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Resumen y Abstract IX

Resumen

Estudio Celular y Molecular del Gen POLR3A asociado al Sindrome Progeroide

Neonatal (Sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch)

El sindrome de Wiedemann-Rautenstracuh (WRS) ha sido caracterizado como una
entidad progeroide neonatal o de envejecimiento prematuro. Este grupo de sindromes
tienen en comun cambios monogenéticos que contribuyen a la aparicion de fenotipos de
envejecimiento que se evidencian en distintas etapas del desarrollo del individuo e in vitro
presentan senescencia celular prematura. EI WRS presenta un patron de herencia
autosomica recesiva cuya etiologia es poco conocida. Recientemente se han descrito
mutaciones en el gen POLR3A que codifica la subunidad catalitica A de la RNA polimerasa
lll. Esta enzima sintetiza un grupo de RNAs pequefios no codificantes (snRNAs), entre
ellos tRNAs, 5S rRNA y U6 snRNA, que son importantes para el correcto funcionamiento
del nucleolo, el ensamblaje de ribosomas, la traduccién de proteinas y el metabolismo
celular. Se plante6 como objetivo describir las caracteristicas celulares y moleculares de
los fibroblastos WRS y la relacién con un modelo de pérdida de funcién. Métodos: Se
cultivaron fibroblastos primarios de dos pacientes WRS con variantes monoalélicas:
WRS1[POLR3A ¢.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs*12)] y WRS2 [POLR3A ¢.3G>T (p.
Met1Leu™)]; fibroblastos knockout (KO) [POLR3A -/-] y fibroblastos control [POLR3A +/+].
Se determind la expresion global de RNA mediante RNAseq, identificando los genes
diferencialmente expresados de cada conjunto de datos, los cuales fueron filtrados y
analizados segun los criterios de exclusion a nivel estadistico y biolégico. Se llevd a cabo
un analisis de enriquecimiento funcional con las bases de datos Gene Ontology (GO) y
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Por RTqPCR, inmunofluorescencia
y western blot, se analizaron los patrones de expresion de POLR3A, la expresion y
localizacion de marcadores nucleolares y los niveles de marcadores de senescencia
celular. Resultados: Se observd que hay un desbalance en la transcripcion de los genes

diana de la RNA Polimerasa Ill. Se encontraron perfiles de expresion diferenciales y se
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identificaron los genes diferencialmente expresados (DEGs) de cada conjunto de datos,
siendo 204 en comun entre el fenotipo WRS y 147 con la condicién KO. El analisis de
enriquecimiento funcional mostré sobrerrepresentadas multiples categorias, entre ellas la
via PI3K-Akt, la interaccion del receptor con la matriz extracelular, el metabolismo del
retinol y la regulacion de la respuesta inflamatoria. Se detecté una mayor area de
inmunoreactividad de los componentes nucleolares en los fibroblastos WRS, mientras que
el grupo KO muestra una reduccién; a nivel transcripcional y traduccional, hay un
desbalance de los distintos componentes estructurales, acompanado de la reduccion de
la sintesis de los precursores ribosomales. Por ultimo, se encontré una regulacion al alza
de los marcadores de senescencia celular P53/P21, P16/RB y GLB1. Conclusién: Las
células WRS experimentan un proceso de senescencia celular prematura asociado a las
mutaciones de POLR3A que conducen a una alteracion de su funcion transcripcional. Esto
resulta en un aumento en el area nucleolar, un desequilibrio en la produccion de los
componentes nucleolares y una alteracion en la biogénesis ribosomal. Ademas, el analisis
de enriqguecimiento funcional revel6 que multiples vias de sefializacion estan
comprometidas como la supervivencia celular, la interaccién y organizacién de la matriz
extracelular y regulacion de la respuesta inflamatoria. Estos hallazgos contribuyen a
mejorar nuestra comprension de los mecanismos subyacentes del WRS, que explican la
alteracion funcional de POLR3A y que dan lugar al fenotipo de envejecimiento prematuro
y senescencia celular. También, amplian nuestra comprensién del panorama funcional del
complejo RNA Polimerasa lll en diversos componentes celulares, procesos biolégicos y

funciones moleculares.

Palabras clave: Sindrome Progeroide, Senescencia Celular, Envejecimiento humano,
RNA Polimerasa Il Subunidad A, POLR3A, Nucleolo, RNA-seq
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Abstract

Cellular and Molecular Study of the POLR3A Gene Associated with Neonatal

Progeroid Syndrome (Wiedemann-Rautenstrauch Syndrome)

Wiedemann-Rautenstracuh Syndrome (WRS) has been characterized as a neonatal
progeroid entity or premature aging disorder. This group of syndromes share monogenetic
changes that contribute to the emergence of aging phenotypes manifested at different
stages of individual development and display premature cellular senescence in vitro. WRS
follows an autosomal recessive inheritance pattern, and its etiology is poorly understood.
Recently, mutations in the POLR3A gene, which encodes the catalytic subunit A of RNA
polymerase lll, have been described. This enzyme synthesizes a group of small non-coding
RNAs (snRNAs), including tRNAs, 5S rRNA, and U6 snRNA, which are crucial for proper
nucleolar function, ribosome assembly, protein translation, and cellular metabolism. The
objective of this study was to describe the cellular and molecular characteristics of WRS
fibroblasts and their relationship with a loss-of-function model. Methods: Primary
fibroblasts were cultured from two WRS patients with monoallelic variants: WRS1 [POLR3A
€.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs12)] and WRS2 [POLR3A ¢.3G>T (p. Met1Leu)), as
well as knockout (KO) fibroblasts [POLR3A -/-] and control fibroblasts [POLR3A +/+] were
included. Global RNA expression was determined using RNAseq, identifying the
differentially expressed genes in each dataset, which were filtered and analyzed based on
statistical and biological exclusion criteria. Functional enrichment analysis was performed
using the Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
databases. Expression patterns of POLR3A, nucleolar marker expression and localization,
and cellular senescence markers were analyzed using RT-qPCR, immunofluorescence,
and western blotting. Results: It was observed that there is an imbalance in the
transcription of target genes of RNA Polymerase lll. Differential expression profiles were
found, and the differentially expressed genes (DEGs) were identified in each dataset, with
204 genes in common between the WRS phenotype and 147 genes compared to the KO
condition. Functional enrichment analysis showed multiple overrepresented categories,
including the PI3K-Akt pathway, receptor interaction with the extracellular matrix, retinol
metabolism, and regulation of the inflammatory response. A greater area of
immunoreactivity in nucleolar components was detected in WRS fibroblasts, while the KO

group showed a reduction. At the transcriptional and translational level, there was an
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imbalance in different structural components, accompanied by a decrease in the synthesis
of ribosomal precursors. Finally, an upregulation of cellular senescence markers P53/P21,
P16/RB, and GLB1 was found. Conclusion: WRS cells undergo a process of premature
cellular senescence associated with POLR3A mutations, which lead to an alteration in their
transcriptional function. This results in an increase in nucleolar area, an imbalance in the
production of nucleolar components, and a disruption in ribosomal biogenesis.
Furthermore, the functional enrichment analysis revealed that multiple signaling pathways
are compromised, including cell survival, interaction and organization of the extracellular
matrix, and regulation of the inflammatory response. These findings contribute to improving
our understanding of the underlying mechanisms of WRS, explaining the functional
impairment of POLR3A, and resulting in the phenotype of premature aging and cellular
senescence. They also broaden our understanding of the functional landscape of the RNA
Polymerase Ill complex in various cellular components, biological processes, and

molecular functions.

Keywords: Progeroid Syndrome, Cellular Senescence, Human Aging, RNA Polymerase
[Il Subunit A, POLR3A, Nucleolus, RNA-seq
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1.Introduccion

1.1 Envejecimiento

No hay unanimidad respecto a la definicion del envejecimiento, pero una aproximacion
desde el punto de vista biolégico lo considera como un proceso universal, progresivo e
intrinseco en el cual se acumulan cambios perniciosos, que comprometen la fisiologia del
organismo, acompanado por la disminucién de la fertilidad y el incremento de la mortalidad
con el paso del tiempo (Kipling et al., 2004). Alrededor del envejecimiento se han planteado
distintas teorias entre ellas la teoria del soma dispensable (Kirkwood & Rose, 2020), la
teoria del pleiotropismo antagénico (Austad & Hoffman, 2018; Ungewitter & Scrable, 2009),
la teoria de acumulacién de mutaciones, entre otras. A partir de estas teorias se ha
sugerido que los cambios asociados al envejecimiento pueden ser programados o
estocasticos y también impredecibles, junto con la existencia de un conjunto articulado de
mutaciones y polimorfismos que pueden tener como efecto potencial uno o varios fenotipos
senescentes (Troen, 2003; Warner & Sierra, 2003).

En cuanto a la historia de la biologia del envejecimiento, inicialmente se consolidé como
una disciplina descriptiva que ahora ha adoptado un enfoque intervencionista y
experimental, resultando en la diversificacion de modelos para el estudio y manipulacién
del envejecimiento. Dentro de los modelos animales, se han descrito varios genes que
regulan el envejecimiento y que son determinantes en la longevidad en organismos
invertebrados como nematodos, moscas y mamiferos murinos (Hsu et al., 2003; Clancy et
al., 2002; Carter et al., 2002). No obstante, las conclusiones derivadas de estos estudios
pueden tener una aplicacion limitada a la especie humana debido a las propiedades
bioldgicas intrinsecas de cada especie que puede variar segun la proximidad filogenética.
Posteriormente, se han estudiado mutaciones causantes de sindromes de envejecimiento
acelerado en humanos y el desarrollo de modelos animales que recrean estas
enfermedades, cuyos fenotipos han contribuido a la caracterizacion de tejidos y érganos
para explicar los cambios durante el proceso de envejecimiento normal. Por otra parte,
existen algunas entidades patoldgicas que han sido caracterizadas como enfermedades
vinculadas con procesos de envejecimiento (Burtner & Kennedy, 2010; Harkema et al.,
2016).

Sin embargo, si el envejecimiento se considera como un proceso bioldgico atipico, los
eventos subyacentes a este proceso podrian variar entre especies (Kirkwood & Rose,
2020; Partridge & Gems, 2002; Kirkwood, 1996). En efecto, es aceptado que los cambios
relacionados con la edad son un ejemplo de un fendmeno biolégico donde los resultados
no son programados de la seleccidn estricta sobre los mecanismos que aseguran el éxito
reproductivo temprano para los cuales no parecen conservarse los mecanismos entre las
especies (Hughes et al., 2002; Ricklef, 1998). En 2013, se habian planteado las principales
caracteristicas que sintetizan el fendmeno del envejecimiento en nueve eventos celulares



19

y moleculares: inestabilidad gendmica, acortamiento de los telomeros, alteraciones
epigenéticas, pérdida de proteostasis, desregulacién en el sensado de nutrientes,
disfuncién mitocondrial, senescencia celular, agotamiento de células madre y alteracion en
la comunicacion intercelular. (Lopez-Otin et al. ,2013). Recientemente, los mismos autores
actualizaron la informacién disponible hasta la fecha, afiadiendo 3 rasgos distintivos mas:
macroautofagia discapacitada, inflamacion crénica y disbiosis; y compilando los estudios
que emplean distintos modelos y terapias dirigidas a cada hallmark (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Hallmarks del envejecimiento. El esquema tomado del articulo de revision
de Lopez-Otin et al. (2023), ilustra los doce hallmarks del envejecimiento clasificadas en
tres categorias jerarquicas: primarias, referidos a aquellos eventos que reflejan el dano
biomolecular donde se incluyen inestabilidad gendmica, acortamiento de los telémeros,
alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis y macroautofagia discapacitada;
antagonistas, los cuales reflejan una respuesta al dafio, entre ellos desregulaciéon en el
sensado de nutrientes, disfuncion mitocondrial y senescencia celular; e integrativos, los
cuales surgen cuando el dafio infligido por los primarios y los antagonistas no puede ser
compensado mas, y conduce al agotamiento de células madre, alteracion en la
comunicacion intercelular, inflamacién crénica y disbiosis.

