM o bien en cultivos primarios derivados de pacientes con gliomas de 

diferentes grados tumorales.  
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Finalmente, en relación con los miRNAs cabe mencionar que ya se ha reportado en 

otro contexto cancerígeno que este mecanismo puede estar asociado a la 

disminución de la expresión de HOXD1. Específicamente en cáncer de mama, se 

ha descrito que miR-9 y miR125b disminuyen la expresión de HOXD1 (Li et al., 

2016), el cual también cumple un rol supresor tumoral en este cáncer. 

Como ya se mencionó previamente, en la literatura se han reportado muchos 

mecanismos asociados a la regulación de la expresión de los genes HOX, tanto en 

un contexto fisiológico como patológico. Particularmente, se ha destacado que la 

regulación de estos genes durante el desarrollo es compleja y que involucra un 

conjunto de parámetros estructurales y epigenéticos que contribuyen a una 

regulación espaciotemporal que determina el correcto desarrollo embrionario. 

Considerando el conjunto de desregulaciones que coexisten en las células 

tumorales, implican que es aún más complejo establecer los mecanismos 

involucrados en la desregulación de la expresión de HOXD1 en gliomas.  Este punto 

se hace más relevante cuando aún no se ha establecido por completo el perfil 

normal de expresión de genes HOX en los diferentes tipos celulares que componen 

el cerebro adulto, como tampoco se conocen los mecanismos involucrados en la 

regulación y mantención de la expresión del código HOX en este contexto. 

En conjunto, estas observaciones sugieren que el mecanismo subyacente a la 

desregulación del gen HOX en el glioma es complejo y que la principal fuerza 

impulsora aún está por determinarse. 
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Danio rerio como modelo in vivo para el estudio del efecto de la 

modulación de la expresion de HOXD1 en las GSC 

 

Como ya se mencionó previamente, será imperativo validar los resultados mediante 

aproximaciones in vivo, las cuales son necesarios para comprender el 

comportamiento asociado a las células madre en el contexto del nicho tumoral y 

como estas son responsables de procesos como metástasis, resistencia a 

tratamiento y recurrencia. Como se evidencio de nuestros resultados preliminares, 

los embriones de pez cebra ofrecen un excelente modelo para investigar el 

mecanismo de la invasión y diseminación de células de GSC in vivo (Welker et al., 

2017; X. J. Yang et al., 2013). 

En consecuencia, la proyección de nuestro trabajo en el modelo del pez cebra 

consistirá en evaluar si la activación de la expresión de HOXD1 en las GSC, 

derivadas de líneas de GBM, disminuye su agresividad en relación con su respectivo 

control. De igual manera se podría evaluar si la disminución o eliminación de la 

expresión de HOXD1 genera un aumento del porcentaje de GSC o bien un aumento 

de la agresividad de las GSC preexistentes en los xenotrasplantes en larvas de pez 

cebra. Se pueden evaluar diferentes parámetros en estos ensayos, como por 

ejemplo el tamaño de los tumores generados, la capacidad de invasión a los tejidos 

adyacentes y el número de focos metastásicos. Adicionalmente, se evaluarán 

marcadores de troncalidad y de diferenciación para determinar cómo estos se 

asocian con la expresión de HOXD1 en células tumorales xenotrasplantadas en 

larvas de pez cebra. 
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CONCLUSIÓN 
 

 

 

 

En conjunto con la evidencia presentada en otros tipos de cáncer, en donde se 

destaca el rol de los genes HOX como reguladores importantes del destino de las 

células madre, nuestra investigación sugiere que la diferenciación inducida por 

genes HOX debe considerarse como un enfoque viable para abordar las GSC. 

Hasta el momento no se ha dilucidado si los genes HOX descritos en gliomas como 

potenciales genes supresores pueden inducir la diferenciación de esta subpoblación 

tumoral.  Sin embargo, los resultados de nuestra investigación sugieren que HOXD1 

es un gen supresor tumoral en glioma que podría inducir la diferenciación de las 

GSC. 
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MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 
 
 
 

FIGURAS SUPLEMENTARIAS 
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Figura S 1: La expresión de HOXD1 es menor en muestras de GBM en 

comparación con tejido normal. De la consulta en línea en la base de datos 

ONCOMINE, se encontraron diferentes estudios que indican que HOXD1 disminuye 

su expresión en GBM en relación con su expresión en muestras de tejido cerebral 

normal. Los estudios de Shai (A), Liang (B) y Breden (C) comprenden datos de 

expresión obtenidos desde microarrays, los cuales son independientes entre sí. El 

análisis estadístico y el valor-p se indica en cada gráfico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S 2: Genes HOX descritos con rol supresor tumoral en gliomas 

presentan mayores niveles de expresión en GBM en relación con LGG. A. B. y 

C. Los gráficos representan la distribución de la expresión de HOXA11, HOXD10 y 
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HOXB1, respectivamente. Estos se generaron a partir de los datos de expresión 

obtenidos desde las bases TCGA (con datos de 519 pacientes con LGG y 173 

pacientes con GBM), CGGA (con datos de 184 pacientes con LGG y 140 pacientes 

con GBM) y REMBRANDT (con datos de 161 pacientes con LGG y 179 pacientes 

con GBM). Se observa que estos genes tienen una mayor expresión en GBM en 

comparación a LGG. La expresión génica corresponde a los z-score calculados a 

partir de los datos de expresión en FPKM.  Para el análisis estadístico se utilizó el 

test ANOVA y post test de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S 3: HOXD8 presenta altos niveles de expresión en las líneas de GBM 

U87, U251 y T98G. Analizamos la expresión de HOXD8 en las líneas celulares de 

GBM U87, U251 y T98G mediante RTqPCR. Observamos que estas líneas 

celulares de GBM presentan mayores niveles de expresión de HOXD8 en 

comparación con la línea de astrocitos fetales SVGp12. Para el análisis estadístico 
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se utilizó el test Mann Whitney (one-tailed). * p<0,05. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura S 4: La expresión de SOX2 correlaciona negativamente con la 

expresión de HOXD1. A. y B. Análisis de correlación de datos transcriptómicos de 

GBM obtenidos desde las bases CGGA y TCGA, respectivamente. El valor p se 

indica en cada gráfico. 
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Figura S 5: Inyección de células de GBM, U87 y U251, en el vitelo de pez cebra. 

Mediante microscopía de epifluorescencia se visualizaron larvas de pez cebra, de 

la línea Tab5, las cuales se inyectaron a los 2dpf con células de líneas de 

glioblastoma, U87 y U251. A. y E. Se observó que 1dpi se logran visualizar las 

células inyectadas en el vitelo, además se descarta la presencia de estas en otras 

zonas del pez. B. y F. A los 2 dpi se observa un aumento del volumen de las células 

que residen en el vitelo del pez. C. y G. Luego de 3dpi, el aumento del volumen de 

células de GBM es más evidente, destacando que las células comienzan a ocupar 

la parte más posterior del vitelo. D. y H. Adicionalmente, a los 3 dpi se logran 

visualizar células en la cola del pez. I. El control corresponde a larvas inyectadas 

con medio de cultivo DMEM. Aumento 4X y 10X. 
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Figura S 6: Visualización de células de GBM, U87 y U251 que migran hacia la 

cola del pez a través de vasos sanguíneos. Mediante microscopía confocal 

visualizamos larvas de pez cebra Tg (fli1: GFP) las cuales se inyectaron a los 2dpf 

con células de las líneas de GBM U87 y U251 (rojo).  A los 2 dpi, 4dpf, es posible 

visualizar células que migran a través de los vasos sanguíneos hacia la cola del pez 

(destacadas con flechas amarillas).  A y E: Campo claro, B y F: Canal GFP, C y G: 

Canal RFP, D y H: Merge. Aumento 20X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 7: Inyección de células de la línea de GBM U87 en el 

cerebro del pez cebra. Mediante microscopía de epifluorescencia se visualizaron 
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larvas de pez cebra, de la línea Tab5, las cuales se inyectaron a las 36 hpf con 

células de glioblastoma de la línea U87. Se probaron dos compuestos distintos para 

la visualización de las células. A. y B. Imagen representativa de larvas de 2dpi 

inyectadas con células marcadas con Vybrant DiI. C. y D. Imagen representativa de 

larvas de 2dpi inyectadas con células marcadas con Mitotracker CMXRos. D. y F. 

Larvas control inyectadas con DMEM. Aumento 10X 

 
 

 

 

Tablas versión completa 

 

Tabla 2: Procesos biológicos enriquecidos a partir de genes que correlacionan 

positivamente con HOXD1 en pacientes con GBM (versión completa). 

GO biological process complete 

Homo 
sapien

s - 
REFLI

ST 
(20589) 

upload
_1 

(3145) 

upload_
1 

(expecte
d) 

upload_1 
(over/und

er) 

upload_1 
(fold 

Enrichme
nt) 

upload
_1 (raw 

P-
value) 

upload
_1 

(FDR) 

regulation of synaptic vesicle membrane organization (GO:1901632) 9 9 1.37 + 6.55 
1.95E-

04 
9.08E-

03 

regulation of synaptic vesicle fusion to presynaptic active zone 
membrane (GO:0031630) 

9 9 1.37 + 6.55 
1.95E-

04 
9.05E-

03 

calcium ion-regulated exocytosis of neurotransmitter (GO:0048791) 14 11 2.14 + 5.14 
1.61E-

04 
7.69E-

03 

positive regulation of calcium ion-dependent exocytosis 
(GO:0045956) 

17 12 2.60 + 4.62 
1.67E-

04 
7.91E-

03 

positive regulation of catecholamine secretion (GO:0033605) 13 9 1.99 + 4.53 
1.21E-

03 
4.00E-

02 

regulation of AMPA receptor activity (GO:2000311) 26 17 3.97 + 4.28 
1.56E-

05 
1.01E-

03 

neuronal action potential (GO:0019228) 31 20 4.74 + 4.22 
3.28E-

06 
2.62E-

04 

regulation of short-term neuronal synaptic plasticity (GO:0048172) 16 10 2.44 + 4.09 
1.15E-

03 
3.92E-

02 

regulation of dopamine secretion (GO:0014059) 37 23 5.65 + 4.07 
9.84E-

07 
8.72E-

05 

aspartate family amino acid catabolic process (GO:0009068) 18 11 2.75 + 4.00 
7.54E-

04 
2.74E-

02 

central nervous system myelination (GO:0022010) 23 14 3.51 + 3.98 
1.53E-

04 
7.38E-

03 

axon ensheathment in central nervous system (GO:0032291) 23 14 3.51 + 3.98 
1.53E-

04 
7.36E-

03 

cell-cell signaling involved in cardiac conduction (GO:0086019) 27 16 4.12 + 3.88 
6.63E-

05 
3.57E-

03 

regulation of vesicle fusion (GO:0031338) 22 13 3.36 + 3.87 
3.24E-

04 
1.37E-

02 

calcium ion import across plasma membrane (GO:0098703) 24 14 3.67 + 3.82 
2.12E-

04 
9.61E-

03 
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vocalization behavior (GO:0071625) 19 11 2.90 + 3.79 
1.05E-

03 
3.63E-

02 

regulation of glutamate secretion (GO:0014048) 19 11 2.90 + 3.79 
1.05E-

03 
3.62E-

02 

regulation of catecholamine secretion (GO:0050433) 56 32 8.55 + 3.74 
3.52E-

08 
4.25E-

06 

positive regulation of excitatory postsynaptic potential (GO:2000463) 30 17 4.58 + 3.71 
6.01E-

05 
3.29E-

03 

membrane depolarization during action potential (GO:0086010) 30 17 4.58 + 3.71 
6.01E-

05 
3.28E-

03 

transmission of nerve impulse (GO:0019226) 57 32 8.71 + 3.68 
4.80E-

08 
5.58E-

06 

calcium-ion regulated exocytosis (GO:0017156) 43 24 6.57 + 3.65 
2.39E-

06 
1.96E-

04 

regulation of neuronal synaptic plasticity (GO:0048168) 57 31 8.71 + 3.56 
1.33E-

07 
1.39E-

05 

ligand-gated ion channel signaling pathway (GO:1990806) 26 14 3.97 + 3.53 
3.94E-

04 
1.61E-

02 

ionotropic glutamate receptor signaling pathway (GO:0035235) 26 14 3.97 + 3.53 
3.94E-

04 
1.61E-

02 

long-term synaptic potentiation (GO:0060291) 47 25 7.18 + 3.48 
2.86E-

06 
2.30E-

04 

neurotransmitter secretion (GO:0007269) 81 43 12.37 + 3.48 
9.45E-

10 
1.45E-

07 

signal release from synapse (GO:0099643) 81 43 12.37 + 3.48 
9.45E-

10 
1.44E-

07 

oligodendrocyte development (GO:0014003) 42 22 6.42 + 3.43 
1.34E-

05 
8.76E-

04 

maintenance of synapse structure (GO:0099558) 25 13 3.82 + 3.40 
8.08E-

04 
2.91E-

02 

gamma-aminobutyric acid signaling pathway (GO:0007214) 27 14 4.12 + 3.39 
5.25E-

04 
2.01E-

02 

negative regulation of amine transport (GO:0051953) 27 14 4.12 + 3.39 
5.25E-

04 
2.01E-

02 

synaptic vesicle exocytosis (GO:0016079) 56 29 8.55 + 3.39 
7.20E-

07 
6.60E-

05 

adult walking behavior (GO:0007628) 31 16 4.74 + 3.38 
2.23E-

04 
1.00E-

02 

modulation of excitatory postsynaptic potential (GO:0098815) 43 22 6.57 + 3.35 
1.77E-

05 
1.11E-

03 

glutamate receptor signaling pathway (GO:0007215) 47 24 7.18 + 3.34 
7.65E-

06 
5.35E-

04 

neurotransmitter transport (GO:0006836) 133 67 20.32 + 3.30 
1.46E-

13 
4.67E-

11 

retina layer formation (GO:0010842) 26 13 3.97 + 3.27 
1.07E-

03 
3.66E-

02 

walking behavior (GO:0090659) 32 16 4.89 + 3.27 
2.94E-

04 
1.26E-

02 

protein localization to synapse (GO:0035418) 53 26 8.10 + 3.21 
5.67E-

06 
4.19E-

04 

synaptic vesicle cycle (GO:0099504) 122 58 18.64 + 3.11 
4.38E-

11 
8.57E-

09 

positive regulation of amine transport (GO:0051954) 40 19 6.11 + 3.11 
1.39E-

04 
6.84E-

03 

acidic amino acid transport (GO:0015800) 40 19 6.11 + 3.11 
1.39E-

04 
6.81E-

03 

regulation of amine transport (GO:0051952) 93 44 14.21 + 3.10 
1.24E-

08 
1.62E-

06 

membrane depolarization (GO:0051899) 53 25 8.10 + 3.09 
1.44E-

05 
9.35E-

04 

oligodendrocyte differentiation (GO:0048709) 66 31 10.08 + 3.07 
2.52E-

06 
2.04E-

04 

response to amphetamine (GO:0001975) 30 14 4.58 + 3.06 
1.17E-

03 
3.92E-

02 

synaptic transmission, glutamatergic (GO:0035249) 30 14 4.58 + 3.06 
1.17E-

03 
3.91E-

02 

vesicle-mediated transport in synapse (GO:0099003) 131 60 20.01 + 3.00 
5.65E-

11 
1.05E-

08 

regulation of synaptic transmission, GABAergic (GO:0032228) 35 16 5.35 + 2.99 
6.34E-

04 
2.34E-

02 

positive regulation of synaptic transmission, glutamatergic 
(GO:0051968) 

33 15 5.04 + 2.98 
9.70E-

04 
3.43E-

02 

eating behavior (GO:0042755) 33 15 5.04 + 2.98 
9.70E-

04 
3.43E-

02 

potassium ion transmembrane transport (GO:0071805) 160 72 24.44 + 2.95 
1.47E-

12 
3.78E-

10 

regulation of calcium ion-dependent exocytosis (GO:0017158) 40 18 6.11 + 2.95 
3.45E-

04 
1.45E-

02 

negative regulation of axonogenesis (GO:0050771) 65 29 9.93 + 2.92 
8.68E-

06 
5.97E-

04 

regulation of synaptic plasticity (GO:0048167) 191 85 29.18 + 2.91 
2.76E-

14 
1.03E-

11 

neuromuscular process controlling balance (GO:0050885) 52 23 7.94 + 2.90 
9.11E-

05 
4.74E-

03 

cell communication involved in cardiac conduction (GO:0086065) 43 19 6.57 + 2.89 
4.34E-

04 
1.75E-

02 
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receptor localization to synapse (GO:0097120) 43 19 6.57 + 2.89 
4.34E-

04 
1.75E-

02 

positive regulation of synapse assembly (GO:0051965) 62 27 9.47 + 2.85 
2.36E-

05 
1.42E-

03 

action potential (GO:0001508) 99 43 15.12 + 2.84 
1.27E-

07 
1.35E-

05 

multicellular organismal signaling (GO:0035637) 120 52 18.33 + 2.84 
5.17E-

09 
6.98E-

07 

potassium ion transport (GO:0006813) 170 73 25.97 + 2.81 
5.99E-

12 
1.38E-

09 

regulation of neurotransmitter receptor activity (GO:0099601) 63 27 9.62 + 2.81 
2.84E-

05 
1.67E-

03 

positive regulation of synaptic transmission (GO:0050806) 133 57 20.32 + 2.81 
1.92E-

09 
2.85E-

07 

regulation of synaptic transmission, glutamatergic (GO:0051966) 75 32 11.46 + 2.79 
5.38E-

06 
4.00E-

04 

learning (GO:0007612) 150 63 22.91 + 2.75 
3.40E-

10 
5.67E-

08 

associative learning (GO:0008306) 84 35 12.83 + 2.73 
3.73E-

06 
2.92E-

04 

regulation of neurotransmitter secretion (GO:0046928) 90 37 13.75 + 2.69 
2.25E-

06 
1.85E-

04 

cardiac muscle cell contraction (GO:0086003) 44 18 6.72 + 2.68 
9.89E-

04 
3.48E-

02 

cardiac muscle cell action potential (GO:0086001) 49 20 7.48 + 2.67 
5.09E-

04 
1.98E-

02 

adult behavior (GO:0030534) 140 57 21.39 + 2.67 
8.21E-

09 
1.09E-

06 

positive regulation of adenylate cyclase activity (GO:0045762) 42 17 6.42 + 2.65 
1.50E-

03 
4.82E-

02 

regulation of heart rate by cardiac conduction (GO:0086091) 42 17 6.42 + 2.65 
1.50E-

03 
4.81E-

02 

modulation of chemical synaptic transmission (GO:0050804) 424 171 64.77 + 2.64 
6.95E-

24 
1.09E-

20 

regulation of trans-synaptic signaling (GO:0099177) 425 171 64.92 + 2.63 
8.21E-

24 
1.17E-

20 

negative regulation of axon extension (GO:0030517) 45 18 6.87 + 2.62 
1.16E-

03 
3.93E-

02 

trans-synaptic signaling (GO:0099537) 420 167 64.16 + 2.60 
8.81E-

23 
1.06E-

19 

signal release (GO:0023061) 161 64 24.59 + 2.60 
2.02E-

09 
2.96E-

07 

regulation of adenylate cyclase activity (GO:0045761) 63 25 9.62 + 2.60 
1.86E-

04 
8.74E-

03 

regulation of postsynaptic membrane potential (GO:0060078) 96 38 14.66 + 2.59 
4.13E-

06 
3.19E-

04 

chemical synaptic transmission (GO:0007268) 402 159 61.41 + 2.59 
1.68E-

21 
1.31E-

18 

anterograde trans-synaptic signaling (GO:0098916) 402 159 61.41 + 2.59 
1.68E-

21 
1.25E-

18 

regulation of neurotransmitter levels (GO:0001505) 217 85 33.15 + 2.56 
7.66E-

12 
1.74E-

09 

adenylate cyclase-inhibiting G protein-coupled receptor signaling 
pathway (GO:0007193) 

77 30 11.76 + 2.55 
4.38E-

05 
2.48E-

03 

regulation of nervous system process (GO:0031644) 144 56 22.00 + 2.55 
4.14E-

08 
4.84E-

06 

adult locomotory behavior (GO:0008344) 80 31 12.22 + 2.54 
5.42E-

05 
2.99E-

03 

excitatory postsynaptic potential (GO:0060079) 62 24 9.47 + 2.53 
3.12E-

04 
1.32E-

02 

synaptic signaling (GO:0099536) 450 174 68.74 + 2.53 
1.03E-

22 
1.08E-

19 

regulation of action potential (GO:0098900) 57 22 8.71 + 2.53 
6.19E-

04 
2.31E-

02 

regulated exocytosis (GO:0045055) 130 50 19.86 + 2.52 
2.06E-

07 
2.15E-

05 

regulation of synaptic vesicle exocytosis (GO:2000300) 60 23 9.17 + 2.51 
4.65E-

04 
1.84E-

02 

peptide hormone secretion (GO:0030072) 60 23 9.17 + 2.51 
4.65E-

04 
1.84E-

02 

renal tubule morphogenesis (GO:0061333) 68 26 10.39 + 2.50 
1.84E-

04 
8.67E-

03 

positive regulation of cyclase activity (GO:0031281) 55 21 8.40 + 2.50 
9.23E-

04 
3.29E-

02 

locomotory behavior (GO:0007626) 192 73 29.33 + 2.49 
7.03E-

10 
1.11E-

07 

regulation of neurotransmitter transport (GO:0051588) 103 39 15.73 + 2.48 
8.31E-

06 
5.74E-

04 

regulation of cyclase activity (GO:0031279) 82 31 12.53 + 2.47 
6.41E-

05 
3.47E-

03 

memory (GO:0007613) 122 46 18.64 + 2.47 
9.72E-

07 
8.66E-

05 

calcium ion transmembrane import into cytosol (GO:0097553) 86 32 13.14 + 2.44 
5.49E-

05 
3.02E-

03 

regulation of membrane potential (GO:0042391) 425 158 64.92 + 2.43 
2.53E-

19 
1.53E-

16 
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peptide secretion (GO:0002790) 62 23 9.47 + 2.43 
6.05E-

04 
2.26E-

02 

negative regulation of neurogenesis (GO:0050768) 138 51 21.08 + 2.42 
4.26E-

07 
4.18E-

05 

presynaptic endocytosis (GO:0140238) 57 21 8.71 + 2.41 
1.16E-

03 
3.93E-

02 

synaptic vesicle endocytosis (GO:0048488) 57 21 8.71 + 2.41 
1.16E-

03 
3.92E-

02 

protein localization to cell junction (GO:1902414) 79 29 12.07 + 2.40 
1.55E-

04 
7.44E-

03 

feeding behavior (GO:0007631) 90 33 13.75 + 2.40 
7.59E-

05 
3.99E-

03 

regulation of potassium ion transport (GO:0043266) 104 38 15.89 + 2.39 
1.62E-

05 
1.04E-

03 

regulation of axon extension (GO:0030516) 96 35 14.66 + 2.39 
4.12E-

05 
2.34E-

03 

negative regulation of nervous system development (GO:0051961) 143 52 21.84 + 2.38 
6.05E-

07 
5.72E-

05 

chemical synaptic transmission, postsynaptic (GO:0099565) 66 24 10.08 + 2.38 
8.04E-

04 
2.90E-

02 

regulation of extent of cell growth (GO:0061387) 111 40 16.96 + 2.36 
1.64E-

05 
1.05E-

03 

regulation of potassium ion transmembrane transport (GO:1901379) 89 32 13.59 + 2.35 
1.18E-

04 
5.93E-

03 

nephron tubule morphogenesis (GO:0072078) 64 23 9.78 + 2.35 
1.18E-

03 
3.94E-

02 

negative regulation of synaptic transmission (GO:0050805) 64 23 9.78 + 2.35 
1.18E-

03 
3.93E-

02 

synaptic vesicle recycling (GO:0036465) 64 23 9.78 + 2.35 
1.18E-

03 
3.92E-

02 

regulation of lyase activity (GO:0051339) 81 29 12.37 + 2.34 
1.99E-

04 
9.17E-

03 

ensheathment of neurons (GO:0007272) 112 40 17.11 + 2.34 
1.76E-

05 
1.12E-

03 

homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules 
(GO:0007156) 

168 60 25.66 + 2.34 
1.14E-

07 
1.23E-

05 

axon ensheathment (GO:0008366) 112 40 17.11 + 2.34 
1.76E-

05 
1.11E-

03 

myelination (GO:0042552) 110 39 16.80 + 2.32 
2.55E-

05 
1.51E-

03 

dicarboxylic acid transport (GO:0006835) 68 24 10.39 + 2.31 
9.49E-

04 
3.38E-

02 

regulation of synapse assembly (GO:0051963) 102 36 15.58 + 2.31 
6.75E-

05 
3.62E-

03 

neural retina development (GO:0003407) 68 24 10.39 + 2.31 
9.49E-

04 
3.37E-

02 

synapse organization (GO:0050808) 294 103 44.91 + 2.29 
8.17E-

12 
1.83E-

09 

synapse assembly (GO:0007416) 103 36 15.73 + 2.29 
7.15E-

05 
3.79E-

03 

regulation of synapse structure or activity (GO:0050803) 215 75 32.84 + 2.28 
7.74E-

09 
1.04E-

06 

nephron epithelium morphogenesis (GO:0072088) 66 23 10.08 + 2.28 
1.39E-

03 
4.52E-

02 

regulation of sodium ion transmembrane transport (GO:1902305) 66 23 10.08 + 2.28 
1.39E-

03 
4.51E-

02 

learning or memory (GO:0007611) 267 93 40.78 + 2.28 
1.10E-

10 
1.98E-

08 

regulation of exocytosis (GO:0017157) 213 74 32.54 + 2.27 
1.11E-

08 
1.46E-

06 

inorganic ion import across plasma membrane (GO:0099587) 98 34 14.97 + 2.27 
1.40E-

04 
6.84E-

03 

inorganic cation import across plasma membrane (GO:0098659) 98 34 14.97 + 2.27 
1.40E-

04 
6.82E-

03 

sensory perception of pain (GO:0019233) 75 26 11.46 + 2.27 
6.26E-

04 
2.33E-

02 

regulation of behavior (GO:0050795) 75 26 11.46 + 2.27 
6.26E-

04 
2.32E-

02 

nephron tubule development (GO:0072080) 78 27 11.91 + 2.27 
7.04E-

04 
2.57E-

02 

regulation of axonogenesis (GO:0050770) 156 54 23.83 + 2.27 
1.05E-

06 
9.21E-

05 

regulation of sodium ion transport (GO:0002028) 90 31 13.75 + 2.25 
2.27E-

04 
1.01E-

02 

sodium ion transmembrane transport (GO:0035725) 122 42 18.64 + 2.25 
2.21E-

05 
1.35E-

03 

renal tubule development (GO:0061326) 82 28 12.53 + 2.24 
5.65E-

04 
2.14E-

02 

positive regulation of neuron differentiation (GO:0045666) 91 31 13.90 + 2.23 
2.55E-

04 
1.11E-

02 

neuromuscular process (GO:0050905) 141 48 21.54 + 2.23 
6.90E-

06 
4.91E-

04 

regulation of synapse organization (GO:0050807) 209 71 31.93 + 2.22 
4.02E-

08 
4.74E-

06 

cognition (GO:0050890) 310 105 47.35 + 2.22 
3.70E-

11 
7.34E-

09 
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regulation of regulated secretory pathway (GO:1903305) 145 49 22.15 + 2.21 
5.82E-

06 
4.22E-

04 

regulation of postsynapse organization (GO:0099175) 89 30 13.59 + 2.21 
3.69E-

04 
1.53E-

02 

postsynapse organization (GO:0099173) 92 31 14.05 + 2.21 
4.11E-

04 
1.67E-

02 

negative regulation of cell projection organization (GO:0031345) 187 62 28.56 + 2.17 
6.78E-

07 
6.29E-

05 

cellular response to catecholamine stimulus (GO:0071870) 97 32 14.82 + 2.16 
3.59E-

04 
1.49E-

02 

cellular response to monoamine stimulus (GO:0071868) 97 32 14.82 + 2.16 
3.59E-

04 
1.49E-

02 

cellular response to dopamine (GO:1903351) 82 27 12.53 + 2.16 
9.92E-

04 
3.46E-

02 

negative regulation of neuron projection development (GO:0010977) 137 45 20.93 + 2.15 
2.44E-

05 
1.45E-

03 

regulation of cation channel activity (GO:2001257) 180 59 27.50 + 2.15 
1.79E-

06 
1.52E-

04 

glial cell development (GO:0021782) 110 36 16.80 + 2.14 
1.89E-

04 
8.83E-

03 

positive regulation of exocytosis (GO:0045921) 86 28 13.14 + 2.13 
1.19E-

03 
3.94E-

02 

central nervous system neuron differentiation (GO:0021953) 169 55 25.81 + 2.13 
4.00E-