1.2 Sindromes Progeroides

El establecimiento de un modelo de envejecimiento humano debe permitir el estudio directo
en nuestra especie, empero, esta alternativa supone dificultades practicas debido al
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caracter poligénico de muchas patologias asociadas al envejecimiento. Una opcion alterna
es el estudio de enfermedades genéticas humanas conocidas como sindromes
progeroides, cuyos fenotipos exhiben algunas caracteristicas del envejecimiento humano
(Brown,1992).

Los sindromes progeroides suelen clasificarse entre entidades unimodales, en los cuales
se afectan un sistema, 6rgano o tejido; o segmentales, si se ven afectados un conjunto de
tejidos o sistemas (Martin, 2005; Puzianwska-Kuznicka & Kuznicki, 2005). A pesar de ser
condiciones propias de la especie humana, estas no resultan ser fenocopias exactas del
proceso de envejecimiento normal, de forma tal que se constituyen como una herramienta
para el andlisis de cambios genéticos, moleculares y celulares especificos que pueden
extrapolarse a los del envejecimiento normal.

Dentro de los sindromes progeroides segmentales mas estudiados se encuentran el
sindrome de Progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), sindrome de Werner, el sindrome de
Cockayne, Rothmund-Thompson, Bloom, Xeroderma Pigmentosa y Tricotiodistrofia (
Puzianwska-Kuznicka & Kuznicki, 2005). En los anteriores, se han descrito cambios
monogenéticos especificos que influyen en la aparicion de caracteristicas fenotipicas
senescentes en diversas etapas de la vida post-natal (Eriksson et al., 2003). De forma
paralela, se han descrito patrones transversales a los sindromes progeroides en los cuales
se destacan eventos moleculares tales como defectos metabdlicos, inflamacion,
agotamiento de las células madre, entre otros procesos (Figura 1.2), que se asemejan a
los patrones del envejecimiento fisiolégico y se consolidan como modelos de estudio de
este fendmeno bioldgico.

\ncreased
DNA damage

Figura 1.2. Hallmarks de los sindromes progeroides. La figura tomada de Carrero et
al. (2016) muestra los 9 hallmarks comunes entre los sindromes progeroides, los cuales
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recapitulan las caracteristicas mas notables y definen los mecanismos a nivel celular y
molecular que subyacen a la patogenia de estas enfermedades.

1.3 Senescencia Celular

La senescencia celular se define como un estado de salida indefinido del ciclo celular en
respuesta a diferentes tipos de estrés intra y extra celular, asociado a cambios en el
fenotipo y metabolismo celular (Campisi, 1997; Campisi & Robert, 2014; Herranz & Gil,
2018). Durante este proceso ocurren varios eventos que incluyen la alteracion en el
comportamiento de los lisosomas (Dimri et al., 1995), la secrecién de diversos factores
proinflamatorios, también conocido como fenotipo secretor asociado a la senescencia
(SASP) (Herranz & Gil, 2018; Ovadya & Krizhanovsky, 2014) y reacomodacion del material
genético en el nucleo (Roma-Mateo et al., 2019; Ellis & Shackleton, 2011).

Uno de los fendmenos asociados a la senescencia es el limite de Hayflick. Este se refiere
al numero limitado de doblajes poblacionales en cultivo que observé Leonard Hayflick
trabajando con fibroblastos humanos, que supone la base de la denominada senescencia
replicativa, y que corresponde al desgaste progresivo de los teldmeros a un punto critico
que puede afectar las regiones codificantes (Hayflick, 1974; Childs et al., 2015). En
concatenacion con lo anterior, estudios adicionales con fibroblastos provenientes de
biopsias humanas reportaron una relacion inversamente proporcional entre el numero de
pases necesarios para alcanzar el limite Hayflick y la edad del donante (Allsopp et al.,
1995). En otras palabras, se refiere a la relacion directa entre la senescencia replicativa in
vitro y el envejecimiento in vivo. No obstante, otros reportes muestran evidencia de cultivos
primarios que sobrepasan el numero de doblajes estimado (Mathon et al., 2001),
sugiriendo la posibilidad de un proceso de crecimiento indefinido de las células que se ve
limitado por las condiciones del cultivo (Sherr & DePinho, 2000).

En la actualidad, se reconoce la senescencia como un proceso dinamico, en el que
participan en general dos vias moleculares principales que inducen el proceso de
senescencia en respuesta a factores celulares internos y externos, controlados por los
genes supresores tumorales p16/Rb y p53/p21 (Campisi & Robert, 2014). Sin embargo,
existen otros cambios moleculares que son requeridos posteriormente para el
mantenimiento del fenotipo senescente, muchos de los cuales contindan siendo
desconocidos (Herranz & Gil, 2018). La activacién de las vias de sefalizacion reguladas
por p53 y p16 conducen a un estado de arresto del crecimiento relacionado con
senescencia. Por una parte, p53 conduce a incremento en la expresion de p21, inhibicién
de CDK2 e hipofosforilacion de RB, con la posterior salida del ciclo celular. Se considera
que la senescencia controlada por p53 es un proceso que puede ser reversible
dependiendo del tipo de estrés y la capacidad de reparacion (Childs et al., 2015). Por otra
parte, la activacion de p16 inhibe a CDK4 y CDK6 y se asocia a arresto del ciclo celular
mas duradero e irreversible al prevenir la degradacién de p53. Adicionalmente, existe una
mayor expresion de p16 y p21 en tejidos de organismos adultos comparado con
organismos jovenes, e in vitro el establecimiento del fenotipo senescente en fibroblastos
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estd acompanado de la expresién de p16 (Sherr & DePinho, 2000; Ressler et al., 2006).
Recientemente, la expresion de p16 es el biomarcador mas aceptada para senescencia
(Krishnamurthy et al., 2004).

El potencial replicativo celular en relacion con la longevidad se ha asociado a la aparicion
de enfermedades, en particular el cancer, que a través del estudio de este fendmeno se
han encontrado mecanismos asociados al control de la senescencia que podrian
contrarrestar esta desregulacion del crecimiento celular (Campisi, 2005). La senescencia
celular al igual que la muerte celular, son los mecanismos mas importantes para el control
de las divisiones celulares indiscriminadas de las células potencialmente cancerosas, pero
a la vez pueden generar alteraciones que deriven en procesos patoldgicos. En ese sentido,
surge la idea del costo que representa el uso de esos mecanismos de control que evitan
el cancer, pero inhiben el recambio celular (pérdida de células madre) requerido en la
fisiologia normal. Es en particular este ultimo punto, donde se ha planteado que la
capacidad de retrasar la acumulacién, o incluso reducir la aparicion de células
senescentes, constituye una posibilidad de prevenir y tratar muchas condiciones
patolégicas asociadas a la senescencia (Kirkland & Tchkonia, 2017).
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2.Estado del Arte

2.1 Sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch

El sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch o sindrome progeroide neonatal (WRS)
(OMIM: 264090) es un desorden genético con herencia autosémica recesiva, que
pertenece al grupo de progerias segmentales y cuya etiologia es poco conocida. En 1977
se relacionaron por primera vez reportes de estos pacientes por Thomas Rautenstrauch y
Friedemann donde se describian en dos hermanas caracteristicas progeroides al
nacimiento. Poco tiempo después, en 1979, Wiedemann reportaria en dos infantes
masculinos pseudohidrocefalia y dientes natales que sugerian una entidad progeroide no
reconocida previamente (Rautenstrauch & Snigula, 1977; Wiedemman, 1979). Entre las
caracteristicas clinicas (Figura 2.1) se incluyen baja talla y peso al nacer, facies
envejecida, pseudohidrocefalia, suturas abiertas, alteracién generalizada en osificacion,
denticidon neonatal, atrofia de tejido celular subcutaneo, depdsitos paradéjicos de grasa en
flancos y falanges, alteraciones bioquimicas particularmente disfuncién endocrina como
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperinsulinismo, entre otras (Arboleda et al.,
1997; Arboleda et al., 2011; Paolacci et al., 2017). Debido a caracteristicas fenotipicas
relacionadas con otros sindromes progeroides, el diagnéstico suele ser errado, lo que
requiere un conocimiento profundo del fenotipo. Una de las caracteristicas mas
importantes, que es transversal a la mayoria de los pacientes, es su corta sobrevida,
siendo la expectativa de supervivencia media de 7 meses. Sélo 6 casos han mostrado una
mayor sobrevivencia de entre los 6 meses a los 16 afos (Wiedemman, 1979;
Rautenstracuh et al., 1994; Thorey et al., 2003).

En particular, los unicos dos reportes de seguimiento clinico a largo plazo de casos de
WRS se ha llevado a cabo en un caso denominado paciente “G” descrito en 1977 para el
cual se reportd una supervivencia de mas de 16 afios (Rautenstracuh et al., 1994). Asi
mismo, en Colombia se han reportado un par de casos con larga sobrevida que, al
compararse el curso entre estos dos casos, se evidencian diferencias importantes
especificamente a nivel neurolégico, que muestran la variabilidad en la expresion del
fenotipo (Arboleda et al., 2005).
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Figura 2.1. Fenotipo facial de 3 pacientes con 8 meses de edad diagnosticados con
sindrome Wiedemann-Rautenstrauch. En la figura tomada de Wiedemann (1979), se
observa la similaridad de algunas caracteristicas faciales en tres pacientes, los dos de la
izquierda reportados por Rautenstrauch y el de la derecha por Wiedemann, los cuales
presentan craneo hidrocefaloide, cabello escaso, venas prominentes en el cuero
cabelludo, orejas de implantacion baja, hipoplasia de los huesos faciales, cara triangular y
deficiencia generalizada de grasa subcutanea.

2.1.1 Aspectos Genéticos y Moleculares

Hasta hace poco, la etiologia del WRS se mantenia desconocida. En conjunto, a partir de
la colaboracion de varios grupos de investigacibn nacionales e internacionales, se
determind que el WRS tiene un patron de herencia autosdmico recesivo, basado
principalmente en datos de consanguinidad entre los padres, reportes de hermanos
afectados y en la procedencia de la misma area geografica (Wiedemann, 1937,
Rautenstrauch et al., 1994; Pivnick et al., 2000; Arboleda et al., 2011; Paolacci et al., 2017).

Una de las principales caracteristicas del WRS son sus alteraciones endocrinas y
metabdlicas. Dentro de estas, se encuentran el hiperinsulinismo, que ha sido reportado en
diversos casos, que podria reflejar resistencia a la insulina que ha sido vinculada a
lipodistrofia generalizada (Arboleda et al., 1997; Pivnick et al., 2000; Arboleda & Arboleda,
2005). Recientemente George y colaboradores, demostraron que mutaciones en la
proteina kinasa B (AKT2) cursan con un cuadro de resistencia severa a la insulina,
hiperinsulinemia y diabetes mellitus tipo 2 (George et al., 2004). Este grupo ha enfatizado
la importancia de tales mutaciones en el metabolismo lipidico que se asocian con atrofia
del tejido adiposo como lo demuestran en modelos de ratones AKT2 -/-.

En cuanto a la longitud de los teldmeros, un estudio de un caso de WRS no evidencio
diferencias significativas al compararlo con controles normales (Korniszewski et al., 2001).
Recientemente se defini6 que la dinamica de los teldmeros en cultivos primarios de
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fibroblastos de un paciente con WRS, sufren acortamiento telomérico de manera similar a
los controles, aunque se presenta en doblajes poblacionales mas tempranos (Baez-
Becerra et al., 2020). El sindrome progeroide de Hutchinson-Gilford (HGPS) es el sindrome
progeroide mas estudiado y caracterizado. En esta entidad, el gen LMNA, presenta
mutaciones heterocigoéticas de una sola base en el exén 11 que generan un sitio donante
criptico de splicing, causando la delecién de 50 resiuduos de aminoacidos en la proteina
codificada y la acumulacion de una proteina anémala denominada progerina (Eriksson et
al., 2003). El gen LMNA codifica para las proteinas lamina A y C, cuya funcién es
importante en la arquitectura de la envoltura nuclear, en la regulacion del movimiento de
macromoléculas entre el citoplasma y el nlcleo, en la organizacién de la estructura nuclear
al proveer sitios de anclaje para la cromatina, entre otras (Eriksson et al., 2003).
Adicionalmente, a las mutaciones en este gen que estan presentes en otros sindromes, se
les asocian con enfermedades que incluyen cardiomiopatias, lipodistrofias, neuropatias
que, en conjunto, se han denominado laminopatias (Burke & Stewart, 2002). No obstante,
un estudio de analisis de alteraciones en LMNA en dos lineas celulares de WRS obtenidas
del Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA) y de cuatro de pacientes colombianos,
mostraron la ausencia de mutaciones en este gen (Cao & Hegele, 2003; Morales et al.,
2009). A nivel celular, la envoltura nuclear de las células de pacientes con HGPS presentan
graves alteraciones en la morfologia nuclear como lobulaciones y herniaciones; en la
interaccion de lamina A con lamina B, en la estructura de la cromatina, en la funcién de las
histonas y en la expresion génica (Scaffidi & Misteli, 2006). Sin embargo, aunque los
nucleos de los fibroblastos de WRS presentan morfologia normal, sin lobulaciones y son
significativamente mas pequefnos pero no acumulan progerina (Baez-Becerra et al., 2020).

Recientemente, con el advenimiento y uso mas extendido de las nuevas tecnologias de
secuenciamiento del DNA, han permitido el desarrollo de estrategias para el analisis de
enfermedades monogénicas. En particular, los analisis de exoma permiten el estudio del
gen candidato asi como las posibles mutaciones causantes de la enfermedad (Majewski
et al., 2011). El exoma corresponde a la secuencia de todos los exones del genoma, i.e.
aquellas regiones codificantes de proteinas. Estas regiones comprenden solo alrededor
del 1% del genoma humano (cerca de 30 millones de bases) que estan distribuidas en
180.000 exones aproximadamente. Por lo tanto, la anterior metodologia permite
determinar el gen responsable dado que la mayoria de mutaciones causantes de
enfermedades monogénicas que producen cambio de aminoacido (mutaciones missense),
que introducen un codén de parada (mutaciones nonsense) o que generan inserciones y
deleciones que pueden alterar el marco abierto de lectura y cambiar la secuencia de la
proteina (Adams & Eng, 2018). De esta forma, se realizd un analisis de exoma a un grupo
amplio de pacientes no emparentados con diagnéstico de WRS y de sus padres, lo que
permitio la identificacion de mutaciones en el POLR3A en el WRS (Paolacci et al., 2018).

2.1.2 Caracteristicas Celulares y Moleculares de POLR3A

Las células eucariotas utilizan diversas RNA polimerasas para la transcripcién de clases
especificas de genes nucleares (Figura 2.2). Entre ellas las principales son RNA
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polimerasa | (POLR1), que sintetiza la mayoria de RNA ribosomales (rRNA); RNA
polimerasa Il (POLR2), que sintetiza RNA mensajero (mMRNA), RNA nucleares pequefios
(snRNA) y microRNA (miRNA); y RNA polimerasa lll (POLR3), que sintetiza un grupo
amplio de RNAs pequefios no-codificantes (ncRNA) derivados de la regulacion
transcripcional de diferentes promotores, involucrados en diversos procesos celulares
constitutivos como la biogénesis de ribosomas, sintesis de proteinas, procesamiento de
RNA vy regulacion de la cromatina (Arimbasseri & Maraia, 2016). Entre estos ncRNA se
incluyen todos los tRNA, rRNA 58S (involucrado en el ensamble de ribosomas), U6 RNA
(parte de la maquinaria del splicing), 7SK RNA que regula la actividad de la POLR2,
algunos microRNA, entre otros (Dieci et al., 2007). La POLR3 esta compuesta por 17 sub-
unidades con un peso molecular de 700 kDa. Dentro de estas, las subunidades POLR3A
y POLR3B son las responsables de la funcion catalitica de la enzima, siendo la subunidad
A la mas grande (Han et al., 2018). El complejo proteico de POLR3 se ensambla en el
citosol y es translocado al nucleo en un proceso mediado por chaperonas (Han et al.,
2018).
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Figura 2.2. Blancos transcripcionales de la RNA Polimerasal lll. La ilustracion tomada
de Lieberman (2018), muestra el proceso de transcripcion llevado a cabo por las tres RNA
Polimerasa (1, Il y Ill). En particular, en la derecha se observan los distintos tipos de RNAs
no codificantes (ncRNA) que transcribe la RNA polimerasa Ill, como lo son RNAs pequefios
nucleolares (snoRNAs), el RNA ribosomal 5S (5S rRNA), los RNAs de transferencia
(tRNAs), RNAs pequefios nucleares (snRNAs) y algunos micro RNAs (miRNAs), regulando
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en conjunto diferentes procesos celulares como la biogénesis ribosomal, el splicing y la
sintesis de proteinas.

La funcién transcripcional de POLR3A esta regulada durante los procesos celulares, como
proliferacion y crecimiento, por factores como la proteina Rb1, P53, MYC y MAF1 (Han et
al., 2018). Se ha demostrado que la inhibicién de la funcion de la POLR3A mediante la
utilizacion de siRNA o inhibidores farmacoldgicos, genera alteraciones en la biogénesis de
ribosomas, en la estabilizacion de la funcion de P53 y alteraciones en la regulacion del
ciclo celular (Arimbasseri & Maraia, 2016; Turowski & Tollervey, 2016). El estudio de la
regulacion de la funcion de la POLR3 ha tomado un interés especial, por un lado, debido
a su potencial en la regulacion del cancer, ya que se han determinado sus efectos
oncogénicos como resultado de un incremento en los niveles de expresion de tRNAMet, el
tRNA que media el inicio de la traduccion (Arimbasseri & Maraia, 2016). Por otro lado,
diversos sindromes genéticos han sido asociados con diferentes mutaciones en el gen
POLRS3A relacionadas con alteraciones del desarrollo de la sustancia blanca cerebral,
como dismielinizacion del sistema nervioso central, denominadas leucodistrofias (Bernard
et al., 2011). Otros estudios, han descrito mutaciones de POLR3A en leucodistrofia con
oligodoncia, sindrome 4H (hipomielinizacion, hipodoncia e hipogonadismo
hipogonadotrépico) y sindrome de tremor-ataxia con hipomielinizacién (Bernard et al.,
2011; Saitsu et al., 2011; Shimojima et al., 2014). La mayoria de pacientes con estos
sindromes presentan mutaciones en forma de heterocigotos compuestos, y ninguno ha
presentado mutaciones de pérdida de sentido de forma homocigota. Estos hallazgos
sugieren que estas leucodistrofias podrian considerarse sindromes alélicos junto con el
WRS, aunque poseen claras diferencias en la expresion fenotipica muy posiblemente
asociado con diversos grados de disminucion en la expresion de la POLR3A o con cambios
genéticos adicionales no aclarados en la actualidad (Wolf et al., 2014).

2.1.3 El Nucleolo y POLR3A

Los nucleolos constituyen la principal estructura subnuclear encargada de la sintesis de
ARN ribosomal (rRNA) y traduccion de proteinas en las células, por lo que esta ligada
directamente a la homeostasis celular global (Boulon et al., 2010). Segun lo anterior, la
funcién de la POLR3A determina la adecuada funcion del nucleolo y la traduccién de
proteinas que, en sintesis, regula el estado metabdlico de la célula (Tiku et al., 2018). La
estructura del nucléolo se caracteriza por una organizacion constituida por tres regiones:
un centro denominado componente fibrilar en donde ocurre la transcripcion de rRNA; un
componente denso fibrilar en donde ocurre el procesamiento del pre-rRNA, rica en la
proteina fibrilarina y nucleolina; y por ultimo, un componente granular en donde ocurre el
ensamblaje del pre-ribosoma (Figura 2.3) (Nunes & Moretti, 2017).

Recientes hallazgos han asociado la funcion del nucléolo con procesos de senescencia
celular y envejecimiento humano (Buchwalter & Hetzer, 2017; Tiku et al., 2018; Wang &
Lemos, 2019). Respecto a lo anterior, en levaduras se ha descrito que las células jovenes
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poseen 1 u 2 nucléolos, mientras que su numero y fragmentaciéon aumentan en células
envejecidas (Sinclair & Guarente, 1997).
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Figura 2.3. Estructura y funcion del nucleolo. La imagen tomada de Boisvert et al.
(2007) ilustra el modelo de biogénesis ribosomal. Este consiste principalmente en la
transcripcion del DNA ribosomal (rDNA) por la RNA Polimerasa | en el centro fibrilar (FC)
o en el limite entre FC y la regidon del componente denso fibrilar (DFC). Luego, los
transcritos de RNA pre-ribosomal son clivados y procesados por ribonucleoproteinas
pequefias nucleolares (snoRNPs) en el DFC. El paso final de maduracién ocurre en el
componente granular (GC), en el cual los RNAs ribosomales 5.8S y 28S se ensamblan con
el 5S para formar la subunidad 60S, mientras que solo el 18S se ensambla para formar la
subunidad 40S. Por ultimo, las subunidades ribosomales 40S y 60S se exportan al
citoplasma donde se unen a los mMRNAs para formar ribosomas funcionales.
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3.Planteamiento del problema

El estudio del WRS ha sido intrincado por el numero limitado de casos reportados, al igual
que otras enfermedades huérfanas. De manera tal que hasta la fecha sélo se conocen
alrededor de 28 casos en el mundo (baja incidencia) sumado a la corta expectativa de vida
de los pacientes que en promedio es de 7 meses (baja prevalencia). Aunque actualmente
se sabe que el gen POLR3A presenta mutaciones que son las responsables de esta
condicién, no se conoce el efecto sobre los mecanismos celulares y moleculares que
desencadena la senescencia y la manifestacion clinica del fenotipo progeroide neonatal.
Asimismo, es limitado el numero de publicaciones que relacionan la funcion de POLR3A,
entre ellas la regulacion transcripcional de miRNAs, tRNA, rRNAs, la biosintesis de
ribosomas y de proteinas, con el nucleolo, el proceso de senescencia celular y el
envejecimiento humano.