06 
3.12E-

04 

dendrite development (GO:0016358) 111 36 16.96 + 2.12 
2.06E-

04 
9.38E-

03 

neuron projection development (GO:0031175) 656 211 100.20 + 2.11 
2.19E-

19 
1.49E-

16 

neuropeptide signaling pathway (GO:0007218) 112 36 17.11 + 2.10 
2.26E-

04 
1.01E-

02 

neuron projection morphogenesis (GO:0048812) 462 148 70.57 + 2.10 
1.09E-

13 
3.57E-

11 

response to catecholamine (GO:0071869) 100 32 15.28 + 2.09 
6.69E-

04 
2.46E-

02 

response to monoamine (GO:0071867) 100 32 15.28 + 2.09 
6.69E-

04 
2.46E-

02 

inorganic anion transmembrane transport (GO:0098661) 88 28 13.44 + 2.08 
1.37E-

03 
4.47E-

02 

plasma membrane bounded cell projection morphogenesis 
(GO:0120039) 

466 148 71.18 + 2.08 
1.48E-

13 
4.63E-

11 

positive regulation of cell junction assembly (GO:1901890) 104 33 15.89 + 2.08 
5.41E-

04 
2.06E-

02 

positive regulation of developmental growth (GO:0048639) 164 52 25.05 + 2.08 
1.72E-

05 
1.10E-

03 

nephron epithelium development (GO:0072009) 101 32 15.43 + 2.07 
7.12E-

04 
2.59E-

02 

regulation of neuron differentiation (GO:0045664) 190 60 29.02 + 2.07 
3.34E-

06 
2.66E-

04 

regulation of ion transmembrane transport (GO:0034765) 495 156 75.61 + 2.06 
6.92E-

14 
2.31E-

11 

cell projection morphogenesis (GO:0048858) 470 148 71.79 + 2.06 
2.71E-

13 
8.02E-

11 

behavior (GO:0007610) 582 183 88.90 + 2.06 
4.24E-

16 
1.95E-

13 

regulation of ion transport (GO:0043269) 687 216 104.94 + 2.06 
7.14E-

19 
3.86E-

16 

cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules 
(GO:0098742) 

264 83 40.33 + 2.06 
6.03E-

08 
6.90E-

06 

regulation of dendrite development (GO:0050773) 99 31 15.12 + 2.05 
1.00E-

03 
3.50E-

02 

negative regulation of cell development (GO:0010721) 176 55 26.88 + 2.05 
1.35E-

05 
8.81E-

04 

neuron differentiation (GO:0030182) 1018 318 155.50 + 2.05 
4.18E-

27 
1.31E-

23 

regulation of G protein-coupled receptor signaling pathway 
(GO:0008277) 

138 43 21.08 + 2.04 
1.02E-

04 
5.25E-

03 

neuron development (GO:0048666) 819 255 125.10 + 2.04 
1.12E-

21 
9.76E-

19 

calcium ion transmembrane transport (GO:0070588) 193 60 29.48 + 2.04 
5.75E-

06 
4.21E-

04 

cell part morphogenesis (GO:0032990) 489 152 74.70 + 2.03 
2.99E-

13 
8.69E-

11 

neuron migration (GO:0001764) 126 39 19.25 + 2.03 
2.92E-

04 
1.25E-

02 

sodium ion transport (GO:0006814) 181 56 27.65 + 2.03 
1.18E-

05 
7.93E-

04 

exocytosis (GO:0006887) 227 70 34.67 + 2.02 
1.08E-

06 
9.39E-

05 

generation of neurons (GO:0048699) 1081 333 165.12 + 2.02 
1.75E-

27 
6.86E-

24 

regulation of neuron projection development (GO:0010975) 432 133 65.99 + 2.02 
1.64E-

11 
3.43E-

09 

inorganic ion transmembrane transport (GO:0098660) 647 199 98.83 + 2.01 
1.42E-

16 
6.72E-

14 

axonogenesis (GO:0007409) 350 107 53.46 + 2.00 
3.11E-

09 
4.42E-

07 
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cell morphogenesis involved in neuron differentiation (GO:0048667) 422 129 64.46 + 2.00 
5.27E-

11 
1.01E-

08 

kidney epithelium development (GO:0072073) 131 40 20.01 + 2.00 
2.58E-

04 
1.12E-

02 

protein localization to cell periphery (GO:1990778) 233 71 35.59 + 1.99 
1.40E-

06 
1.19E-

04 

regulation of ion transmembrane transporter activity (GO:0032412) 266 81 40.63 + 1.99 
2.44E-

07 
2.48E-

05 

inorganic cation transmembrane transport (GO:0098662) 580 176 88.60 + 1.99 
2.61E-

14 
9.99E-

12 

axon development (GO:0061564) 389 118 59.42 + 1.99 
4.88E-

10 
8.04E-

08 

metal ion transport (GO:0030001) 620 188 94.71 + 1.99 
2.79E-

15 
1.15E-

12 

response to calcium ion (GO:0051592) 146 44 22.30 + 1.97 
2.16E-

04 
9.73E-

03 

cellular component morphogenesis (GO:0032989) 582 175 88.90 + 1.97 
6.46E-

14 
2.20E-

11 

neurogenesis (GO:0022008) 1223 366 186.82 + 1.96 
2.34E-

28 
1.22E-

24 

regulation of secretion by cell (GO:1903530) 556 166 84.93 + 1.95 
5.27E-

13 
1.47E-

10 

import into cell (GO:0098657) 188 56 28.72 + 1.95 
3.62E-

05 
2.08E-

03 

adenylate cyclase-modulating G protein-coupled receptor signaling 
pathway (GO:0007188) 

232 69 35.44 + 1.95 
4.47E-

06 
3.40E-

04 

regulation of transmembrane transporter activity (GO:0022898) 276 82 42.16 + 1.94 
5.56E-

07 
5.31E-

05 

regulation of transporter activity (GO:0032409) 293 87 44.76 + 1.94 
2.37E-

07 
2.43E-

05 

import across plasma membrane (GO:0098739) 152 45 23.22 + 1.94 
1.97E-

04 
9.08E-

03 

glial cell differentiation (GO:0010001) 169 50 25.81 + 1.94 
1.18E-

04 
5.92E-

03 

ion transmembrane transport (GO:0034220) 859 253 131.21 + 1.93 
6.61E-

19 
3.70E-

16 

cell-cell signaling (GO:0007267) 1055 310 161.15 + 1.92 
6.62E-

23 
8.64E-

20 

regulation of cell size (GO:0008361) 184 54 28.11 + 1.92 
6.75E-

05 
3.61E-

03 

regulation of nervous system development (GO:0051960) 437 128 66.75 + 1.92 
7.35E-

10 
1.15E-

07 

regulation of secretion (GO:0051046) 612 179 93.48 + 1.91 
2.28E-

13 
7.01E-

11 

cation transmembrane transport (GO:0098655) 648 189 98.98 + 1.91 
6.28E-

14 
2.24E-

11 

positive regulation of nervous system development (GO:0051962) 268 78 40.94 + 1.91 
1.92E-

06 
1.62E-

04 

regulation of transmembrane transport (GO:0034762) 578 167 88.29 + 1.89 
4.08E-

12 
9.99E-

10 

sensory perception of mechanical stimulus (GO:0050954) 180 52 27.50 + 1.89 
1.25E-

04 
6.24E-

03 

regulation of neurogenesis (GO:0050767) 358 103 54.69 + 1.88 
6.86E-

08 
7.74E-

06 

regulation of insulin secretion (GO:0050796) 150 43 22.91 + 1.88 
5.66E-

04 
2.14E-

02 

secretion by cell (GO:0032940) 385 110 58.81 + 1.87 
3.00E-

08 
3.65E-

06 

regulation of peptide hormone secretion (GO:0090276) 182 52 27.80 + 1.87 
1.40E-

04 
6.84E-

03 

regulation of developmental growth (GO:0048638) 320 91 48.88 + 1.86 
6.83E-

07 
6.30E-

05 

protein localization to plasma membrane (GO:0072659) 197 56 30.09 + 1.86 
1.13E-

04 
5.71E-

03 

regulation of system process (GO:0044057) 563 160 86.00 + 1.86 
3.19E-

11 
6.49E-

09 

positive regulation of ion transport (GO:0043270) 279 79 42.62 + 1.85 
4.22E-

06 
3.23E-

04 

regulation of cation transmembrane transport (GO:1904062) 371 105 56.67 + 1.85 
1.10E-

07 
1.19E-

05 

detection of abiotic stimulus (GO:0009582) 138 39 21.08 + 1.85 
1.15E-

03 
3.91E-

02 

muscle system process (GO:0003012) 277 78 42.31 + 1.84 
5.67E-

06 
4.18E-

04 

cell junction organization (GO:0034330) 487 137 74.39 + 1.84 
1.55E-

09 
2.31E-

07 

regulation of peptide secretion (GO:0002791) 185 52 28.26 + 1.84 
2.21E-

04 
9.97E-

03 

neuron projection guidance (GO:0097485) 235 66 35.90 + 1.84 
3.38E-

05 
1.95E-

03 

regulation of vesicle-mediated transport (GO:0060627) 543 152 82.94 + 1.83 
2.12E-

10 
3.65E-

08 

regulation of muscle contraction (GO:0006937) 168 47 25.66 + 1.83 
5.21E-

04 
2.01E-

02 

calcium ion transport (GO:0006816) 240 67 36.66 + 1.83 
2.91E-

05 
1.71E-

03 
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axon guidance (GO:0007411) 234 65 35.74 + 1.82 
4.73E-

05 
2.65E-

03 

export from cell (GO:0140352) 440 122 67.21 + 1.82 
2.32E-

08 
2.90E-

06 

sensory perception of sound (GO:0007605) 159 44 24.29 + 1.81 
8.15E-

04 
2.93E-

02 

regulation of blood circulation (GO:1903522) 253 70 38.65 + 1.81 
3.05E-

05 
1.77E-

03 

regulation of peptide transport (GO:0090087) 188 52 28.72 + 1.81 
3.52E-

04 
1.47E-

02 

regulation of cell junction assembly (GO:1901888) 199 55 30.40 + 1.81 
1.83E-

04 
8.65E-

03 

muscle contraction (GO:0006936) 228 63 34.83 + 1.81 
7.79E-

05 
4.08E-

03 

positive regulation of secretion by cell (GO:1903532) 280 77 42.77 + 1.80 
1.29E-

05 
8.49E-

04 

regulation of heart contraction (GO:0008016) 204 56 31.16 + 1.80 
2.08E-

04 
9.46E-

03 

cation transport (GO:0006812) 828 227 126.48 + 1.79 
3.38E-

14 
1.23E-

11 

gliogenesis (GO:0042063) 219 60 33.45 + 1.79 
1.21E-

04 
6.05E-

03 

regulation of protein polymerization (GO:0032271) 201 55 30.70 + 1.79 
2.67E-

04 
1.15E-

02 

anion transmembrane transport (GO:0098656) 234 64 35.74 + 1.79 
9.49E-

05 
4.91E-

03 

regulation of plasma membrane bounded cell projection organization 
(GO:0120035) 

623 170 95.16 + 1.79 
1.15E-

10 
2.04E-

08 

cell morphogenesis (GO:0000902) 686 187 104.79 + 1.78 
1.29E-

11 
2.81E-

09 

nervous system development (GO:0007399) 2081 565 317.88 + 1.78 
1.26E-

34 
1.97E-

30 

cell morphogenesis involved in differentiation (GO:0000904) 535 145 81.72 + 1.77 
3.69E-

09 
5.07E-

07 

regulation of cell projection organization (GO:0031344) 639 173 97.61 + 1.77 
1.32E-

10 
2.33E-

08 

regulation of endocytosis (GO:0030100) 207 56 31.62 + 1.77 
3.21E-

04 
1.36E-

02 

regulation of hormone secretion (GO:0046883) 238 64 36.35 + 1.76 
1.12E-

04 
5.69E-

03 

positive regulation of neurogenesis (GO:0050769) 220 59 33.61 + 1.76 
2.43E-

04 
1.08E-

02 

protein homooligomerization (GO:0051260) 195 52 29.79 + 1.75 
6.27E-

04 
2.32E-

02 

regulation of metal ion transport (GO:0010959) 398 106 60.80 + 1.74 
1.05E-

06 
9.23E-

05 

positive regulation of secretion (GO:0051047) 308 81 47.05 + 1.72 
2.98E-

05 
1.74E-

03 

transmembrane transport (GO:0055085) 1204 315 183.91 + 1.71 
6.70E-

17 
3.28E-

14 

ion transport (GO:0006811) 1188 307 181.47 + 1.69 
5.94E-

16 
2.52E-

13 

regulation of cellular component size (GO:0032535) 363 93 55.45 + 1.68 
1.87E-

05 
1.17E-

03 

negative regulation of transport (GO:0051051) 432 110 65.99 + 1.67 
4.67E-

06 
3.54E-

04 

regulation of transport (GO:0051049) 1742 441 266.09 + 1.66 
2.06E-

21 
1.46E-

18 

plasma membrane bounded cell projection organization 
(GO:0120036) 

1082 273 165.28 + 1.65 
3.73E-

13 
1.06E-

10 

developmental maturation (GO:0021700) 254 64 38.80 + 1.65 
5.94E-

04 
2.23E-

02 

cell-cell adhesion (GO:0098609) 540 136 82.49 + 1.65 
4.75E-

07 
4.62E-

05 

central nervous system development (GO:0007417) 1000 249 152.75 + 1.63 
1.30E-

11 
2.79E-

09 

regulation of muscle system process (GO:0090257) 233 58 35.59 + 1.63 
1.24E-

03 
4.08E-

02 

cell projection organization (GO:0030030) 1131 280 172.76 + 1.62 
1.05E-

12 
2.73E-

10 

positive regulation of cell projection organization (GO:0031346) 340 84 51.94 + 1.62 
1.57E-

04 
7.50E-

03 

positive regulation of cell development (GO:0010720) 296 73 45.21 + 1.61 
4.61E-

04 
1.83E-

02 

regulation of cell development (GO:0060284) 496 122 75.76 + 1.61 
5.81E-

06 
4.23E-

04 

secretion (GO:0046903) 497 122 75.92 + 1.61 
5.91E-

06 
4.27E-

04 

protein complex oligomerization (GO:0051259) 254 62 38.80 + 1.60 
1.42E-

03 
4.60E-

02 

regulation of anatomical structure size (GO:0090066) 497 121 75.92 + 1.59 
7.92E-

06 
5.49E-

04 

sensory organ morphogenesis (GO:0090596) 273 66 41.70 + 1.58 
1.19E-

03 
3.94E-

02 

cell development (GO:0048468) 1668 400 254.79 + 1.57 
4.70E-

16 
2.05E-

13 



 

152 

 

forebrain development (GO:0030900) 380 90 58.05 + 1.55 
3.31E-

04 
1.39E-

02 

actin filament-based process (GO:0030029) 610 143 93.18 + 1.53 
6.91E-

06 
4.90E-

04 

protein localization to membrane (GO:0072657) 442 103 67.52 + 1.53 
1.97E-

04 
9.10E-

03 

regulation of hormone levels (GO:0010817) 507 117 77.44 + 1.51 
9.44E-

05 
4.90E-

03 

regulation of supramolecular fiber organization (GO:1902903) 382 88 58.35 + 1.51 
7.28E-

04 
2.65E-

02 

brain development (GO:0007420) 757 174 115.63 + 1.50 
2.01E-

06 
1.68E-

04 

regulation of protein-containing complex assembly (GO:0043254) 410 94 62.63 + 1.50 
5.33E-

04 
2.03E-

02 

regulation of localization (GO:0032879) 2762 632 421.90 + 1.50 
1.21E-

21 
1.00E-

18 

supramolecular fiber organization (GO:0097435) 573 131 87.53 + 1.50 
4.60E-

05 
2.58E-

03 

actin cytoskeleton organization (GO:0030036) 544 123 83.10 + 1.48 
1.25E-

04 
6.25E-

03 

skeletal system development (GO:0001501) 509 115 77.75 + 1.48 
2.01E-

04 
9.20E-

03 

head development (GO:0060322) 804 180 122.81 + 1.47 
4.78E-

06 
3.60E-

04 

positive regulation of cellular component biogenesis (GO:0044089) 497 111 75.92 + 1.46 
4.22E-

04 
1.71E-

02 

regulation of anatomical structure morphogenesis (GO:0022603) 928 207 141.75 + 1.46 
1.17E-

06 
1.01E-

04 

regulation of cell growth (GO:0001558) 426 95 65.07 + 1.46 
1.06E-

03 
3.66E-

02 

anion transport (GO:0006820) 455 101 69.50 + 1.45 
9.59E-

04 
3.40E-

02 

localization within membrane (GO:0051668) 519 115 79.28 + 1.45 
4.41E-

04 
1.77E-

02 

system development (GO:0048731) 3719 822 568.08 + 1.45 
3.85E-

25 
1.00E-

21 

positive regulation of cellular component organization (GO:0051130) 1047 230 159.93 + 1.44 
7.95E-

07 
7.16E-

05 

circulatory system process (GO:0003013) 495 108 75.61 + 1.43 
9.91E-

04 
3.48E-

02 

negative regulation of cellular component organization 
(GO:0051129) 

683 149 104.33 + 1.43 
1.12E-

04 
5.70E-

03 

cell adhesion (GO:0007155) 964 210 147.25 + 1.43 
4.13E-

06 
3.17E-

04 

regulation of locomotion (GO:0040012) 1021 222 155.96 + 1.42 
2.15E-

06 
1.79E-

04 

regulation of cellular component movement (GO:0051270) 1052 228 160.69 + 1.42 
1.95E-

06 
1.63E-

04 

positive regulation of transport (GO:0051050) 910 196 139.00 + 1.41 
1.53E-

05 
9.89E-

04 

multicellular organism development (GO:0007275) 4129 887 630.71 + 1.41 
4.71E-

24 
9.22E-

21 

regulation of growth (GO:0040008) 666 143 101.73 + 1.41 
2.65E-

04 
1.15E-

02 

chemotaxis (GO:0006935) 513 110 78.36 + 1.40 
1.48E-

03 
4.76E-

02 

sensory organ development (GO:0007423) 574 122 87.68 + 1.39 
1.18E-

03 
3.93E-

02 

positive regulation of developmental process (GO:0051094) 1314 278 200.72 + 1.39 
7.51E-

07 
6.84E-

05 

animal organ morphogenesis (GO:0009887) 988 209 150.92 + 1.38 
2.12E-

05 
1.31E-

03 

regulation of cell migration (GO:0030334) 918 194 140.23 + 1.38 
4.41E-

05 
2.49E-

03 

regulation of cell motility (GO:2000145) 976 206 149.09 + 1.38 
2.79E-

05 
1.65E-

03 

anatomical structure morphogenesis (GO:0009653) 2185 458 333.76 + 1.37 
2.24E-

10 
3.82E-

08 

regulation of cellular component biogenesis (GO:0044087) 957 200 146.18 + 1.37 
6.10E-

05 
3.32E-

03 

positive regulation of cell differentiation (GO:0045597) 863 180 131.82 + 1.37 
1.52E-

04 
7.38E-

03 

locomotion (GO:0040011) 1244 256 190.02 + 1.35 
1.23E-

05 
8.12E-

04 

regulation of biological quality (GO:0065008) 3730 767 569.76 + 1.35 
4.34E-

16 
1.94E-

13 

cellular developmental process (GO:0048869) 3440 706 525.47 + 1.34 
1.59E-

14 
6.37E-

12 

cell differentiation (GO:0030154) 3418 701 522.10 + 1.34 
2.44E-

14 
9.57E-

12 

movement of cell or subcellular component (GO:0006928) 1480 303 226.07 + 1.34 
2.69E-

06 
2.17E-

04 

anatomical structure development (GO:0048856) 5029 1029 768.19 + 1.34 
2.80E-

22 
2.58E-

19 

regulation of cellular component organization (GO:0051128) 2345 478 358.20 + 1.33 
2.59E-

09 
3.76E-

07 



 

153 

 

regulation of multicellular organismal development (GO:2000026) 1356 276 207.13 + 1.33 
1.11E-

05 
7.50E-

04 

regulation of multicellular organismal process (GO:0051239) 2721 552 415.64 + 1.33 
1.89E-

10 
3.29E-

08 

regulation of cell communication (GO:0010646) 3342 676 510.50 + 1.32 
9.65E-

13 
2.61E-

10 

regulation of signaling (GO:0023051) 3355 676 512.48 + 1.32 
1.81E-

12 
4.58E-

10 

regulation of developmental process (GO:0050793) 2463 492 376.23 + 1.31 
1.49E-

08 
1.89E-

06 

system process (GO:0003008) 2049 408 312.99 + 1.30 
4.77E-

07 
4.59E-

05 

cellular response to endogenous stimulus (GO:0071495) 1078 214 164.67 + 1.30 
4.53E-

04 
1.81E-

02 

positive regulation of signaling (GO:0023056) 1698 337 259.37 + 1.30 
7.31E-

06 
5.14E-

04 

nervous system process (GO:0050877) 1440 285 219.96 + 1.30 
4.91E-

05 
2.74E-

03 

positive regulation of cell communication (GO:0010647) 1693 335 258.61 + 1.30 
9.76E-

06 
6.65E-

04 

regulation of cell differentiation (GO:0045595) 1568 310 239.51 + 1.29 
2.39E-

05 
1.43E-

03 

developmental process (GO:0032502) 5561 1097 849.45 + 1.29 
2.53E-

19 
1.58E-

16 

cytoskeleton organization (GO:0007010) 1217 240 185.90 + 1.29 
2.79E-

04 
1.20E-

02 

transport (GO:0006810) 3800 740 580.46 + 1.27 
4.66E-

11 
9.02E-

09 

response to endogenous stimulus (GO:0009719) 1337 257 204.23 + 1.26 
6.55E-

04 
2.42E-

02 

establishment of localization (GO:0051234) 3957 759 604.44 + 1.26 
3.10E-

10 
5.22E-

08 

multicellular organismal process (GO:0032501) 6472 1237 988.61 + 1.25 
3.88E-

18 
1.96E-

15 

vesicle-mediated transport (GO:0016192) 1346 257 205.60 + 1.25 
8.94E-

04 
3.20E-

02 

localization (GO:0051179) 5157 981 787.74 + 1.25 
5.92E-

13 
1.63E-

10 

signaling (GO:0023052) 5163 980 788.66 + 1.24 
9.74E-

13 
2.59E-

10 

positive regulation of molecular function (GO:0044093) 1569 297 239.67 + 1.24 
5.54E-

04 
2.10E-

02 

animal organ development (GO:0048513) 3179 601 485.60 + 1.24 
2.86E-

07 
2.88E-

05 

cell communication (GO:0007154) 5266 991 804.39 + 1.23 
4.59E-

12 
1.09E-

09 

tissue development (GO:0009888) 1687 312 257.69 + 1.21 
1.51E-

03 
4.82E-

02 

regulation of signal transduction (GO:0009966) 2975 547 454.44 + 1.20 
2.32E-

05 
1.40E-

03 

regulation of molecular function (GO:0065009) 3079 558 470.32 + 1.19 
7.42E-

05 
3.92E-

03 

signal transduction (GO:0007165) 4820 848 736.26 + 1.15 
1.78E-

05 
1.12E-

03 

cellular component organization (GO:0016043) 5459 928 833.87 + 1.11 
4.70E-

04 
1.86E-

02 

positive regulation of cellular process (GO:0048522) 5740 967 876.79 + 1.10 
9.80E-

04 
3.45E-

02 

regulation of cellular process (GO:0050794) 11275 1899 1722.27 + 1.10 
3.27E-

09 
4.62E-

07 

regulation of biological process (GO:0050789) 11735 1968 1792.54 + 1.10 
3.33E-

09 
4.66E-

07 

biological regulation (GO:0065007) 12469 2085 1904.66 + 1.09 
6.54E-

10 
1.06E-

07 

cellular process (GO:0009987) 15176 2463 2318.16 + 1.06 
2.54E-

08 
3.17E-

06 

biological_process (GO:0008150) 17859 2815 2727.99 + 1.03 
1.22E-

05 
8.07E-

04 

regulation of cellular metabolic process (GO:0031323) 6040 833 922.62 - .90 
9.92E-

04 
3.47E-

02 

regulation of nitrogen compound metabolic process (GO:0051171) 5689 783 869.00 - .90 
1.26E-

03 
4.13E-

02 

regulation of macromolecule metabolic process (GO:0060255) 6190 846 945.53 - .89 
2.86E-

04 
1.23E-

02 

metabolic process (GO:0008152) 8019 1070 1224.91 - .87 
1.04E-

07 
1.13E-

05 

primary metabolic process (GO:0044238) 7091 943 1083.16 - .87 
7.87E-

07 
7.13E-

05 

regulation of gene expression (GO:0010468) 4833 642 738.25 - .87 
1.34E-

04 
6.65E-

03 

organic substance metabolic process (GO:0071704) 7577 1005 1157.40 - .87 
1.14E-

07 
1.22E-

05 

nitrogen compound metabolic process (GO:0006807) 6583 866 1005.56 - .86 
4.77E-

07 
4.61E-

05 

regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 
(GO:0019219) 

4059 532 620.02 - .86 
1.89E-

04 
8.83E-

03 
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cellular metabolic process (GO:0044237) 7138 930 1090.34 - .85 
1.49E-

08 
1.89E-

06 

regulation of cellular biosynthetic process (GO:0031326) 4095 531 625.52 - .85 
6.62E-

05 
3.58E-

03 

regulation of biosynthetic process (GO:0009889) 4155 537 634.68 - .85 
3.92E-

05 
2.23E-

03 

regulation of macromolecule biosynthetic process (GO:0010556) 3932 508 600.62 - .85 
6.93E-

05 
3.68E-

03 

cellular macromolecule metabolic process (GO:0044260) 4236 540 647.06 - .83 
7.08E-

06 
5.00E-

04 

macromolecule metabolic process (GO:0043170) 5847 721 893.14 - .81 
9.87E-

11 
1.80E-

08 

response to stress (GO:0006950) 3400 418 519.35 - .80 
3.45E-

06 
2.73E-

04 

Unclassified (UNCLASSIFIED) 2730 330 417.01 - .79 
1.22E-

05 
8.11E-

04 

organonitrogen compound biosynthetic process (GO:1901566) 1331 156 203.31 - .77 
1.03E-

03 
3.58E-

02 

cell cycle (GO:0007049) 1224 141 186.97 - .75 
8.55E-

04 
3.07E-

02 

biosynthetic process (GO:0009058) 2390 274 365.08 - .75 
8.75E-

07 
7.84E-

05 

organic substance biosynthetic process (GO:1901576) 2325 264 355.15 - .74 
6.32E-

07 
5.93E-

05 

immune system process (GO:0002376) 2375 269 362.78 - .74 
3.64E-

07 
3.61E-

05 

defense response (GO:0006952) 1451 164 221.64 - .74 
1.03E-

04 
5.31E-

03 

cellular biosynthetic process (GO:0044249) 2255 246 344.45 - .71 
3.89E-

08 
4.62E-

06 

cellular response to stress (GO:0033554) 1554 162 237.38 - .68 
5.72E-

07 
5.44E-

05 

cellular amide metabolic process (GO:0043603) 803 83 122.66 - .68 
3.31E-

04 
1.39E-

02 

aromatic compound biosynthetic process (GO:0019438) 895 91 136.71 - .67 
8.12E-

05 
4.24E-

03 

organic cyclic compound biosynthetic process (GO:1901362) 1023 104 156.26 - .67 
2.26E-

05 
1.38E-

03 

biological process involved in interspecies interaction between 
organisms (GO:0044419) 

1558 158 237.99 - .66 
9.61E-

08 
1.05E-

05 

response to biotic stimulus (GO:0009607) 1464 148 223.63 - .66 
2.15E-

07 
2.23E-

05 

response to external biotic stimulus (GO:0043207) 1403 141 214.31 - .66 
2.82E-

07 
2.85E-

05 

response to other organism (GO:0051707) 1400 140 213.85 - .65 
2.21E-

07 
2.28E-

05 

organic cyclic compound metabolic process (GO:1901360) 3076 293 469.86 - .62 
1.29E-

18 
6.75E-

16 

immune response (GO:0006955) 1606 152 245.32 - .62 
5.75E-

10 
9.39E-

08 

heterocycle biosynthetic process (GO:0018130) 885 83 135.19 - .61 
5.01E-

06 
3.76E-

04 

cellular nitrogen compound biosynthetic process (GO:0044271) 1381 128 210.95 - .61 
3.50E-

09 
4.85E-

07 

cellular nitrogen compound metabolic process (GO:0034641) 3354 310 512.33 - .61 
2.10E-

22 
2.06E-

19 

cellular aromatic compound metabolic process (GO:0006725) 2831 259 432.44 - .60 
2.36E-

19 
1.54E-

16 

nucleobase-containing compound biosynthetic process 
(GO:0034654) 