Por otra parte, el estudio de los sindromes progeroides se constituye como una alternativa
a la dificultad en el estudio del envejecimiento humano, que no ha sido completamente
resuelto por el uso de modelos animales que se alejan filogenéticamente y que
posiblemente describen caracteristicas exclusivas de cada especie, limitando la
extrapolacién de los mecanismos a la especie humana.

Por esta razén, este proyecto de investigacion plantea estudiar los eventos moleculares
que ocurren en un modelo celular de fibroblastos humanos derivados de pacientes de
sindrome progeroide neonatal 0o WRS y desarrollar una linea celular knockout que resuelva
la limitacion de material bioldgico y potencialmente recree o asemeje la progresiéon de la
disfuncion génica de POLR3A.
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4.Justificacion

Con el aumento generalizado de la expectativa de vida en las poblaciones humanas a nivel
mundial, se ha vuelto imprescindible conocer las bases fundamentales del proceso de
envejecimiento y las enfermedades asociadas a este. Actualmente el envejecimiento es el
factor de riesgo mas importante para un amplio conjunto de enfermedades de importancia
epidemiolégica que afectan diferentes sistemas incluyendo enfermedades
neurodegenerativas, cardiovasculares, cancer, diabetes tipo I, osteoporosis, entre otras.

La identificacion de mutaciones en el gen POLR3A consolida una nueva area de
investigacion en la biologia del envejecimiento humano que ha sido poco estudiada. En
consecuencia, el establecimiento de un modelo celular que permita elucidar los
mecanismos celulares asociados al sindrome progeroide WRS, podrian contribuir al
entendimiento de nuevas vias moleculares que eventualmente pueden constituir
potenciales blancos farmacolégicos para el tratamiento de enfermedades asociadas al
envejecimiento. En conjunto, todos estos estudios permitiran comprender la asociacion con
la capacidad de supervivencia, proliferacion y metabolismo celular al igual que la
interrelaciéon con la senescencia y la muerte celular, que conduce a la aparicion de un
fenotipo como el WRS.

Por ultimo, también permitird comprender mejor la relacion de WRS con otros sindromes
progeroides, abriendo el panorama de investigacién a nuevas hipotesis fisiopatolégicas del
envejecimiento humano y determinar la relacion celular y molecular con algunas
leucodistrofias como el sindrome 4H y la ataxia espastica que también estan asociados a
mutaciones en POLR3A.
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5.0bjetivos

5.1 Objetivo General

Determinar los perfiles diferenciales de expresién génica y cambios subcelulares en el
nucleolo entre fibroblastos derivados de pacientes con WRS, fibroblastos knockout de
POLRS3A y fibroblastos control.

5.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar los perfiles de expresion génica diferencial entre fibroblastos derivados de
pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control.

2. Determinar cambios en la morfologia y nimero de nucléolos en fibroblastos derivados
de pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control.

3. Determinar cambios en la expresion y distribucion subnuclear de proteinas asociadas al
nucléolo en fibroblastos derivados de pacientes WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos
control.

4. Analizar marcadores de senescencia celular en fibroblastos derivados de pacientes
WRS, fibroblastos knock out y fibroblastos control.
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6. Metodologia

6.1 Cultivo Celular

6.1.1 Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité de Revisién Institucional de la Universidad
Nacional de Colombia, de acuerdo con los estandares éticos establecidos por la
Declaracién de Helsinki (1964) y modificaciones posteriores. Todos los pacientes, o los
representantes legalmente autorizados de los pacientes que no pueden dar su
consentimiento por si mismos, firmaron un consentimiento informado antes de su inclusion
en el estudio.

6.1.2 Muestras bioldgicas y caracteristicas de los individuos

Fibroblastos primarios se obtuvieron a partir de biopsias de la parte interna de la piel del
antebrazo de dos pacientes femeninas con WRS: WRS1[variante monoalélica de POLR3A
c.3772_3773delCT (p. Leu1258Glyfs*12)] y WRS2 [variante monoalélica de POLR3A
¢.3G>T (p. Met1Leu*)] descritos previamente por Paolacci, et al., 2018 y Lessel, D., et al.,
2018 (individuos 07 y 11, respectivamente). Se emplearon células de control pareadas a
partir de un control femenino sano de edad similar. La paciente WRS1 es una mujer de 26
afos que aun vive, producto del cuarto embarazo de una pareja sana no consanguinea
qgue ha reportado casos previos de aborto espontaneo. Al nacer, presentd caracteristicas
comunes al Sindrome Wiedemann-Rautenstrauch como venas prominentes en el cuero
cabelludo, cara triangular, extremidades delgadas y lipodistrofia. La paciente WRS2 de 10
afios es la unica hija de una pareja sana no emparentada que nacio a las 37 semanas de
gestacion. De forma similar a la anterior paciente, al nacer presentd cara triangular,
ausencia de cabello, piel fina, orejas con implantacion baja, microstomia y lipodistrofia. Los
fibroblastos fueron obtenidos previamente y se almacenados en nitrégeno liquido hasta el
momento del estudio.

6.1.3 Fibroblastos KO para POLR3A

Fibroblastos control fueron empleados para realizar el knockout de POLR3A. Para ello, se
cotransfectaron los plasmidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) (Santa Cruz
Biotechnology, Ref. sc-406851), el cual contiene principalmente el sistema CRISPR/Cas9,
3 RNAs guias (gRNAs) de 20 nucledtidos dirigidos a POLR3A y el gen codificante para la
proteina GFP como reportero; y POLR3A HDR Plasmid (h) (Santa Cruz Biotechnology,
Ref. sc-406851-HDR), el cual contiene principalmente dos brazos de homologia de 800
pares de bases, disefiados para unirse especificamente al DNA gendmico que rodea el
sitio de ruptura de doble cadena correspondiente inducido por Cas9, el gen de resistencia
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a la puromicina y el gen codificante para la proteina RFP como reportero. Adicionalmente,
se empled en fibroblastos control el plasmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid (Santa Cruz
Biotechnology, sc-418922), el cual contiene el mismo sistema CRISPR/Cas9 y gen
reportero GFP, pero contiene un gRNA inespecifico (off target), como control de
transfeccion. La transfeccién se realizd empleando Lipofectamine™ 2000 Reagent
(Invitrogen™, Ref. 11668019) en las condiciones sugeridas por el fabricante para una placa
de 6 pozos. Las células se sembraron a un 80% de confluencia en medio estandar libre de
antibioticos durante 24 horas. Luego, se prepararon los plasmidos en Opti-MEM™
(Gibco™, Ref. 31985088) a una concentracion de 3 pg/uL y la lipofectamina en una
relacion 1:25 en Opti-MEM para formar los complejos DNA-lipidos en una relacién 1:1. El
medio se agrego a las células y se incubd durante 24 horas a 37 -C. Paso seguido, se
reemplazé por medio estandar de cultivo y 48 horas post-transfeccién se sustituyé por
medio de seleccion, conteniendo 5 ug/mL de puromicina, el cual se cambi6 cada 3 dias
durante un mes. Las células positivamente transfectadas fueron verificadas por
microscopia de fluorescencia y posteriormente por RTqPCR, western blot e
inmunofluorescencia (Anexo 1).

6.1.4 Condiciones de cultivo

Los fibroblastos primarios se cultivaron en condiciones estandar en medio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) con 4,5 g/L de glucosa y L-glutamina 2 mM (Gibco™,
Ref. 12100046) suplementado con suero bovino fetal al 10% (Thermo Scientific, Ref.
12657) y penicilina/estreptomicina al 1% (Gibco™, Ref. 15140122) a 37 -C en una
incubadora humidificada de CO2 al 5%. El medio se cambié cada 3-4 dias. El analisis
celular se realizé en un numero de pasajes tempranos correspondientes a 4-6.

6.2 Extraccion de RNA

Se cultivaron fibroblastos de pacientes con WRS y de controles sanos en placas de Petri
de 100 mm hasta una confluencia del 80%. EI RNA se extrajo con el reactivo TRIzol ™
(ThermoFisher Scientific, Ref. 15596026) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se
afadié el reactivo TRIzol ™ (300 uL) a cada placa. Posteriormente, se afiadié 60 ul de
cloroformo, luego las muestras se agitaron con vortex durante 2 min hasta que se formé
una emulsion. Se centrifugé a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Se recupero la fase acuosa en
un nuevo tubo y se precipitdé el RNA con 150 uL de isopropanol, incubandose durante 10
minutos a 4 °C y centrifugandose a 12.000 g por 15 min a 4 °C. El RNA se lavé dos veces
con 300 pL de etanol absoluto y se centrifugd por 10 min a 12.000 g a 4 °C. Una vez
descartado el sobrenadante se dejé secar al aire el precipitado obtenido durante 5 min
para luego resuspender en 20 uL de agua libre de RNAsas. Se cuantificé usando un
espectrofotdmetro NanoDrop ™ (ThermoFisher Scientific) obteniendo concentraciones
desde los 200 hasta los 3000 ng/ pL. EI RNA total fue almacenado a -80°C.
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6.3 RNAseq

6.3.1 Analisis de expresién diferencial

Se llevo a cabo un secuenciamiento estandar de 40 millones de lecturas con lllumina RNA-
Seq con seleccién poliA sobre las muestras que pasaron el control de calidad (RIN>7.0 y
cantidad total >1.0 pg). Las librerias de RNA-seq paired-ended se construyeron utilizando
el kit de preparacion de muestras TruSeq Strand mRNA LT y se secuenciaron utilizando
lllumina NovaSeq 6000 (100 pb). Una vez obtenidos los datos, se realizé el control de
calidad de las lecturas mediante FastQC y MultiQC. Las lecturas se mapearon respecto al
transcriptoma de referencia (GRCh39) utilizando Salmon version 1.9.0 (Patro et al, 2017).
El andlisis de expresion génica diferencial se realizé utilizando DESeq2 (Love et al., 2014),
empleando la anotacidon de los genes Ensembl 103 y los parametros estandar
(estimaciones de dispersion paramétrica, estadistica de Wald y correcciéon de pruebas
multiples de Benjamini-Hochberg). Los niveles de expresion génica de los grupos
experimentales se compararon respecto a los fibroblastos control para identificar los genes
expresados diferencialmente (DEGs). Entre los DEGs, se seleccionaron aquellos que
cumplieran los siguientes criterios: |log2foldchange (fc)| = 1y valor P ajustado <0,05 en
comparacion con los fibroblastos control.