813 73 124.19 - .59 
2.46E-

06 
2.01E-

04 

generation of precursor metabolites and energy (GO:0006091) 395 35 60.34 - .58 
1.18E-

03 
3.93E-

02 

chromosome organization (GO:0051276) 942 82 143.89 - .57 
9.12E-

08 
1.01E-

05 

defense response to other organism (GO:0098542) 1050 91 160.39 - .57 
1.48E-

08 
1.90E-

06 

heterocycle metabolic process (GO:0046483) 2778 238 424.34 - .56 
9.13E-

23 
1.02E-

19 

response to virus (GO:0009615) 353 30 53.92 - .56 
1.04E-

03 
3.61E-

02 

post-transcriptional regulation of gene expression (GO:0010608) 517 43 78.97 - .54 
3.79E-

05 
2.17E-

03 

amide biosynthetic process (GO:0043604) 520 43 79.43 - .54 
3.02E-

05 
1.76E-

03 

innate immune response (GO:0045087) 827 68 126.33 - .54 
6.64E-

08 
7.54E-

06 

macromolecule biosynthetic process (GO:0009059) 1291 106 197.20 - .54 
8.62E-

12 
1.90E-

09 

regulation of translation (GO:0006417) 402 33 61.41 - .54 
2.54E-

04 
1.11E-

02 

nucleobase-containing compound metabolic process (GO:0006139) 2610 213 398.68 - .53 
4.89E-

24 
8.51E-

21 

detection of stimulus involved in sensory perception (GO:0050906) 559 45 85.39 - .53 
6.26E-

06 
4.48E-

04 

cellular macromolecule biosynthetic process (GO:0034645) 764 61 116.70 - .52 
8.36E-

08 
9.35E-

06 
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defense response to bacterium (GO:0042742) 365 29 55.75 - .52 
2.98E-

04 
1.27E-

02 

regulation of DNA metabolic process (GO:0051052) 538 42 82.18 - .51 
4.09E-

06 
3.17E-

04 

methylation (GO:0032259) 324 25 49.49 - .51 
4.31E-

04 
1.74E-

02 

RNA biosynthetic process (GO:0032774) 428 32 65.38 - .49 
2.03E-

05 
1.26E-

03 

transcription, DNA-templated (GO:0006351) 417 31 63.70 - .49 
2.19E-

05 
1.35E-

03 

nucleic acid-templated transcription (GO:0097659) 418 31 63.85 - .49 
2.21E-

05 
1.36E-

03 

macromolecule methylation (GO:0043414) 275 20 42.01 - .48 
5.09E-

04 
1.98E-

02 

gene expression (GO:0010467) 2080 149 317.72 - .47 
4.21E-

25 
9.43E-

22 

energy derivation by oxidation of organic compounds (GO:0015980) 253 18 38.65 - .47 
7.84E-

04 
2.84E-

02 

mRNA processing (GO:0006397) 440 31 67.21 - .46 
3.72E-

06 
2.93E-

04 

transcription by RNA polymerase II (GO:0006366) 270 19 41.24 - .46 
4.35E-

04 
1.75E-

02 

cellular response to DNA damage stimulus (GO:0006974) 734 51 112.12 - .45 
8.14E-

10 
1.26E-

07 

mRNA metabolic process (GO:0016071) 598 41 91.35 - .45 
2.97E-

08 
3.66E-

06 

RNA metabolic process (GO:0016070) 1442 98 220.27 - .44 
4.14E-

19 
2.40E-

16 

antigen receptor-mediated signaling pathway (GO:0050851) 238 16 36.35 - .44 
5.25E-

04 
2.02E-

02 

nucleic acid metabolic process (GO:0090304) 2109 141 322.15 - .44 
7.82E-

29 
6.13E-

25 

DNA recombination (GO:0006310) 240 16 36.66 - .44 
3.98E-

04 
1.62E-

02 

detection of chemical stimulus (GO:0009593) 526 35 80.35 - .44 
9.48E-

08 
1.05E-

05 

chromosome segregation (GO:0007059) 286 19 43.69 - .43 
1.15E-

04 
5.83E-

03 

ribonucleoprotein complex subunit organization (GO:0071826) 196 13 29.94 - .43 
1.41E-

03 
4.57E-

02 

nuclear chromosome segregation (GO:0098813) 229 15 34.98 - .43 
5.69E-

04 
2.14E-

02 

nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis (GO:0090305) 246 16 37.58 - .43 
2.31E-

04 
1.03E-

02 

double-strand break repair (GO:0006302) 201 13 30.70 - .42 
1.09E-

03 
3.71E-

02 

regulation of B cell activation (GO:0050864) 217 14 33.15 - .42 
5.87E-

04 
2.21E-

02 

RNA splicing (GO:0008380) 359 23 54.84 - .42 
6.05E-

06 
4.35E-

04 

protein-DNA complex subunit organization (GO:0071824) 250 16 38.19 - .42 
1.75E-

04 
8.29E-

03 

nucleocytoplasmic transport (GO:0006913) 238 15 36.35 - .41 
2.45E-

04 
1.09E-

02 

nuclear transport (GO:0051169) 238 15 36.35 - .41 
2.45E-

04 
1.08E-

02 

mRNA splicing, via spliceosome (GO:0000398) 239 15 36.51 - .41 
2.50E-

04 
1.10E-

02 

RNA splicing, via transesterification reactions with bulged adenosine 
as nucleophile (GO:0000377) 

239 15 36.51 - .41 
2.50E-

04 
1.10E-

02 

RNA splicing, via transesterification reactions (GO:0000375) 243 15 37.12 - .40 
1.38E-

04 
6.83E-

03 

DNA repair (GO:0006281) 490 30 74.85 - .40 
2.99E-

08 
3.66E-

06 

leukocyte mediated immunity (GO:0002443) 295 18 45.06 - .40 
2.29E-

05 
1.39E-

03 

RNA processing (GO:0006396) 858 52 131.06 - .40 
6.45E-

14 
2.25E-

11 

adaptive immune response (GO:0002250) 652 39 99.59 - .39 
5.61E-

11 
1.06E-

08 

DNA metabolic process (GO:0006259) 794 47 121.28 - .39 
2.44E-

13 
7.36E-

11 

positive regulation of B cell activation (GO:0050871) 170 10 25.97 - .39 
1.24E-

03 
4.08E-

02 

cellular respiration (GO:0045333) 188 11 28.72 - .38 
6.87E-

04 
2.52E-

02 

tRNA metabolic process (GO:0006399) 190 11 29.02 - .38 
5.01E-

04 
1.96E-

02 

peptide metabolic process (GO:0006518) 538 31 82.18 - .38 
1.27E-

09 
1.91E-

07 

RNA modification (GO:0009451) 180 10 27.50 - .36 
5.14E-

04 
1.98E-

02 

RNA transport (GO:0050658) 169 9 25.81 - .35 
5.12E-

04 
1.99E-

02 

nucleic acid transport (GO:0050657) 169 9 25.81 - .35 
5.12E-

04 
1.98E-

02 
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sensory perception of chemical stimulus (GO:0007606) 545 29 83.25 - .35 
8.52E-

11 
1.57E-

08 

RNA localization (GO:0006403) 188 10 28.72 - .35 
2.05E-

04 
9.35E-

03 

establishment of RNA localization (GO:0051236) 171 9 26.12 - .34 
3.75E-

04 
1.55E-

02 

defense response to virus (GO:0051607) 251 13 38.34 - .34 
9.94E-

06 
6.72E-

04 

defense response to symbiont (GO:0140546) 252 13 38.49 - .34 
9.94E-

06 
6.74E-

04 

ribonucleoprotein complex biogenesis (GO:0022613) 429 22 65.53 - .34 
4.05E-

09 
5.53E-

07 

aerobic respiration (GO:0009060) 158 8 24.13 - .33 
5.05E-

04 
1.97E-

02 

adaptive immune response based on somatic recombination of 
immune receptors built from immunoglobulin superfamily domains 

(GO:0002460) 
258 13 39.41 - .33 

5.35E-
06 

3.99E-
04 

ncRNA metabolic process (GO:0034660) 524 26 80.04 - .32 
3.20E-

11 
6.43E-

09 

negative regulation of DNA metabolic process (GO:0051053) 147 7 22.45 - .31 
4.90E-

04 
1.93E-

02 

B cell receptor signaling pathway (GO:0050853) 129 6 19.70 - .30 
1.26E-

03 
4.14E-

02 

rRNA processing (GO:0006364) 220 10 33.61 - .30 
8.82E-

06 
6.03E-

04 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception 
(GO:0050907) 

489 22 74.70 - .29 
1.40E-

11 
2.96E-

09 

ncRNA processing (GO:0034470) 404 18 61.71 - .29 
6.90E-

10 
1.10E-

07 

rRNA metabolic process (GO:0016072) 250 11 38.19 - .29 
1.35E-

06 
1.16E-

04 

mRNA transport (GO:0051028) 139 6 21.23 - .28 
4.81E-

04 
1.89E-

02 

sensory perception of smell (GO:0007608) 470 19 71.79 - .26 
2.83E-

12 
7.04E-

10 

lymphocyte mediated immunity (GO:0002449) 248 10 37.88 - .26 
6.61E-

07 
6.17E-

05 

nuclear export (GO:0051168) 130 5 19.86 - .25 
3.04E-

04 
1.29E-

02 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception of 
smell (GO:0050911) 

443 17 67.67 - .25 
4.42E-

12 
1.07E-

09 

phagocytosis, recognition (GO:0006910) 106 4 16.19 - .25 
1.06E-

03 
3.66E-

02 

peptide biosynthetic process (GO:0043043) 404 15 61.71 - .24 
1.74E-

11 
3.59E-

09 

regulation of DNA replication (GO:0006275) 137 5 20.93 - .24 
1.55E-

04 
7.43E-

03 

complement activation (GO:0006956) 139 5 21.23 - .24 
1.08E-

04 
5.53E-

03 

DNA-templated transcription, initiation (GO:0006352) 118 4 18.02 - .22 
3.92E-

04 
1.61E-

02 

ribosome biogenesis (GO:0042254) 296 10 45.21 - .22 
2.65E-

09 
3.81E-

07 

translation (GO:0006412) 377 12 57.59 - .21 
4.92E-

12 
1.15E-

09 

mitochondrial respiratory chain complex assembly (GO:0033108) 95 3 14.51 - .21 
1.39E-

03 
4.50E-

02 

telomere organization (GO:0032200) 102 3 15.58 - .19 
4.44E-

04 
1.77E-

02 

mitochondrial gene expression (GO:0140053) 139 4 21.23 - .19 
3.13E-

05 
1.81E-

03 

complement activation, classical pathway (GO:0006958) 123 3 18.79 - .16 
5.21E-

05 
2.89E-

03 

transcription initiation from RNA polymerase II promoter 
(GO:0006367) 

84 2 12.83 - .16 
1.11E-

03 
3.78E-

02 

humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin 
(GO:0002455) 

127 3 19.40 - .15 
2.31E-

05 
1.40E-

03 

DNA replication (GO:0006260) 219 5 33.45 - .15 
1.32E-

08 
1.71E-

06 

telomere maintenance (GO:0000723) 93 2 14.21 - .14 
3.54E-

04 
1.47E-

02 

immunoglobulin mediated immune response (GO:0016064) 190 4 29.02 - .14 
5.53E-

08 
6.38E-

06 

B cell mediated immunity (GO:0019724) 194 4 29.63 - .13 
3.81E-

08 
4.56E-

06 

DNA-templated DNA replication (GO:0006261) 153 3 23.37 - .13 
1.16E-

06 
1.00E-

04 

immunoglobulin production (GO:0002377) 160 3 24.44 - .12 
3.55E-

07 
3.54E-

05 

mitochondrial translation (GO:0032543) 108 2 16.50 - .12 
5.14E-

05 
2.86E-

03 

production of molecular mediator of immune response 
(GO:0002440) 

163 3 24.90 - .12 
3.82E-

07 
3.76E-

05 

cytoplasmic translation (GO:0002181) 124 2 18.94 - .11 
7.68E-

06 
5.35E-

04 
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transcription preinitiation complex assembly (GO:0070897) 69 1 10.54 - .09 
1.11E-

03 
3.79E-

02 

ribosomal large subunit biogenesis (GO:0042273) 72 0 11.00 - < 0.01 
6.85E-

05 
3.65E-

03 

 

 

Tabla 3: Procesos biológicos enriquecidos a partir de genes que correlacionan 

negativamente con HOXD1 en pacientes con GBM (versión completa). 

 

GO biological process complete 

Homo 
sapiens 

- 
REFLIST 
(20589) 

upload_1 
(1734) 

upload_1 
(expected) 

upload_1 
(over/under) 

upload_1 
(fold 

Enrichment) 

upload_1 
(raw P-
value) 

upload_1 
(FDR) 

protein folding in endoplasmic reticulum (GO:0034975) 11 8 .93 + 8.64 4.53E-05 3.53E-03 

peptidyl-lysine hydroxylation (GO:0017185) 9 6 .76 + 7.92 5.90E-04 2.82E-02 

positive regulation of cerebellar granule cell precursor proliferation 
(GO:0021940) 

9 6 .76 + 7.92 5.90E-04 2.81E-02 

regulation of translational initiation in response to stress (GO:0043558) 10 6 .84 + 7.12 8.82E-04 3.80E-02 

membrane protein ectodomain proteolysis (GO:0006509) 21 10 1.77 + 5.65 7.58E-05 5.37E-03 

regulation of translation in response to stress (GO:0043555) 19 9 1.60 + 5.62 1.79E-04 1.11E-02 

hippo signaling (GO:0035329) 20 8 1.68 + 4.75 9.90E-04 4.17E-02 

negative regulation of stem cell differentiation (GO:2000737) 23 9 1.94 + 4.65 5.47E-04 2.66E-02 

focal adhesion assembly (GO:0048041) 27 10 2.27 + 4.40 3.87E-04 2.02E-02 

cytoplasmic pattern recognition receptor signaling pathway 
(GO:0002753) 

27 10 2.27 + 4.40 3.87E-04 2.02E-02 

positive regulation of blood vessel endothelial cell migration 
(GO:0043536) 

54 19 4.55 + 4.18 2.03E-06 2.51E-04 

positive regulation of smoothened signaling pathway (GO:0045880) 37 13 3.12 + 4.17 8.33E-05 5.72E-03 

regulation of extracellular matrix organization (GO:1903053) 55 19 4.63 + 4.10 2.54E-06 2.97E-04 

membrane protein proteolysis (GO:0033619) 35 12 2.95 + 4.07 1.87E-04 1.15E-02 

cell-substrate junction assembly (GO:0007044) 36 12 3.03 + 3.96 2.32E-04 1.34E-02 

cell-substrate junction organization (GO:0150115) 37 12 3.12 + 3.85 2.86E-04 1.59E-02 

cellular response to vascular endothelial growth factor stimulus 
(GO:0035924) 

45 14 3.79 + 3.69 1.32E-04 8.45E-03 

regulation of miRNA transcription (GO:1902893) 62 19 5.22 + 3.64 1.06E-05 1.04E-03 

positive regulation of miRNA transcription (GO:1902895) 46 14 3.87 + 3.61 1.59E-04 1.00E-02 

positive regulation of neural precursor cell proliferation (GO:2000179) 53 16 4.46 + 3.58 6.02E-05 4.45E-03 

proteoglycan biosynthetic process (GO:0030166) 53 16 4.46 + 3.58 6.02E-05 4.43E-03 

positive regulation of osteoblast differentiation (GO:0045669) 68 20 5.73 + 3.49 1.04E-05 1.03E-03 

viral gene expression (GO:0019080) 52 15 4.38 + 3.43 1.55E-04 9.78E-03 

regulation of neural precursor cell proliferation (GO:2000177) 88 25 7.41 + 3.37 1.46E-06 1.92E-04 

exocrine system development (GO:0035272) 43 12 3.62 + 3.31 8.81E-04 3.81E-02 

retrograde vesicle-mediated transport, Golgi to endoplasmic reticulum 
(GO:0006890) 

51 14 4.30 + 3.26 3.89E-04 2.01E-02 

regulation of osteoblast differentiation (GO:0045667) 126 34 10.61 + 3.20 5.82E-08 1.45E-05 

regulation of blood vessel endothelial cell migration (GO:0043535) 91 24 7.66 + 3.13 6.90E-06 7.07E-04 

regulation of interferon-beta production (GO:0032648) 58 15 4.88 + 3.07 4.19E-04 2.14E-02 

endoplasmic reticulum unfolded protein response (GO:0030968) 55 14 4.63 + 3.02 7.36E-04 3.34E-02 

cell-matrix adhesion (GO:0007160) 133 33 11.20 + 2.95 4.66E-07 7.45E-05 

transforming growth factor beta receptor signaling pathway 
(GO:0007179) 

89 22 7.50 + 2.94 3.82E-05 3.04E-03 

collagen metabolic process (GO:0032963) 57 14 4.80 + 2.92 9.90E-04 4.15E-02 

aminoglycan biosynthetic process (GO:0006023) 82 20 6.91 + 2.90 9.88E-05 6.65E-03 

regulation of smoothened signaling pathway (GO:0008589) 84 20 7.07 + 2.83 1.31E-04 8.47E-03 

skin epidermis development (GO:0098773) 85 20 7.16 + 2.79 1.50E-04 9.51E-03 

hair follicle development (GO:0001942) 81 19 6.82 + 2.79 2.25E-04 1.32E-02 

proteoglycan metabolic process (GO:0006029) 77 18 6.48 + 2.78 3.37E-04 1.81E-02 

positive regulation of endothelial cell migration (GO:0010595) 107 25 9.01 + 2.77 2.63E-05 2.26E-03 

cell-substrate adhesion (GO:0031589) 189 44 15.92 + 2.76 3.65E-08 1.00E-05 

glycosaminoglycan biosynthetic process (GO:0006024) 78 18 6.57 + 2.74 3.85E-04 2.02E-02 

regulation of stem cell differentiation (GO:2000736) 88 20 7.41 + 2.70 2.23E-04 1.32E-02 

glycoprotein biosynthetic process (GO:0009101) 269 61 22.66 + 2.69 2.34E-10 1.60E-07 

smoothened signaling pathway (GO:0007224) 75 17 6.32 + 2.69 6.58E-04 3.07E-02 

protein O-linked glycosylation (GO:0006493) 89 20 7.50 + 2.67 3.99E-04 2.04E-02 

hair cycle process (GO:0022405) 85 19 7.16 + 2.65 5.97E-04 2.83E-02 

molting cycle process (GO:0022404) 85 19 7.16 + 2.65 5.97E-04 2.82E-02 

endoplasmic reticulum to Golgi vesicle-mediated transport (GO:0006888) 130 29 10.95 + 2.65 1.57E-05 1.43E-03 
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ubiquitin-dependent ERAD pathway (GO:0030433) 81 18 6.82 + 2.64 8.94E-04 3.83E-02 

cellular response to unfolded protein (GO:0034620) 81 18 6.82 + 2.64 8.94E-04 3.82E-02 

positive regulation of epithelial cell migration (GO:0010634) 149 33 12.55 + 2.63 4.33E-06 4.71E-04 

positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling 
(GO:0043123) 

190 42 16.00 + 2.62 3.45E-07 5.76E-05 

positive regulation of protein localization to nucleus (GO:1900182) 87 19 7.33 + 2.59 6.71E-04 3.12E-02 

aminoglycan metabolic process (GO:0006022) 134 29 11.29 + 2.57 2.33E-05 2.03E-03 

protein glycosylation (GO:0006486) 218 47 18.36 + 2.56 8.84E-08 2.04E-05 

macromolecule glycosylation (GO:0043413) 218 47 18.36 + 2.56 8.84E-08 2.01E-05 

glycosaminoglycan metabolic process (GO:0030203) 123 26 10.36 + 2.51 8.41E-05 5.76E-03 

bone morphogenesis (GO:0060349) 101 21 8.51 + 2.47 4.95E-04 2.46E-02 

nephron development (GO:0072006) 130 27 10.95 + 2.47 1.17E-04 7.65E-03 

glycoprotein metabolic process (GO:0009100) 333 69 28.05 + 2.46 3.76E-10 2.36E-07 

glycosylation (GO:0070085) 237 49 19.96 + 2.45 1.52E-07 3.05E-05 

hair cycle (GO:0042633) 98 20 8.25 + 2.42 8.07E-04 3.59E-02 

molting cycle (GO:0042303) 98 20 8.25 + 2.42 8.07E-04 3.58E-02 

regulation of protein localization to nucleus (GO:1900180) 138 28 11.62 + 2.41 1.00E-04 6.71E-03 

regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling (GO:0043122) 252 51 21.22 + 2.40 1.88E-07 3.55E-05 

negative regulation of transforming growth factor beta receptor signaling 
pathway (GO:0030512) 

94 19 7.92 + 2.40 1.20E-03 4.96E-02 

regulation of epithelial to mesenchymal transition (GO:0010717) 94 19 7.92 + 2.40 1.20E-03 4.94E-02 

ERAD pathway (GO:0036503) 99 20 8.34 + 2.40 8.87E-04 3.81E-02 

myeloid leukocyte differentiation (GO:0002573) 119 24 10.02 + 2.39 3.88E-04 2.01E-02 

response to unfolded protein (GO:0006986) 124 25 10.44 + 2.39 2.79E-04 1.56E-02 

cellular response to transforming growth factor beta stimulus 
(GO:0071560) 

144 29 12.13 + 2.39 7.91E-05 5.53E-03 

response to endoplasmic reticulum stress (GO:0034976) 220 44 18.53 + 2.37 1.31E-06 1.75E-04 

neural tube development (GO:0021915) 160 32 13.48 + 2.37 3.52E-05 2.88E-03 

kidney epithelium development (GO:0072073) 131 26 11.03 + 2.36 2.32E-04 1.34E-02 

stem cell population maintenance (GO:0019827) 111 22 9.35 + 2.35 8.34E-04 3.65E-02 

regulation of endothelial cell migration (GO:0010594) 169 33 14.23 + 2.32 4.94E-05 3.80E-03 

maintenance of cell number (GO:0098727) 113 22 9.52 + 2.31 9.33E-04 3.96E-02 

intracellular receptor signaling pathway (GO:0030522) 145 28 12.21 + 2.29 2.62E-04 1.47E-02 

regulation of epithelial cell migration (GO:0010632) 228 44 19.20 + 2.29 3.26E-06 3.68E-04 

response to transforming growth factor beta (GO:0071559) 151 29 12.72 + 2.28 1.97E-04 1.19E-02 

osteoblast differentiation (GO:0001649) 136 26 11.45 + 2.27 5.27E-04 2.58E-02 

branching morphogenesis of an epithelial tube (GO:0048754) 133 25 11.20 + 2.23 7.87E-04 3.53E-02 

regulation of transforming growth factor beta receptor signaling pathway 
(GO:0017015) 

139 26 11.71 + 2.22 5.94E-04 2.82E-02 

response to UV (GO:0009411) 150 28 12.63 + 2.22 3.36E-04 1.81E-02 

respiratory tube development (GO:0030323) 179 33 15.08 + 2.19 1.36E-04 8.65E-03 

positive regulation of angiogenesis (GO:0045766) 163 30 13.73 + 2.19 3.40E-04 1.82E-02 

positive regulation of vasculature development (GO:1904018) 163 30 13.73 + 2.19 3.40E-04 1.81E-02 

glial cell differentiation (GO:0010001) 169 31 14.23 + 2.18 2.55E-04 1.44E-02 

regulation of cellular response to transforming growth factor beta 
stimulus (GO:1903844) 

142 26 11.96 + 2.17 7.00E-04 3.22E-02 

ossification (GO:0001503) 279 51 23.50 + 2.17 2.17E-06 2.62E-04 

morphogenesis of embryonic epithelium (GO:0016331) 149 27 12.55 + 2.15 5.90E-04 2.83E-02 

respiratory system development (GO:0060541) 199 36 16.76 + 2.15 1.09E-04 7.18E-03 

cartilage development (GO:0051216) 161 29 13.56 + 2.14 5.19E-04 2.55E-02 

response to topologically incorrect protein (GO:0035966) 145 26 12.21 + 2.13 8.49E-04 3.70E-02 

gliogenesis (GO:0042063) 219 39 18.44 + 2.11 5.58E-05 4.18E-03 

lung development (GO:0030324) 175 31 14.74 + 2.10 3.48E-04 1.85E-02 

epithelial tube morphogenesis (GO:0060562) 311 55 26.19 + 2.10 2.53E-06 2.98E-04 

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase signaling 
pathway (GO:0007178) 

187 33 15.75 + 2.10 3.08E-04 1.69E-02 

regulation of Wnt signaling pathway (GO:0030111) 346 61 29.14 + 2.09 7.81E-07 1.14E-04 

protein processing (GO:0016485) 194 34 16.34 + 2.08 2.46E-04 1.39E-02 

gastrulation (GO:0007369) 162 28 13.64 + 2.05 9.46E-04 4.01E-02 

defense response to virus (GO:0051607) 251 43 21.14 + 2.03 6.11E-05 4.48E-03 

blood vessel morphogenesis (GO:0048514) 421 72 35.46 + 2.03 2.22E-07 4.04E-05 

defense response to symbiont (GO:0140546) 252 43 21.22 + 2.03 6.38E-05 4.65E-03 

response to virus (GO:0009615) 353 60 29.73 + 2.02 2.55E-06 2.97E-04 

skeletal system morphogenesis (GO:0048705) 230 39 19.37 + 2.01 1.97E-04 1.18E-02 

bone development (GO:0060348) 214 36 18.02 + 2.00 3.08E-04 1.68E-02 

response to tumor necrosis factor (GO:0034612) 214 36 18.02 + 2.00 3.08E-04 1.68E-02 

Golgi vesicle transport (GO:0048193) 293 49 24.68 + 1.99 3.62E-05 2.93E-03 

cellular response to growth factor stimulus (GO:0071363) 457 76 38.49 + 1.97 2.67E-07 4.76E-05 

viral process (GO:0016032) 259 43 21.81 + 1.97 1.22E-04 7.95E-03 

protein folding (GO:0006457) 219 36 18.44 + 1.95 5.39E-04 2.62E-02 

response to growth factor (GO:0070848) 487 80 41.02 + 1.95 1.76E-07 3.44E-05 

vasculature development (GO:0001944) 530 87 44.64 + 1.95 6.42E-08 1.53E-05 

regulation of cellular response to growth factor stimulus (GO:0090287) 311 51 26.19 + 1.95 3.91E-05 3.08E-03 

tube morphogenesis (GO:0035239) 666 109 56.09 + 1.94 1.18E-09 5.98E-07 

morphogenesis of an epithelium (GO:0002009) 453 73 38.15 + 1.91 1.31E-06 1.76E-04 

protein maturation (GO:0051604) 262 42 22.07 + 1.90 3.12E-04 1.69E-02 

angiogenesis (GO:0001525) 325 52 27.37 + 1.90 5.66E-05 4.23E-03 

positive regulation of cell migration (GO:0030335) 526 84 44.30 + 1.90 3.05E-07 5.37E-05 
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regulation of canonical Wnt signaling pathway (GO:0060828) 270 43 22.74 + 1.89 2.57E-04 1.45E-02 

cell fate commitment (GO:0045165) 245 39 20.63 + 1.89 4.79E-04 2.39E-02 

circulatory system development (GO:0072359) 890 141 74.96 + 1.88 2.48E-11 2.59E-08 

chordate embryonic development (GO:0043009) 644 102 54.24 + 1.88 1.87E-08 5.86E-06 

kidney development (GO:0001822) 292 46 24.59 + 1.87 1.96E-04 1.18E-02 

growth (GO:0040007) 377 59 31.75 + 1.86 2.75E-05 2.36E-03 

developmental growth (GO:0048589) 377 59 31.75 + 1.86 2.75E-05 2.34E-03 

embryo development ending in birth or egg hatching (GO:0009792) 665 104 56.01 + 1.86 2.99E-08 8.51E-06 

blood vessel development (GO:0001568) 508 79 42.78 + 1.85 1.50E-06 1.95E-04 

in utero embryonic development (GO:0001701) 388 60 32.68 + 1.84 3.45E-05 2.83E-03 

positive regulation of cell motility (GO:2000147) 550 85 46.32 + 1.84 7.95E-07 1.15E-04 

regulation of angiogenesis (GO:0045765) 285 44 24.00 + 1.83 3.78E-04 1.99E-02 

tube development (GO:0035295) 864 133 72.77 + 1.83 6.63E-10 3.71E-07 

regulation of transmembrane receptor protein serine/threonine kinase 
signaling pathway (GO:0090092) 