6.3.2 Analisis de enriquecimientos funcional de los genes
diferencialmente expresados

A partir de los DEGs se empledé ClusterProfiler para analizar y visualizar perfiles
funcionales de genes y clusters de genes (GO [Gene Ontology] y KEGG [Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes]) (Wu et al., 2021). Posteriormente, se determinaron
los genes diferencialmente expresados compartidos en el conjunto de datos de los
fibroblastos de ambos pacientes y se realizé el enriquecimiento funcional utilizando la
herramienta de anotacién DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery, (DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/) empleando como punto de exclusion
valor P ajustado <0.05 (Huang et al., 2009).

6.4 RT-gPCR

Los ensayos de deteccion y cuantificacion de mRNA se llevaron a cabo usando la
transcripcién reversa y amplificacion en tiempo real con LunaeUniversal One Step RT-gPCR
kit (New England Biolabs , Ref. E3005L) de acuerdo al protocolo del fabricante. 500 ng/uL
de RNA total se emplearon para cada reaccién en un volumen final de 10 pyL. La RT-gPCR
se realizé6 en un CFX96 TouchTM Real-Time PCR Detection System (BioRad) con 48
ciclos. En la Tabla 6.1, se muestran los pares de primers usados para la deteccion de cada
transcrito. El analisis de datos se realizdé en el software CFX Manager™ (BioRad) y
GraphPad™ Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.) con el método de cuantificacion relativa.
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Tabla 6.1. Lista de primers empleados para la RT-qPCR.

Target Primers (5°-3’)
POLR3A Forward | AATCCAGTGAGGGCCAACCT
Reverse | TCCCCAGTCTCGCAGCAAAA
U6 RNA Forward | CAGCACATATACTAAAATTGGAACG
Reverse | ACGAATTTGCGTGTCATCC
5S rRNA Forward | GCCATACCACCCTGAACG

Reverse | AGCCTACAGCACCCGGTATT
28S rRNA Forward | AGAGGTAAACGGGTGGGGTC
Reverse | GGGGTCGGGAGGAACGG

18S rRNA Forward | GTAACCCGTTGAACCCCATT
Reverse | CCATCCAATCGGTAGTAGCG
7SK Forward | AGAGGACGACCATCCCCGAT
Reverse | TGGAAGCTTGACTACCCTACGT
tRNA-Leu-CAA | Forward | CTCAAGCTTGGCTTCCTCGT
Reverse | GAACCCACGCCTCCATTG

POLR1A Forward | GGTGAAGCCAAAGGCAGATGTC
Reverse | TATGATGCGGCTTCTGGCAGGT
Fibrillarin Forward | TGGACCAGATCCACATCAAA
Reverse | GACTAGACCATCCGGACCAA
NPM1 Forward | TGTCTATGAAGTGTTGTGGTTCC
Reverse | TCTTGGCAATAGAACCTGGA
MDM2 Forward | GGCAGGGGAGAGTGATACAGA
Reverse | GAAGCCAATTCTCACGAAGGG
p53 Forward | CAGCACATGACGGAGGTTGT
Reverse | TCATCCAAATACTCCACACGC
p21 Forward | TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA
Reverse | AGATGGTGATGGGCTTCCC
p16 Forward | CCAACGCACCGAATAGTTACG
Reverse | GCGCTGCCCATCATCATG
RB1 Forward | CTCTCGTCAGGCTTGAGTTTG
Reverse | GACATCTCATCTAGGTCAACTGC
GLB1 Forward | TATACTGGCTGGCTAGATCACTG
Reverse | GGCAAAATTGGTCCCACCTATAA
B-actin Forward | TTCCAGCCTTCCTTCCTGGG

Reverse | ATCTTCATTGTGCTGGGTGCC

6.5 Western Blot

La extraccion de proteinas se realizé con 50 yL de Buffer de lisis RIPA (RIPA lysis buffer
Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-24948) con céctel de inhibidores de proteasas
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Ref. 4906845001) y cdctel de inhibidores
de fosfatasas PhosSTOP™ (Roche, Ref. 4906845001). Para la extraccion de la proteina
se incubaron las células durante 3 dias con medio suplementado en placas de Petri de 10
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mm. Luego, las células se rasparon en hielo a 4°C, se aplicé ultrasonido (QSonica CL-18)
a una amplitud del 30% durante 10 segundos. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 12500 g durante 15 minutos a 4 °C durante 15 minutos en microcentrifuga
(Thermo Scientific™ Microcentriifuge Sorvall™ Legend™ Micro 17R). Se recupero el
sobrenadante obtenido y se cuantificé la proteina total usando el método de acido
bicinconinico (BCA) con el kit Pierce™ BCA (ThermoFisher Scientific, Ref. 23209)
empleando una curva con patrones de referencia de BSA, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) usando 30 ug de proteina total de a 100 V durante 2 horas.
Posterior a la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF de
0.45 ym (Amersham HybondTM-P, Ref. GE10600023) previamente activada con metanol
absoluto en el equipo de transferencia (Trans-Blot Turbo Transfer system — BioRad). La
membrana se bloqued con buffer de bloqueo (BSA al 5 % o leche sin grasa al 5 % y 0.1%
Tween 20 en buffer salino Tris 1X (TTBS) pH 7,6). Todas las membranas se incubaron en
anticuerpo primario (Tabla 6.2) preparado en buffer de bloqueo durante la noche a 4 °C.
Paso seguido, las membranas se lavaron 3 veces durante 5 min en TTBS y después se
incubaron en anticuerpo secundario (Tabla 6.3) conjugado con peroxidasa durante 2 horas
a temperatura ambiente. Finalizada la incubacién, se lavaron nuevamente 3 veces durante
5 min en TTBS. Las bandas de proteinas se detectaron con el kit de quimioluminiscencia
Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Thermo Scientific, Ref. WP20005)
en un fotodocumentador ChemiDocTM Imaging Systems con Image LabTM Software
(BioRad, EE. UU.). El andlisis densitométrico se realizé con el mismo software y todas las
muestras se normalizaron con respecto a las bandas de beta actina.

Tabla 6.2. Anticuerpos primarios empleados para Western Blot.

Anticuerpo Referencia Concentracion Host
POLR3A NBP1-83204( Novusbio) 1:1000 Rabbit
RP194 (C-1) sc-48385 (Santa Cruz Biotechnology) 1:1000 Mouse
Fibrillarin 2639S (Cell Signaling) 1:1000 Rabbit
(C13C3)
Nucleophosmin ab31319 (Abcam) 1:1000 Goat
B-actin-HRP A3854 (Sigma-Aldrich) 1:2000 Mouse

Tabla 6.3. Anticuerpos secundarios empleados para Western Blot.

Anticuerpo Referencia Concentracion Host

Goat anti-rabbit sc-2004 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Goat
IgG-HRP

Goat anti-mouse | sc-2008 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Goat
IgG-HRP
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mouse anti-goat | sc-2354 (Santa Cruz Biotechnology) 1:2000 Rabbit
IgG-HRP

6.6 Inmunofluorescencias

Los fibroblastos se sembraron en placas de 12 pozos que contenian cubreobjetos
pretratados con polilisina al 0.1% y fueron cultivados hasta alcanzar el 70 % de confluencia.
Las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % con sacarosa al 4 % en PBS 1X a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego de la fijacion, las células se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1 % en PBS durante 15 min y se lavaron tres veces
con PBS 1X. Paso seguido, se bloquearon con buffer de bloqueo (0,5 % SFB, 0,1 % BSA
en TTBS) durante una 1 hora a temperatura ambiente. Después del bloqueo, las células
se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes (Tabla 6.4) durante la noche
a 4 -C en buffer de bloqueo. Se lavaron con PBS 1X tres veces. Posteriormente, se
incubaron los cubreobjetos durante 2 horas con los anticuerpos secundarios (Tabla 6.5).
Faloidina conjugada con Alexa Fluor™ 488, se empled para marcar el citoesqueleto y 1.5
pMg/mL de DAPI (Santa Cruz Biotechnology, Ref. sc-3598) fue usado para marcar los
nucleos. Finalmente, los cubreobjetos se montaron en un portaobjetos con medio de
montaje (70 % de glicerol en PBS 1X) y se sellaron con esmalte de uias incoloro. Las
muestras se almacenaron a 4 -C hasta su posterior analisis. Las imagenes se tomaron con
un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse C1 Plus Ti (Tokio, Japén) con una magnitud
de amplificacion de 40X. La cuantificacién de las imagenes se realizd con el software
ImagedJ (NIH, EE. UU.).

Tabla 6.4. Anticuerpos primarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo Referencia Concentracion Host
POLR3A NBP1-83204( Novusbio) 1:500 Rabbit
Fibrillarin 2639S (Cell Signaling) 1:400 Rabbit
(C13C3)

Nucleophosmin ab31319 (Abcam) 1:200 Goat

Tabla 6.5. Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia

Anticuerpo Referencia Concentracion Host
Goat anti-Rabbit IgG A11008 (Invitrogen™) 1:1000 Goat
Alexa Fluor ™ 488
Goat anti-Rabbit IgG A11004 (Invitrogen™) 1:1000 Goat
Alexa Fluor™ 568
Donkey Anti-Goat IgG ab175664 (Abcam) 1:1000 Rabbit
H&L Alexa Fluor® 405
Alexa Fluor™ 488 A12379 (Invitrogen™) 1:1000 Death

Phalloidin cap
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6.7 Analisis Estadistico

Todos los valores se presentan como la media + el error estandar de la media (SEM). La
significancia estadistica entre los grupos se determind mediante ANOVA de una via para
distribuciones normales con correccion post-hoc con test de Bonferroni y pruebas U de
Mann-Whitney para distribuciones no normales (PRISM 9 GraphPad, San Diego, CA, EE.
UU.). Se consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el valor p < 0,05.
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7.Resultados

7.1 Niveles de expresién de POLR3A

La cotransfeccion de los plasmidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) y POLR3A
HDR Plasmid se verificaron cualitativamente a través de la deteccién por microscopia de
fluorescencia de las proteinas GFP y RFP en el grupo knockout de POLR3A (KO), asi
como del plasmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid (JRNA Control) por la deteccién de GFP
(Anexo 1 A). Luego, se analizaron los niveles de expresion de POLR3A cuantitativamente
a nivel de expresién de mRNA por RTgPCR (Anexo 1 B) y a nivel de proteina por western
blot e inmunofluorescencia (Anexo 1 C-E). En primer lugar, se determiné que la expresién
en los niveles de POLR3A, tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteina, en los
fibroblastos transfectados con el plasmido control no se ven afectados respecto al control.
En segundo lugar, se validé la expresion nula para POLR3A en los fibroblastos KO con el
sistema CRISPR/Cas9. Posteriormente, los niveles de POLR3A fueron evaluados entre los
fibroblastos control, los fibroblastos de los pacientes (WRS1 y WRS2) y los fibroblastos
knockout para POLR3A (KO).
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Figura 7.1. Expresiéon de POLR3A en fibroblastos WRS y KO. A) Cuantificacion de la
expresion génica de POLR3A por RTqPCR. B) Analisis de expresion de la proteina
codificada por el gen POLR3A por western blot. C) Inmunofluorescencia de la subunidad
A de la RNA polimerasa lll. D) Cuantificacion del area de inmunorreactividad normalizada
de la subunidad A de la RNA polimerasa lll. (p<0.05*, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****).
En azul se muestran tefidos los nucleos con DAPI; en verde se muestra el citoesqueleto,
detectado con Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, toxina fungica que tiene alta afinidad por la F-
actina; en rojo se muestra POLR3A. En los recuadros se muestra una ampliacion del patrén
de expresion nuclear y citoplasmatico para los fibroblastos WRS.