273 42 22.99 + 1.83 6.09E-04 2.85E-02 

carbohydrate derivative biosynthetic process (GO:1901137) 599 92 50.45 + 1.82 3.39E-07 5.77E-05 

renal system development (GO:0072001) 301 46 25.35 + 1.81 3.59E-04 1.89E-02 

negative regulation of cytokine production (GO:0001818) 282 43 23.75 + 1.81 5.34E-04 2.61E-02 

positive regulation of cellular component movement (GO:0051272) 564 86 47.50 + 1.81 1.08E-06 1.48E-04 

embryonic organ development (GO:0048568) 453 69 38.15 + 1.81 1.41E-05 1.31E-03 

regulation of vasculature development (GO:1901342) 289 44 24.34 + 1.81 5.83E-04 2.80E-02 

wound healing (GO:0042060) 335 51 28.21 + 1.81 2.32E-04 1.35E-02 

positive regulation of locomotion (GO:0040017) 566 85 47.67 + 1.78 2.32E-06 2.78E-04 

embryonic morphogenesis (GO:0048598) 586 88 49.35 + 1.78 1.64E-06 2.06E-04 

tissue morphogenesis (GO:0048729) 560 84 47.16 + 1.78 2.96E-06 3.38E-04 

extracellular matrix organization (GO:0030198) 294 44 24.76 + 1.78 6.77E-04 3.14E-02 

extracellular structure organization (GO:0043062) 295 44 24.84 + 1.77 9.56E-04 4.04E-02 

heart development (GO:0007507) 538 80 45.31 + 1.77 5.91E-06 6.18E-04 

external encapsulating structure organization (GO:0045229) 297 44 25.01 + 1.76 9.90E-04 4.16E-02 

enzyme-linked receptor protein signaling pathway (GO:0007167) 608 90 51.21 + 1.76 1.79E-06 2.22E-04 

urogenital system development (GO:0001655) 339 50 28.55 + 1.75 5.18E-04 2.55E-02 

positive regulation of cell adhesion (GO:0045785) 476 70 40.09 + 1.75 3.22E-05 2.66E-03 

anatomical structure formation involved in morphogenesis (GO:0048646) 913 134 76.89 + 1.74 7.41E-09 2.77E-06 

positive regulation of cell differentiation (GO:0045597) 863 126 72.68 + 1.73 2.61E-08 7.87E-06 

skeletal system development (GO:0001501) 509 74 42.87 + 1.73 2.83E-05 2.40E-03 

gland development (GO:0048732) 406 59 34.19 + 1.73 2.09E-04 1.25E-02 

positive regulation of developmental process (GO:0051094) 1314 189 110.66 + 1.71 1.69E-11 2.04E-08 

intracellular protein transport (GO:0006886) 666 95 56.09 + 1.69 4.62E-06 4.96E-04 

transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 
(GO:0007169) 

408 58 34.36 + 1.69 4.23E-04 2.13E-02 

regulation of response to biotic stimulus (GO:0002831) 374 53 31.50 + 1.68 6.80E-04 3.14E-02 

regulation of cell motility (GO:2000145) 976 138 82.20 + 1.68 3.93E-08 1.06E-05 

positive regulation of protein localization (GO:1903829) 461 65 38.83 + 1.67 1.91E-04 1.16E-02 

immune system development (GO:0002520) 710 100 59.80 + 1.67 3.47E-06 3.89E-04 

embryo development (GO:0009790) 1044 147 87.93 + 1.67 1.54E-08 5.03E-06 

regulation of binding (GO:0051098) 371 52 31.25 + 1.66 9.16E-04 3.90E-02 

carbohydrate derivative metabolic process (GO:1901135) 978 137 82.37 + 1.66 5.84E-08 1.43E-05 

regulation of cell migration (GO:0030334) 918 128 77.31 + 1.66 2.24E-07 4.04E-05 

hemopoiesis (GO:0030097) 617 86 51.96 + 1.66 2.91E-05 2.45E-03 

regulation of cytokine production (GO:0001817) 737 102 62.07 + 1.64 6.82E-06 7.03E-04 

response to wounding (GO:0009611) 441 61 37.14 + 1.64 5.03E-04 2.49E-02 

regulation of locomotion (GO:0040012) 1021 140 85.99 + 1.63 1.40E-07 2.88E-05 

regulation of cellular component movement (GO:0051270) 1052 144 88.60 + 1.63 1.11E-07 2.39E-05 

protein transport (GO:0015031) 1159 158 97.61 + 1.62 2.86E-08 8.30E-06 

negative regulation of intracellular signal transduction (GO:1902532) 514 70 43.29 + 1.62 2.90E-04 1.60E-02 

cellular macromolecule biosynthetic process (GO:0034645) 764 104 64.34 + 1.62 9.67E-06 9.65E-04 

response to cytokine (GO:0034097) 819 111 68.98 + 1.61 5.84E-06 6.14E-04 

hematopoietic or lymphoid organ development (GO:0048534) 666 90 56.09 + 1.60 5.51E-05 4.15E-03 

regulation of anatomical structure morphogenesis (GO:0022603) 928 125 78.16 + 1.60 1.59E-06 2.02E-04 

animal organ morphogenesis (GO:0009887) 988 133 83.21 + 1.60 7.48E-07 1.12E-04 

regulation of cell adhesion (GO:0030155) 773 104 65.10 + 1.60 1.45E-05 1.34E-03 

establishment of protein localization (GO:0045184) 1248 167 105.11 + 1.59 3.42E-08 9.57E-06 

cellular response to lipid (GO:0071396) 494 66 41.60 + 1.59 7.32E-04 3.34E-02 

cell morphogenesis involved in differentiation (GO:0000904) 535 71 45.06 + 1.58 5.04E-04 2.49E-02 

anatomical structure morphogenesis (GO:0009653) 2185 287 184.02 + 1.56 7.61E-13 1.08E-09 

regulation of cell differentiation (GO:0045595) 1568 205 132.06 + 1.55 4.75E-09 1.96E-06 

cellular protein localization (GO:0034613) 1344 175 113.19 + 1.55 9.38E-08 2.07E-05 

cell morphogenesis (GO:0000902) 686 89 57.77 + 1.54 2.10E-04 1.25E-02 

cellular macromolecule localization (GO:0070727) 1349 175 113.61 + 1.54 1.01E-07 2.21E-05 

regulation of cellular localization (GO:0060341) 748 97 63.00 + 1.54 1.03E-04 6.88E-03 

cell adhesion (GO:0007155) 964 125 81.19 + 1.54 9.37E-06 9.42E-04 

negative regulation of gene expression (GO:0010629) 888 115 74.79 + 1.54 2.22E-05 1.95E-03 

regulation of multicellular organismal development (GO:2000026) 1356 175 114.20 + 1.53 1.41E-07 2.88E-05 

protein localization to organelle (GO:0033365) 667 86 56.17 + 1.53 3.00E-04 1.65E-02 

regulation of cellular macromolecule biosynthetic process (GO:2000112) 551 71 46.41 + 1.53 1.04E-03 4.35E-02 

positive regulation of multicellular organismal process (GO:0051240) 1491 191 125.57 + 1.52 5.89E-08 1.42E-05 

epithelium development (GO:0060429) 1054 135 88.77 + 1.52 7.66E-06 7.75E-04 
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cellular response to endogenous stimulus (GO:0071495) 1078 138 90.79 + 1.52 5.70E-06 6.04E-04 

regulation of developmental process (GO:0050793) 2463 315 207.43 + 1.52 8.53E-13 1.11E-09 

cellular response to organic substance (GO:0071310) 2014 257 169.62 + 1.52 2.69E-10 1.75E-07 

negative regulation of multicellular organismal process (GO:0051241) 1020 130 85.90 + 1.51 1.24E-05 1.19E-03 

intracellular transport (GO:0046907) 1343 171 113.11 + 1.51 4.62E-07 7.54E-05 

negative regulation of signal transduction (GO:0009968) 1265 161 106.54 + 1.51 1.08E-06 1.48E-04 

protein localization (GO:0008104) 1880 239 158.33 + 1.51 1.57E-09 7.44E-07 

negative regulation of cell population proliferation (GO:0008285) 711 90 59.88 + 1.50 4.47E-04 2.24E-02 

positive regulation of transcription by RNA polymerase II (GO:0045944) 1251 158 105.36 + 1.50 2.07E-06 2.53E-04 

positive regulation of signal transduction (GO:0009967) 1529 193 128.77 + 1.50 1.37E-07 2.86E-05 

cell migration (GO:0016477) 873 110 73.52 + 1.50 9.19E-05 6.24E-03 

negative regulation of programmed cell death (GO:0043069) 905 114 76.22 + 1.50 7.25E-05 5.19E-03 

tissue development (GO:0009888) 1687 212 142.08 + 1.49 4.03E-08 1.07E-05 

positive regulation of cell population proliferation (GO:0008284) 939 118 79.08 + 1.49 5.88E-05 4.37E-03 

organonitrogen compound biosynthetic process (GO:1901566) 1331 167 112.10 + 1.49 1.48E-06 1.93E-04 

negative regulation of cell differentiation (GO:0045596) 662 83 55.75 + 1.49 8.11E-04 3.59E-02 

regulation of protein localization (GO:0032880) 847 106 71.33 + 1.49 1.56E-04 9.82E-03 

cell death (GO:0008219) 984 123 82.87 + 1.48 5.19E-05 3.95E-03 

positive regulation of cellular biosynthetic process (GO:0031328) 2024 252 170.46 + 1.48 3.04E-09 1.40E-06 

regulation of cell population proliferation (GO:0042127) 1663 207 140.06 + 1.48 1.16E-07 2.45E-05 

programmed cell death (GO:0012501) 949 118 79.92 + 1.48 8.29E-05 5.72E-03 

negative regulation of developmental process (GO:0051093) 898 111 75.63 + 1.47 1.81E-04 1.12E-02 

cellular response to stress (GO:0033554) 1554 192 130.88 + 1.47 5.73E-07 8.90E-05 

negative regulation of cell death (GO:0060548) 1006 124 84.73 + 1.46 7.93E-05 5.52E-03 

response to abiotic stimulus (GO:0009628) 1106 136 93.15 + 1.46 4.04E-05 3.17E-03 

apoptotic process (GO:0006915) 903 111 76.05 + 1.46 2.37E-04 1.36E-02 

negative regulation of apoptotic process (GO:0043066) 887 109 74.70 + 1.46 2.66E-04 1.49E-02 

positive regulation of gene expression (GO:0010628) 1132 139 95.34 + 1.46 3.86E-05 3.06E-03 

positive regulation of phosphorus metabolic process (GO:0010562) 904 111 76.13 + 1.46 2.39E-04 1.37E-02 

positive regulation of phosphate metabolic process (GO:0045937) 904 111 76.13 + 1.46 2.39E-04 1.37E-02 

cellular response to cytokine stimulus (GO:0071345) 725 89 61.06 + 1.46 1.04E-03 4.35E-02 

regulation of hydrolase activity (GO:0051336) 1002 123 84.39 + 1.46 9.78E-05 6.61E-03 

positive regulation of biosynthetic process (GO:0009891) 2062 253 173.66 + 1.46 1.06E-08 3.68E-06 

response to endogenous stimulus (GO:0009719) 1337 164 112.60 + 1.46 6.53E-06 6.78E-04 

positive regulation of macromolecule biosynthetic process (GO:0010557) 1920 235 161.70 + 1.45 4.33E-08 1.11E-05 

positive regulation of signaling (GO:0023056) 1698 207 143.01 + 1.45 4.91E-07 7.77E-05 

negative regulation of transcription by RNA polymerase II (GO:0000122) 969 118 81.61 + 1.45 1.93E-04 1.17E-02 

positive regulation of RNA biosynthetic process (GO:1902680) 1702 207 143.34 + 1.44 5.12E-07 8.02E-05 

positive regulation of nucleic acid-templated transcription (GO:1903508) 1696 206 142.84 + 1.44 6.15E-07 9.45E-05 

positive regulation of transcription, DNA-templated (GO:0045893) 1696 206 142.84 + 1.44 6.15E-07 9.36E-05 

response to nitrogen compound (GO:1901698) 1046 127 88.09 + 1.44 1.32E-04 8.42E-03 

peptidyl-amino acid modification (GO:0018193) 890 108 74.96 + 1.44 4.31E-04 2.17E-02 

regulation of multicellular organismal process (GO:0051239) 2721 330 229.16 + 1.44 1.00E-10 9.25E-08 

negative regulation of signaling (GO:0023057) 1370 166 115.38 + 1.44 1.04E-05 1.03E-03 

response to organic substance (GO:0010033) 2683 325 225.96 + 1.44 1.61E-10 1.33E-07 

positive regulation of cell communication (GO:0010647) 1693 205 142.58 + 1.44 7.66E-07 1.13E-04 

response to organonitrogen compound (GO:0010243) 950 115 80.01 + 1.44 3.30E-04 1.78E-02 

negative regulation of cell communication (GO:0010648) 1364 165 114.88 + 1.44 1.25E-05 1.19E-03 

regulation of intracellular signal transduction (GO:1902531) 1704 206 143.51 + 1.44 8.18E-07 1.18E-04 

regulation of signal transduction (GO:0009966) 2975 359 250.55 + 1.43 1.77E-11 1.98E-08 

positive regulation of cellular protein metabolic process (GO:0032270) 1423 171 119.84 + 1.43 1.17E-05 1.14E-03 

regulation of cellular catabolic process (GO:0031329) 866 104 72.93 + 1.43 7.26E-04 3.32E-02 

positive regulation of RNA metabolic process (GO:0051254) 1828 219 153.95 + 1.42 7.25E-07 1.09E-04 

positive regulation of intracellular signal transduction (GO:1902533) 988 118 83.21 + 1.42 4.23E-04 2.14E-02 

macromolecule biosynthetic process (GO:0009059) 1291 154 108.73 + 1.42 4.62E-05 3.58E-03 

cellular response to chemical stimulus (GO:0070887) 2599 308 218.89 + 1.41 4.88E-09 1.96E-06 

positive regulation of nucleobase-containing compound metabolic 
process (GO:0045935) 

2034 241 171.30 + 1.41 3.45E-07 5.81E-05 

regulation of response to external stimulus (GO:0032101) 963 114 81.10 + 1.41 6.91E-04 3.18E-02 

negative regulation of response to stimulus (GO:0048585) 1622 192 136.60 + 1.41 6.99E-06 7.11E-04 

regulation of phosphorus metabolic process (GO:0051174) 1403 166 118.16 + 1.40 3.78E-05 3.04E-03 

regulation of programmed cell death (GO:0043067) 1484 175 124.98 + 1.40 2.59E-05 2.24E-03 

positive regulation of protein metabolic process (GO:0051247) 1510 178 127.17 + 1.40 2.00E-05 1.79E-03 

regulation of phosphate metabolic process (GO:0019220) 1401 165 117.99 + 1.40 4.64E-05 3.58E-03 

positive regulation of cellular component organization (GO:0051130) 1047 123 88.18 + 1.39 5.99E-04 2.82E-02 

regulation of phosphorylation (GO:0042325) 1255 147 105.70 + 1.39 1.63E-04 1.02E-02 

macromolecule localization (GO:0033036) 2302 269 193.87 + 1.39 1.77E-07 3.43E-05 

regulation of apoptotic process (GO:0042981) 1456 170 122.62 + 1.39 5.14E-05 3.93E-03 

cell projection organization (GO:0030030) 1131 132 95.25 + 1.39 4.22E-04 2.14E-02 

nitrogen compound transport (GO:0071705) 1560 182 131.38 + 1.39 3.18E-05 2.64E-03 

regulation of signaling (GO:0023051) 3355 391 282.56 + 1.38 1.17E-10 1.02E-07 

regulation of response to stress (GO:0080134) 1374 160 115.72 + 1.38 1.11E-04 7.31E-03 

regulation of protein phosphorylation (GO:0001932) 1108 129 93.32 + 1.38 5.58E-04 2.69E-02 

positive regulation of protein modification process (GO:0031401) 1015 118 85.48 + 1.38 1.13E-03 4.70E-02 

regulation of cell communication (GO:0010646) 3342 388 281.46 + 1.38 2.12E-10 1.66E-07 

intracellular signal transduction (GO:0035556) 1475 171 124.22 + 1.38 6.94E-05 5.01E-03 
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positive regulation of cellular metabolic process (GO:0031325) 3329 384 280.37 + 1.37 5.84E-10 3.39E-07 

regulation of cell death (GO:0010941) 1631 188 137.36 + 1.37 3.79E-05 3.03E-03 

cellular localization (GO:0051641) 2260 260 190.34 + 1.37 1.10E-06 1.49E-04 

regulation of cellular protein metabolic process (GO:0032268) 2409 277 202.89 + 1.37 4.48E-07 7.39E-05 

locomotion (GO:0040011) 1244 143 104.77 + 1.36 4.19E-04 2.13E-02 

positive regulation of nitrogen compound metabolic process 
(GO:0051173) 

3142 361 264.62 + 1.36 3.78E-09 1.64E-06 

regulation of protein modification process (GO:0031399) 1558 179 131.21 + 1.36 7.08E-05 5.09E-03 

positive regulation of response to stimulus (GO:0048584) 2213 254 186.38 + 1.36 1.62E-06 2.05E-04 

positive regulation of molecular function (GO:0044093) 1569 179 132.14 + 1.35 1.08E-04 7.19E-03 

establishment of localization in cell (GO:0051649) 1631 186 137.36 + 1.35 8.10E-05 5.62E-03 

positive regulation of macromolecule metabolic process (GO:0010604) 3507 399 295.36 + 1.35 1.27E-09 6.23E-07 

negative regulation of macromolecule biosynthetic process 
(GO:0010558) 

1522 172 128.18 + 1.34 2.25E-04 1.32E-02 

biosynthetic process (GO:0009058) 2390 270 201.29 + 1.34 2.38E-06 2.82E-04 

regulation of protein metabolic process (GO:0051246) 2577 291 217.03 + 1.34 9.30E-07 1.30E-04 

positive regulation of cellular process (GO:0048522) 5740 648 483.42 + 1.34 2.66E-16 4.16E-12 

negative regulation of transcription, DNA-templated (GO:0045892) 1313 148 110.58 + 1.34 8.26E-04 3.64E-02 

negative regulation of nucleic acid-templated transcription (GO:1903507) 1315 148 110.75 + 1.34 8.33E-04 3.66E-02 

negative regulation of biosynthetic process (GO:0009890) 1610 181 135.59 + 1.33 1.89E-04 1.16E-02 

positive regulation of metabolic process (GO:0009893) 3816 429 321.38 + 1.33 8.70E-10 4.54E-07 

negative regulation of RNA biosynthetic process (GO:1902679) 1317 148 110.92 + 1.33 8.43E-04 3.68E-02 

regulation of response to stimulus (GO:0048583) 4001 448 336.96 + 1.33 5.22E-10 3.15E-07 

negative regulation of cellular biosynthetic process (GO:0031327) 1581 177 133.15 + 1.33 2.87E-04 1.59E-02 

cellular biosynthetic process (GO:0044249) 2255 252 189.92 + 1.33 1.27E-05 1.21E-03 

regulation of immune system process (GO:0002682) 1500 167 126.33 + 1.32 6.00E-04 2.82E-02 

negative regulation of macromolecule metabolic process (GO:0010605) 2751 306 231.69 + 1.32 1.50E-06 1.93E-04 

animal organ development (GO:0048513) 3179 353 267.73 + 1.32 1.81E-07 3.46E-05 

organic substance biosynthetic process (GO:1901576) 2325 258 195.81 + 1.32 1.39E-05 1.30E-03 

response to stress (GO:0006950) 3400 376 286.35 + 1.31 8.94E-08 2.00E-05 

positive regulation of biological process (GO:0048518) 6255 691 526.79 + 1.31 1.08E-15 8.50E-12 

negative regulation of nitrogen compound metabolic process 
(GO:0051172) 

2399 265 202.04 + 1.31 1.51E-05 1.38E-03 

response to oxygen-containing compound (GO:1901700) 1524 168 128.35 + 1.31 7.86E-04 3.54E-02 

negative regulation of cellular metabolic process (GO:0031324) 2539 279 213.83 + 1.30 1.21E-05 1.17E-03 

organic substance transport (GO:0071702) 1928 211 162.38 + 1.30 2.15E-04 1.28E-02 

negative regulation of cellular process (GO:0048523) 4867 531 409.90 + 1.30 2.14E-10 1.60E-07 

negative regulation of metabolic process (GO:0009892) 2968 323 249.96 + 1.29 3.73E-06 4.12E-04 

cellular protein modification process (GO:0006464) 2725 296 229.50 + 1.29 1.33E-05 1.25E-03 

protein modification process (GO:0036211) 2725 296 229.50 + 1.29 1.33E-05 1.24E-03 

protein metabolic process (GO:0019538) 3953 428 332.92 + 1.29 8.24E-08 1.93E-05 

cellular protein metabolic process (GO:0044267) 3349 361 282.05 + 1.28 2.10E-06 2.55E-04 

negative regulation of biological process (GO:0048519) 5288 569 445.35 + 1.28 2.17E-10 1.54E-07 

phosphorus metabolic process (GO:0006793) 1878 202 158.16 + 1.28 7.79E-04 3.52E-02 

regulation of cellular component organization (GO:0051128) 2345 252 197.50 + 1.28 1.31E-04 8.44E-03 

response to external stimulus (GO:0009605) 2422 260 203.98 + 1.27 1.17E-04 7.67E-03 

phosphate-containing compound metabolic process (GO:0006796) 1854 199 156.14 + 1.27 8.54E-04 3.71E-02 

macromolecule modification (GO:0043412) 2948 316 248.28 + 1.27 1.80E-05 1.63E-03 

multicellular organism development (GO:0007275) 4129 441 347.74 + 1.27 2.18E-07 4.02E-05 

cellular developmental process (GO:0048869) 3440 367 289.72 + 1.27 3.72E-06 4.14E-04 

cell differentiation (GO:0030154) 3418 364 287.86 + 1.26 4.85E-06 5.17E-04 

cellular macromolecule metabolic process (GO:0044260) 4236 449 356.75 + 1.26 3.32E-07 5.73E-05 

system development (GO:0048731) 3719 394 313.21 + 1.26 2.83E-06 3.26E-04 

regulation of molecular function (GO:0065009) 3079 326 259.31 + 1.26 2.95E-05 2.47E-03 

regulation of catalytic activity (GO:0050790) 2364 250 199.10 + 1.26 3.95E-04 2.03E-02 

regulation of cellular biosynthetic process (GO:0031326) 4095 433 344.88 + 1.26 8.64E-07 1.22E-04 

regulation of biosynthetic process (GO:0009889) 4155 438 349.93 + 1.25 9.88E-07 1.37E-04 

regulation of transcription by RNA polymerase II (GO:0006357) 2619 276 220.57 + 1.25 2.25E-04 1.32E-02 

organonitrogen compound metabolic process (GO:1901564) 5000 526 421.10 + 1.25 4.16E-08 1.09E-05 

regulation of localization (GO:0032879) 2762 290 232.61 + 1.25 1.75E-04 1.09E-02 

regulation of cellular metabolic process (GO:0031323) 6040 633 508.69 + 1.24 7.49E-10 4.05E-07 

regulation of macromolecule biosynthetic process (GO:0010556) 3932 412 331.15 + 1.24 4.52E-06 4.89E-04 

regulation of gene expression (GO:0010468) 4833 506 407.03 + 1.24 1.74E-07 3.45E-05 

regulation of primary metabolic process (GO:0080090) 5847 611 492.43 + 1.24 3.40E-09 1.52E-06 

developmental process (GO:0032502) 5561 580 468.35 + 1.24 1.48E-08 4.94E-06 

regulation of nitrogen compound metabolic process (GO:0051171) 5689 591 479.13 + 1.23 1.85E-08 5.91E-06 

cellular component biogenesis (GO:0044085) 2630 272 221.50 + 1.23 7.09E-04 3.25E-02 

anatomical structure development (GO:0048856) 5029 520 423.54 + 1.23 4.64E-07 7.50E-05 

regulation of transcription, DNA-templated (GO:0006355) 3455 357 290.98 + 1.23 7.57E-05 5.39E-03 

regulation of RNA biosynthetic process (GO:2001141) 3465 358 291.82 + 1.23 7.69E-05 5.41E-03 

regulation of nucleic acid-templated transcription (GO:1903506) 3456 357 291.06 + 1.23 7.59E-05 5.36E-03 

regulation of macromolecule metabolic process (GO:0060255) 6190 638 521.32 + 1.22 9.79E-09 3.49E-06 

macromolecule metabolic process (GO:0043170) 5847 601 492.43 + 1.22 5.31E-08 1.34E-05 

regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 
(GO:0019219) 

4059 417 341.85 + 1.22 2.14E-05 1.89E-03 

regulation of RNA metabolic process (GO:0051252) 3753 385 316.08 + 1.22 6.50E-05 4.71E-03 

response to chemical (GO:0042221) 4035 413 339.83 + 1.22 3.53E-05 2.87E-03 
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nitrogen compound metabolic process (GO:0006807) 6583 673 554.42 + 1.21 9.05E-09 3.30E-06 

regulation of metabolic process (GO:0019222) 6720 686 565.96 + 1.21 6.75E-09 2.58E-06 

localization (GO:0051179) 5157 524 434.32 + 1.21 3.23E-06 3.67E-04 

primary metabolic process (GO:0044238) 7091 719 597.20 + 1.20 5.65E-09 2.22E-06 

cellular metabolic process (GO:0044237) 7138 719 601.16 + 1.20 2.02E-08 6.21E-06 

organic substance metabolic process (GO:0071704) 7577 758 638.13 + 1.19 1.46E-08 4.96E-06 

metabolic process (GO:0008152) 8019 801 675.36 + 1.19 4.49E-09 1.90E-06 

cellular component organization or biogenesis (GO:0071840) 5659 561 476.60 + 1.18 1.95E-05 1.76E-03 

cellular response to stimulus (GO:0051716) 6479 631 545.66 + 1.16 3.14E-05 2.62E-03 

cellular component organization (GO:0016043) 5459 531 459.76 + 1.15 2.43E-04 1.39E-02 

regulation of biological process (GO:0050789) 11735 1099 988.32 + 1.11 2.11E-07 3.94E-05 

cellular process (GO:0009987) 15176 1412 1278.12 + 1.10 3.87E-13 7.58E-10 

regulation of cellular process (GO:0050794) 11275 1049 949.58 + 1.10 4.13E-06 4.52E-04 

biological regulation (GO:0065007) 12469 1154 1050.14 + 1.10 8.34E-07 1.19E-04 

biological_process (GO:0008150) 17859 1607 1504.08 + 1.07 4.02E-14 1.57E-10 

system process (GO:0003008) 2049 128 172.57 - .74 3.93E-04 2.03E-02 

nervous system process (GO:0050877) 1440 77 121.28 - .63 2.30E-05 2.01E-03 

G protein-coupled receptor signaling pathway (GO:0007186) 1221 62 102.83 - .60 2.09E-05 1.86E-03 

adaptive immune response (GO:0002250) 652 31 54.91 - .56 8.05E-04 3.59E-02 

Unclassified (UNCLASSIFIED) 2730 127 229.92 - .55 4.02E-14 2.10E-10 

sensory perception (GO:0007600) 984 40 82.87 - .48 3.30E-07 5.74E-05 

detection of stimulus (GO:0051606) 685 20 57.69 - .35 2.79E-08 8.24E-06 

regulation of neurotransmitter levels (GO:0001505) 217 5 18.28 - .27 8.82E-04 3.81E-02 

protein-DNA complex subunit organization (GO:0071824) 250 5 21.05 - .24 8.48E-05 5.78E-03 

detection of stimulus involved in sensory perception (GO:0050906) 559 9 47.08 - .19 5.73E-11 5.61E-08 

protein-DNA complex assembly (GO:0065004) 212 3 17.85 - .17 5.44E-05 4.12E-03 

sensory perception of chemical stimulus (GO:0007606) 545 6 45.90 - .13 7.44E-13 1.17E-09 

B cell receptor signaling pathway (GO:0050853) 129 1 10.86 - .09 7.37E-04 3.34E-02 

detection of chemical stimulus (GO:0009593) 526 4 44.30 - .09 5.51E-14 1.73E-10 

sensory perception of smell (GO:0007608) 470 3 39.58 - .08 4.18E-13 7.28E-10 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception 
(GO:0050907) 

489 3 41.18 - .07 8.60E-14 2.25E-10 

detection of chemical stimulus involved in sensory perception of smell 
(GO:0050911) 

443 2 37.31 - .05 2.73E-13 6.11E-10 

phagocytosis, recognition (GO:0006910) 106 0 8.93 - < 0.01 3.57E-04 1.89E-02 

purine ribonucleoside triphosphate biosynthetic process (GO:0009206) 96 0 8.09 - < 0.01 8.03E-04 3.60E-02 

ribonucleoside triphosphate biosynthetic process (GO:0009201) 102 0 8.59 - < 0.01 5.50E-04 2.66E-02 

purine nucleoside triphosphate biosynthetic process (GO:0009145) 97 0 8.17 - < 0.01 8.24E-04 3.64E-02 
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