Se encontraron que los niveles de POLR3A a nivel de mRNA, dirigido a la deteccion de la
forma silvestre (WT), son ligeramente mas altos en WRS2 respecto al control, aunque no
hay diferencias significativas respecto a WRS1; los niveles para el grupo KO son
significativamente inferiores respecto al control y a los pacientes WRS (p<0.0001) (Figura
7.1 A). En la Figura 7.1 B, se muestra la deteccién de los niveles de proteina de POLR3A
por western blot, normalizados respecto a los niveles de B-actin. Se encontré una ligera
reduccion en los niveles de POLR3A en WRS2 respecto a WRS1 (p<0.05) pero sin
diferencias significativas respecto al control; para el grupo KO se observa el mismo patrén
de reduccién en la expresion comparado con los otros grupos. En la Figura 7.1 C, se
determind la expresion a nivel espacial de la subunidad A de la Polimerasa Il (rojo) en los
fibroblastos a partir del co-marcaje de los nucleos con DAPI (azul) y el citoplasma con
Phalloidin (verde). Se encontré que los niveles de area inmunorreactiva para WRS1 y
WRS2 fueron significativamente mayores respecto al control (p<0.0001) mientras que para
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los fibroblastos KO fueron indetectables (p<0.001) (Figura 7.1 D). En los fibroblastos
control se observa que el marcaje de POLR3A es predominantemente nuclear a diferencia
de los fibroblastos WRS que tienen un patrén mayormente citoplasmatico (Figura 7.1, C).

7.2 Genes transcritos por RNA polimerasa lll

Luego de haber analizado los cambios en la expresion y en la localizacién general de
POLRS3A, se evalud la potencial afectacion funcional del complejo RNA polimerasa llI
mediante la expresion de algunos de sus transcritos constitutivos para los tres promotores
que reconoce en conjunto con otros factores de transcripcién. La RNA polimerasa li
transcribe una gran variedad de RNAs no codificantes (hcRNAs) segun los tres tipos de
promotores que contengan los genes diana. Se emplearon el RNA ribosomal 5S (5S rRNA)
para el promotor tipo |, el isoaceptor RNA de transferencia para leucina CAA (tRNA-Leu)
para el promotor tipo Il, y el RNA regulador de la transcripcion 7SK, para el promotor tipo
Il mediante analisis de expresion por RT-qPCR.
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Figura 7.2. Alteracion en la expresion de los genes transcritos por la RNA Polimerasa
lll. Cuantificacion de los transcritos por RTqQPCR de A) 5S rRNA, B) tRNA-Leucina CAA 'y
C) 7SK RNA. Los datos se normalizaron respecto al gen constitutivo B-actin. (p<0.05*, p<
0.01**, p<0,001***, p<0,0001****).

En la Figura 7.2 A, se ilustran los niveles de expresion relacionados con el promotor tipo
I, donde se observa que tanto los fibroblastos WRS como los fibroblastos KO tienen una
reduccion significativa en los niveles de 5S rRNA respecto al control (p<0.01 y p<0.001).
Para el promotor tipo Il, se encontrd que la expresion del isoaceptor de Leucina CAA para
los fibroblastos WRS esta aumentada alrededor del doble de veces respecto al control
(p<0.0001), mientras que para los fibroblastos KO esta disminuido alrededor de la mitad
de la expresién respecto al control (p<0.001) (Figura 7.2 B). Por ultimo, en la Figura 7.2
C, se muestran los resultados para el promotor tipo Ill, donde se puede ver que no hay
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diferencias significativas en los niveles de expresion de 7SK RNA en los fibroblastos KO
respecto al control, aunque hay una reduccion considerable. Por otra parte, en los
fibroblastos WRS se encontré el mismo patrén de sobreexpresion como aquellos
transcritos regulados por el promotor tipo Il respecto al control, llegandose a detectar hasta
alrededor de tres veces la expresion de los fibroblastos control (p<0.01 y p<0,001).

7.3 RNA seq

7.3.1 Identificacion de DEGs

Los datos de conteos de expresion de mRNA de los fibroblastos de pacientes WRS, KO y
control fueron empleados para analizar e identificar los DEGs usando como criterios valor
P ajustado < 0.05 y |log2foldchange (fc)| =2 1. En cuanto a los perfiles de expresion de los
fibroblastos WRS comparado con el control, fueron identificados un total de 592 DEGs del
conjunto de datos de WRS1, de los cuales 355 fueron regulados al alta (upregulated
Differential Expressed Genes (UDEGs)) y 237 regulados a la baja (downregulated
Differential Expressed Genes (dDEGSs)) (Figura 7.3 A y B). Para el conjunto de datos
WRS2, un total de 984 DEGs fueron encontrados del analisis, los cuales consisten en 630
uDEGs y 354 dDEGs comparado con el control (Figura 7.3 C y D). Por otra parte, en la
Figura 7.3 Ey F, se ilustran 13927 DEGs que comprendian 4071 regulados al alta y 9856
regulados a la baja para el conjunto de datos KO.
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Figura 7.3. Analisis de expresion diferencial para el conjunto de datos WRS1, WRS2
y KO. A) Volcano Plot del conjunto de datos WRS1 donde se muestran 592 DEGs (puntos
rojos), de los cuales 355 estaban regulados al alta (log2FoldChange cuadrante positivo) y
237 regulados a la baja (log2FoldChange cuadrante negativo). B) Heatmap de los perfiles
transcripcionales de los DEGs para el conjunto de datos WRS1(Log2Foldchange entre -2
y 2, donde genes regulados a la baja se muestran en escala de color azul y genes
regulados al alta se muestran en escala de color rojo). C) Volcano Plot del conjunto de
datos WRS2 donde se identifican 984 DEGs, que comprenden 630 uDEGs y 354 dDEGs.
D)Heatmap de los perfiles transcripcionales de los DEGs para el conjunto de datos WRS2.
E) Volcano Plot del conjunto de datos KO donde se muestran 13927 DEGs, de los cuales
4071 son uDEGs y 9856 son dDEGs. F) Heatmap de los perfiles transcripcionales de lo
DEGs para el conjunto de datos KO. dDEGs = downregulated differentially expressed
genes, UDEGs = upregulated differentially expressed genes.

Adicionalmente, se determinaron 147 genes diferencialmente expresados compartidos
entre las tres condiciones (Figura 7.4 A). En cuanto al conjunto de datos WRS1-WRS2,
204 DEGs se encontraron en comun presentando un patron de expresion similar en las
dos condiciones, con genes mayoritariamente regulados al alta (Figura 7.4 B), y 57
exclusivos de la condicion WRS con relacion al grupo KO. Respecto a la interseccioén entre
WRS1-KO y WRS2-KO, 453 y 660 DEGs respectivamente, fueron encontrados en comun,
siendo 306 exclusivos entre WRS1-KO y 513 entre WRS2-KO, con un patrén de expresion
predominantemente a la baja en el grupo KO (Figura 7.4 B).
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Figura 7.4. Analisis de expresion de genes compartidos entre WRS1, WRS2 y KO. A)
Diagrama de Venn que ilustra los DEGs compartidos entre los conjuntos de datos WRS1,
WRS2 y KO. B) Heatmap de los perfiles transcripcionales de lo DEGs compartidos en las
tres condiciones.

En la Tabla 7.1, se muestran los diez genes con mayor significancia estadistica (padj) para
los genes diferencialmente expresados compartidos en las tres condiciones con sus
respectivos valores de expresion (log2FoldChange). Se puede observar una mayor
tendencia de regulacion al alta de los genes y la mayoria de los perfiles de expresién para
cada gen son directamente proporcionales en las 3 condiciones. Adicionalmente, en la
columna Gene Biotype se puede identificar que la mayoria de los genes son codificantes
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para proteinas, aunque también hay otro tipo de genes no codificantes como pseudogenes,
procesados y no procesados, asi como RNAs largos no codificantes (INncRNA).

Tabla 7.1. Top 10 de los genes diferencialmente expresados compartidos en las tres
condiciones. El identificador (Gene Name) y la descripcién de los genes (Description) se
incluyen en la tabla. Los DEGs estan ordenados segun el valor p ajustado (padj) por
pruebas multiples (correccion FDR).

Gene Name log2FoldChange padj WRS1 log2FoldChange padj WRS2 log2FoldChange padj KO Description Gene Biotype
WRS1 WRS2 KO
AC243919.1 4,9284 3,5557,E-55 59771 2,2829,E-39 6,1903 1,6252,E-33 ribosomal protein L9 pseudogene 9 transcribed processed
SMN2 -6,3147 2,7552,E-37 -1,3477 1,7646,E-06 -11,1430 5,8943,E-19 survival of motor neuron 2, centromeric p‘:zfel::ccgoz?:g
EPDR1 5,1372 6,3416,E-37 6,9236 5,4990,E-86 54452 4,3552,E-37 ependymin related 1 protein coding
IL20RB 4,5411 6,3416,E-37 5,3474 1,4239,E-38 -6,2047 1,8624,E-05 interleukin 20 receptor subunit beta protein coding
LMO7-AS1 -3,8731 4,1228,E-27 -3,2708 1,0241,E-08 -9,5279 1,3366,E-13 LMOT antisense RNA 1 IncRNA
VCAM1 3,7900 5,2135E-25 2,6048 2,3900,E-11 -3,8112 5,3781,E-03 vascular cell adhesion molecule 1 protein coding
GSTM1 9,5348 5,3710,E-24 9,4180 3,0657,E-21 7,0272 7.4131,E-11 glutathione S-transferase mu 1 protein coding
EDIL3 -3,3267 5,9965,E-21 -1,8269 1,0020,E-02 -1,1703 2,1412,E-03 EGF like repeats and discoidin domains 3 protein coding
PLPP2 4,9082 8,3264,E-20 5,6186 6,9056,E-19 -5,1784 3,1676,E-03 phospholipid phosphatase 2 protein coding
PSG4 -4,9872 9,4583,E-20 -2,1508 4,1543,E-05 -12,7080 5,3541,E-22 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 4 protein coding

7.3.2 Analisis de Enriquecimiento Funcional

Enriquecimiento GO

Para conocer el significado bioldgico asociado al patron de expresidon masivo de los
transcritos, se llevé a cabo un analisis de enriquecimiento funcional. En primer lugar, se
hizo uso de la base de datos de Gene Ontology (GO) haciendo distincion de las tres
categorias principales: componente celular (CC), proceso biolégico (BP) y funcion
molecular (MF).

En la Figura 7.5 se muestran las redes de expresion de algunas de estos términos
enriquecidos, donde se observa que el tamaro del nodo central varia segun el numero de
DEGs que participan y conectado a este se muestran los genes con su respectivo perfil de
expresion génica segun el color indicado por la barra de fold change. Para el conjunto de
datos WRS1 (Anexo 2) se encontraron 15 términos de CC como matriz extracelular,
complejo de integrina, pericarion, complejo receptor de sefalizacion de la membrana
plasmatica y complejo de transportador transmembrana; 301 términos para BP como
morfogénesis embridnica, organizacion de la matriz extracelular, homeostasis de iones
metalicos y regulacion positiva de la produccion de citoquinas; y 38 términos para MF
como union a iones de calcio, actividad de citoquinas, actividad activadora de la
transcripcion de union al ADN, actividad de factores de crecimiento y actividad
metalopeptidasa (Figura 7.5 A, B y C, respectivamente).

Para el conjunto de datos WRS2 (Anexo 3) se obtuvieron para CC 61 términos como
cromosoma condensado, matriz extracelular, fibra polimérica del citoesqueleto, complejo
receptor y huso mitético; para BP 382 términos como homeostasis celular del ion calcio,
morfogénesis embridnica, organizacion de los microtubulos del citoesqueleto, division
nuclear, fisién de organelos y regulacion positiva de la cascada MAPK; y para MF 21
términos como unién a iones de calcio, actividad citoquina, actividad de factores de
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crecimiento, union a microtubulos y actividad inhibidora peptidasa (Figura 7.5 D, E y F,
respectivamente).

Por otro lado, para el conjunto de datos KO (Anexo 4), se identificaron 61 términos CC, en
las que se resaltan centro fibrilar, cuerpo nuclear, peroxisoma y cadena respiratoria; 54
términos BP como envejecimiento, organizacién de la cromatina, reparacion del DNA,
organizacion de la matriz extracelular y regulacion positiva de la actividad del factor de
transcripcion NF-kappa B; y 21 términos MF de las cuales se ilustran constituyente
estructural de la matriz extracelular, actividad NADH deshidrogenasa (ubiquinona), unién
a DNA especifica de secuencia de la region reguladora de la RNA polimerasa I, unién a
tRNA vy actividad transferasa de proteina-ubiquitina (Figura 7.5 G, H y |,
respectivamente).
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Figura 7.5. Mapas de redes de las subcategorias Gene Ontology (GO) enriquecidas
para el conjunto de datos WRS1, WRS2 y KO. Términos representativos de ontologia
geénica para el conjunto de datos WRS1 de los 15 obtenidos para (A) componente celular
(CC), 301 para (B) proceso biolégico (BP) y 38 para (C) funcion molecular (MF). Términos
representativos de ontologia génica para el conjunto de datos WRS2 de los 61 obtenidos
para (D) CC, 382 para (E) BP y 21 (F) para MF. Términos representativos de ontologia
génica para el conjunto de datos KO de los 61 para (G) CC, 54 para (H) BP y 21 para (l)
MF.

Enriquecimiento KEGG

Se empled la base de datos KEGG para comprender las vias de sefalizacion y procesos
bioldgicos en los cuales participan los genes obtenidos. Para el conjunto de datos WRS1
se obtuvieron 10 términos estadisticamente significativos (Tabla 7.2), entre los cuales se
ilustran en los mapas de redes los términos con altos conteos como las vias de
sefalizacion PI3K-Akt y Rap1, la interaccién matriz extracelular-receptor, el metabolismo
del retinol, respuesta inflamatoria entre otras vias asociadas a enfermedades como
cardiomiopatia arritmogénica ventricular derecha, artritis reumatoide (Figura 7.6 A).

Tabla 7.2. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos WRS1. El
identificador de la categoria KEGG (ID) y la descripcion (Description) de la via o término
enriquecido se incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relacion entre k/n, donde n
es el tamano de la lista de genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista
que estan anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucion del
background que consiste en M/N, donde N es el numero total de genes en la distribucion
de fondo (background) y M es el numero de genes dentro de la distribucién que estan
anotados en relacion al conjunto de genes de interés. p.adjust se refiere al valor p ajustado
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por pruebas multiples (correccion FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que
contribuyen a la categoria sobrerrepresentada.

ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
hsa04151 PI3K-Akt signaling pathway 20/207 273/5930 3,5412,E-02 20
hsa04015 Rap1 signaling pathway 15/207 176/5930 3,5412,E-02 15
hsa04080 Neuroactive ligand-receptor interaction 15/207 144/5930 1,1684,E-02 15
hsa05412 Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 10/207 59/5930 7,7549,E-03 10
hsa05323 Rheumatoid arthritis 10/207 74/5930 1,4037,E-02 10
hsa04512 ECM-receptor interaction 9/207 68/5930 2,2638,E-02 9
hsa05146 Amoebiasis 9/207 75/5930 3,5412,E-02 9
hsa05134 Legionellosis 8/207 51/5930 1,7153,E-02 8
hsa05144 Malaria 7/207 34/5930 1,1684,E-02 7
hsa00830 Retinol metabolism 5/207 25/5930 3,7797,E-02 5

Para WRS2, se determinaron 9 términos estadisticamente significativos (Tabla 7.3) dentro
de los cuales se encuentran los términos con mayor numero de conteos como via de
sefalizacién PI3K-Akt, interaccion citoquina-receptor de citoquina, interacciéon receptor-
matriz extracelular, moléculas de adhesion celular, entre otras categorias relacionadas con
el metabolismo del acido araquidénico, el metabolismo del retinol y la biosintesis de O-
glicanos tipo mucina (Figura 7.6 B).

Tabla 7.3. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos WRS2. El
identificador de la categoria KEGG (ID) y la descripcion (Description) de la via o término
enriquecido se incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relacion entre k/n, donde n
es el tamano de la lista de genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista
que estan anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucion del
background que consiste en M/N, donde N es el numero total de genes en la distribucion
de fondo (background) y M es el numero de genes dentro de la distribucién que estan
anotados en relacion al conjunto de genes de interés. p.adjust se refiere al valor p ajustado
por pruebas multiples (correccion FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que
contribuyen a la categoria sobrerrepresentada.

ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
hsa04151 PI3K-Akt signaling pathway 31/345 286/6077 2,3457 E-02 3
hsa04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 23/345 180/6077 1,7822, E-02 23
hsa04514 Cell adhesion molecules 15/345 106/6077 2,7972 E-02 15
hsa04512 ECM-receptor interaction 12/345 7116077 2,7972,E-02 12
hsa00590 Arachidonic acid metabolism 10/345 35/6077 4,3788,E-03 10
hsa04610 Complement and coagulation cascades 10/345 54/6077 2,7972,E-02 10
hsa00512 Mucin type O-glycan biosynthesis 8/345 28/6077 1,5878,E-02 8
hsa04913 Ovarian steroidogenesis 8/345 37/6077 2,7972,E-02
hsa00830 Retinol metabolism 7/345 28/6077 2,7972,E-02 7

Finalmente, para el conjunto de datos KO, se identificaron 37 términos representativas
(Tabla 7.4), entre los cuales se ilustran en el mapa de redes: autofagia, senescencia
celular, carcinogénesis quimica-especies reactivas de oxigeno, fosforilacién oxidativa y via
de senalizacion MAPK (Figura 7.6 C). Asimismo, también se encontraron términos como
vias de neurodegeneracion en multiples enfermedades, via de senalizacion TNF, via de
sefalizacién del receptor similar a NOD, proteoglicanos en cancer, infecciones virales,
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adhesion focal, metabolismo de nucleétidos, resistencia al inhibidor de la tirosina quinasa
del EGFR, entre otros términos relacionados con diversas condiciones patolégicas.

Tabla 7.4. Términos KEGG enriquecidos para el conjunto de datos KO. El identificador
de la categoria KEGG (ID) y la descripcion (Description) de la via o término enriquecido se
incluyen en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relacion entre k/n, donde n es el tamafo de
la lista de genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista que estan
anotados en el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucion del background que
consiste en M/N, donde N es el niumero total de genes en la distribucion de fondo
(background) y M es el numero de genes dentro de la distribucién que estan anotados en
relacién al conjunto de genes de interés. p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas
multiples (correccién FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que contribuyen
a la categoria sobrerrepresentada.

ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
hsa05168 Herpes simplex virus 1 infection 379/3932 495/8156 1,9644,E-37 379
hsa05022 Pathways of neurodegeneration - multiple diseases 268/3932 476/8156 4,7097,E-03 268
hsa05010 Alzheimer disease 214/3932 384/8156 2,5532,E-02 214
hsa05165 Human papillomavirus infection 191/3932 331/8156 7,3261,E-03 191
hsa04010 MAPK signaling pathway 179/3932 294/8156 8,2009,E-04 179
hsa05012 Parkinson disease 150/3932 266/8156 4,7977,E-02 150
hsa04714 Thermogenesis 141/3932 232/8156 4,2166,E-03 141
hsa05208 Chemical carcinogenesis - reactive oxygen species 140/3932 223/8156 8,2009,E-04 140
hsa05415 Diabetic cardiomyopathy 133/3932 203/8156 1,2977,E-04 133
hsa05166 Human T-cell leukemia virus 1 infection 131/3932 222/8156 1,6311,E-02 131
hsa05205 Proteoglycans in cancer 125/3932 205/8156 4,7097,E-03 125
hsa04510 Focal adhesion 123/3932 201/8156 4,7097,E-03 123
hsa05225 Hepatocellular carcinoma 109/3932 168/8156 9,3377,E-04 109
hsa04360 Axon guidance 108/3932 182/8156 2,7162,E-02 108
hsa04621 NOD-like receptor signaling pathway 108/3932 184/8156 3,5885,E-02 108
hsa04932 Non-alcoholic fatty liver disease 98/3932 155/8156 4,7097,E-03 98
hsa04218 Cellular senescence 93/3932 156/8156 3,6713,E-02 93
hsa04261 Adrenergic signaling in cardiomyocytes 90/3932 150/8156 3,5885,E-02 90
hsa00190 Oxidative phosphorylation 87/3932 134/8156 4,3048,E-03 87
hsa04120 Ubiquitin mediated proteolysis 87/3932 142/8156 2,4349,E-02 87
hsa04210 Apoptosis 86/3932 136/8156 8,4734,E-03 86
hsa04140 Autophagy - animal 86/3932 141/8156 2,7162,E-02 86
hsa05418 Fluid shear stress and atherosclerosis 84/3932 139/8156 3,5885,E-02 84
hsa04668 TNF signaling pathway 7313932 112/8156 7,3948,E-03 73
hsa05145 Toxoplasmosis 69/3932 112/8156 4,3046,E-02 69
hsa04833 AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications 68/3932 100/8156 4,2166,E-03 68
hsa05414 Dilated cardiomyopathy 65/3932 96/8156 4,7097,E-03 65
hsa05410 Hypertrophic cardiomyopathy 60/3932 90/8156 9,9769,E-03 60
hsa05210 Colorectal cancer 58/3932 86/8156 8,4734,E-03 58
hsa01232 Nucleotide metabolism 55/3932 85/8156 3,2956,E-02 55
hsa05412 Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy 54/3932 77/8156 4,7097,E-03 54
hsa04146 Peroxisome 53/3932 82/8156 3,5885,E-02 53
hsa01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 5213932 79/8156 2,7162,E-02 52
hsa05133 Pertussis 49/3932 76/8156 4,9277,E-02 49
hsa01212 Fatty acid metabolism 40/3932 57/8156 2,0899,E-02 40
hsa05134 Legionellosis 39/3932 57/8156 3,56885,E-02 39
hsa00280 Valine, leucine and isoleucine degradation 37/3832 48/8156 4,3048,E-03 37
hsa03410 Base excision repair 26/3932 33/8156 1,6659,E-02 26
hsa00630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 24/3932 30/8156 1,9147 ,E-02 24

hsa00100 Steroid biosynthesis 17/3932 20/8156 3,5885,E-02 17
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Figura 7.6. Mapas de redes de las categorias KEGG sobrerrepresentadas para cada
conjunto de datos. Términos KEGG representativos de los 10, 9 y 37 estadisticamente
significativos obtenidos para el conjunto de datos (A) WRS1, (B) WRS2 y (C) KO,
respectivamente.

7.4 Analisis Nucleolar
7.4.1 Estructura Nucleolar

Para evaluar el estatus del nucleolo, se analizé la expresion de las proteinas estructurales
del nucleolo que se localizan en las diferentes subcapas por RTqPCR y Western Blot;
asimismo, se evalud la morfologia e integridad de los nucleolos para cada grupo a través
del analisis por inmunofluorescencia.
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Figura 7.7. Analisis de estructura nucleolar. Cuantificacién de la expresion génica de
los transcritos de: (A) POLR1A, (B) Fibrillarin y (C) NPM1 por RTgPCR. (D) Analisis de
expresion por western blot de las proteinas nucleolares y cuantificacion para (E) POLR1A,
(F) Fibrillarin y (G) NPM1. (H) Inmunofluorescencia de las proteinas Fibrillarin y NPM1. (1)
Cuantificacion del area de inmunoreactividad normalizada de las proteinas nucleolares.
(p<0.05*%, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****).

En la Figura 7.7 (A, B y C), se muestran los niveles de expresion de los transcritos para
la subunidad A de la RNA Polimerasa | (POLR1A), fibrilarina (Fibrillarin) y nucleofosmina
(NPM1), respectivamente. Con relacién al grupo control, se observa que el grupo WRS1
tiene un aumento significativo (p<0.05) en la expresion de POLR1A (Figura 7.7 A); el grupo
WRS2 tiene un leve incremento en POLR1A que no es estadisticamente significativo y el
grupo KO tiene una regulacién negativa (p<0.001). En (B) se observa que los niveles de
fibrilarina estan regulados al alta significativamente para los fibroblastos WRS (p<0.05),
mientras que no hay diferencias significativas en los fibroblastos KO respecto al control.
En (C) se muestra que los niveles de nucleofosmina para los grupos WRS son invariables,
pero para el grupo KO estan significativamente reducidos (p<0.0001).

Adicionalmente se determin6 por western blot la cuantificacion en los niveles de las
respectivas proteinas nucleolares (Figura 7.7 D-G). Se identifico que en las células WRS1
los niveles tanto de POLR1A como de fibrilarina, estan sobre-expresados respecto al
control, pero los de nucleofosmina estan disminuidos (Figura 7.7 E-G). Para el grupo
WRS2 y KO, se encontré un patrén similar de expresion de regulacion a la baja para las
tres proteinas nucleolares (Figura 7.7 E-G).
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Con el objetivo de visualizar la estructura nucleolar se cuantific6 el area de
inmunorreactividad normalizada respecto al control, de las proteinas fibrilarina vy
nucleofosmina (Figura 7.7 H-l). En cuanto, a los niveles de fibrilarina, que se distribuyen
en el componente denso fibrilar del nucleolo, se encontré6 que para WRS1 el area de
inmunomarcaje es significativamente mayor respecto al control (p<0,0001) y esta
ampliamente distribuida por el nucleo. De forma similar, el grupo WRS2 presenta mayores
niveles de inmunomarcaje (p<0,05) mientras que el grupo KO exhibe menores niveles de
distribucion nuclear (p<0,05) (Figura 7.7 1). Los niveles de nucleofosmina, que se son un
marcador del componente granular del nucleolo, muestran un area inmunorreactiva
significativamente mayor (p<0,001) para los fibroblastos de los pacientes WRS, mientras
que en el grupo KO el area esta significativamente reducida (p<0,05).

7.4.2 Precursores ribosomales

Teniendo en cuenta que las mutaciones en POLR3A y/o su ausencia podrian afectar
diferencialmente la cantidad relativa de los transcritos ribosomales 18S y 28S que son
sintetizados y procesados en el nucleolo, en la Figura 7.8, se muestra la cuantificacién de
los datos obtenidos por RTgPCR para estos precursores ribosomales. Por un lado, los
niveles de 18S detectados fueron significativamente menores para los grupos WRS2 y KO
comparados con el control (p<0.001) (Figura 7.8 A); mientras que los niveles de expresion
para 28S fueron similares en los grupos WRS, con una deteccion significativamente menor
respecto al control (p<0.0001), mientras que el grupo KO no presenta cambios
significativos (Figura 7.8 B).
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Figura 7.8. Desbalance en los niveles de expresion de precursores ribosomales.
Cuantificacion de los transcritos por RTqPCR de (A) 18S rRNA y (B) 28S. Los datos se
normalizaron respecto al gen constitutivo B-actin. (p<0.05%, p< 0.01**, p<0,001***,
p<0,0001****).
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7.5 Expresion de Marcadores de Senescencia

Celular

A lo largo del estudio de la senescencia celular se han determinado un amplio conjunto de
marcadores clasicos de senescencia celular que estan vinculados principalmente con la
regulacién del ciclo celular y otros con la alteracion del metabolismo, como el incremento
de la actividad lisosomal. En ese sentido, se evalud la expresion a nivel de mRNA de
algunos marcadores clasicos de senescencia celular a través de RTqPCR (Figura 7.9 A-

F).
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Figura 7.9. Andlisis de expresion de marcadores de senescencia celular.
Cuantificacion de los transcritos por RTqQPCR de (A) Mmdm2, (B) p53, (C) p21, (D) p16,
(E) RB1 y (F) GLB1. Los datos se normalizaron respecto al gen constitutivo B-actin.
(p<0.05%, p< 0.01**, p<0,001***, p<0,0001****).
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En la Figura 7.9 (A, By C), se muestran los niveles de expresion del eje MDM2/P53 y P21.
Se encontroé que los niveles de la ubiquitin ligasa MDM2, que regulan negativamente a p53
mediando su degradacion mediante el proteosoma, estan aumentados en los dos
pacientes (p<0.01), asi como P53 (p<0.0001). Sin embargo, se encontré que P21, una de
las dianas transcripcionales de P53 que codifica el inhibidor de la quinasa dependiente de
ciclina 1, esta aumentado significativamente en ambos pacientes (p<0.05 y p<0.0001). Las
células KO presentan una disminucién significativa en los niveles de P53, y no se
demostraron cambios en las proteinas MDM2 y P21.

Por otro lado, se evaluaron los transcritos de las proteinas supresoras tumorales de la via
P16/RB (Figura 7.9 D y E). P16 codifica una proteina que inhibe a CDK4 y CDK®6, quinasas
que en conjunto con las ciclinas D, fosforilan la proteina RB, liberando su accién represora
de la transcripcién sobre la familia de factores de transcripciéon E2F, los cuales permiten la
progresion del ciclo celular hacia la fase S. Se identificé que tanto P16 como RB1 estaban
reguladas al alta en ambos pacientes respecto al control (p<0.0001 y p<0.001), sugiriendo
que esta via represora del ciclo celular esta fuertemente activada. Para el grupo KO, RB1
estaba disminuido respecto al control (p<0.01).

Por ultimo, se evalud la expresién del gen GLB1 que codifica para la enzima lisosomal 3-
galactosidasa (Figura 7.9 F). Se determiné que no hay cambios en el grupo KO respecto
al control, mientras que la expresion es significativamente mayor en los fibroblastos de los
dos pacientes (p<0,0001).
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8.Discusion

Estudios previos han descrito mutaciones compuestas en el gen POLR3A como
responsables del fenotipo WRS en los pacientes. Estas mutaciones pueden ser tanto
intrénicas como exodnicas, del mismo modo que causan mutaciones por desplazamiento
del marco de lectura (frameshift), sin sentido (non-sense), que resultan en un codén de
parada, y con cambio de sentido (missense), en el que se sustituye el residuo de
aminodacido (Paolacci et. al. 2018; Lessel et. al, 2018; Jay et al., 2016). En este estudio, el
analisis del gen POLR3A se llevd a cabo en fibroblastos de dos pacientes cuyas
mutaciones han sido reportadas en la literatura (Paolacci et. al. 2018; Lessel et. al, 2018).
La paciente WRS1 presenta una mutacién monoalélica en la posicién ¢.3772_3773 que
provoca una delecion del par de nucleétidos CT provocando el cambio del residuo de
aminoacido Leu1258 a Gly1258*. Simultdneamente, esto produce un cambio en el marco
de lectura que genera un codon de parada temprano 12 residuos corriente abajo del sitio
de la mutacion. El resultado es una proteina mutante que ha perdido la ultima parte de su
dominio 5’ y tiene una nueva secuencia en sus ultimos 11 aminoacidos. Esta mutacién
conduce a un cambio en las interacciones con las otras subunidades del complejo de RNA
polimerasa lll, que son mediados por residuos de aminoacidos altamente conservados,
como se ha reportado previamente por analisis in silico (Baez-Becerra et al., 2020). En el
caso de la paciente WRS2, la mutacién con cambio de sentido ¢.3G>T (p. Met1?) afecta
el codon de inicio de la traduccion, el cual conduciria a una traduccion ausente. Sin
embargo, de acuerdo con la presencia de tripletes ATG cascada abajo, existen 4
potenciales sitios de iniciacidon con sus respectivos codones de parada, que producirian
proteinas con distinto marco de lectura y truncadas hacia los dos extremos
(https://atgpr.dbcls.jp/).

Previamente se habia reportado que los fibroblastos de los pacientes exhiben niveles de
transcripcién de POLR3A WT sin diferencias respecto al control (Baez et al., 2020;
Velasquez, 2019). Para los niveles de proteina detectados por western blot, se han
reportado niveles de expresion variables. Por una parte, Baez et al. (2020) reportaron la
sobreexpresion de POLR3A en el grupo WRS1, mientras que Velasquez (2019) muestra
una disminucion en ambos pacientes respecto al control. En contraste, el presente trabajo
muestra que no hay diferencias significativas aunque hay una tendencia hacia mayores
niveles de expresién para WRS1 y menores para WRS2. Adicionalmente, los analisis de
inmunofluorescencia para POLR3A, coinciden con el mismo comportamiento para ambos
pacientes, en el que la deteccidon por microscopia tiene una marcaciéon nuclear y
citoplasmatica. Lo anterior, puede estar asociada a la pérdida de la secuencia de
reconocimiento de sefial detectada por las importinas, la cual permite que la proteina
ingrese al nucleo donde realiza su funcién, resultando en la acumulacion en la periferia del
nucleo y el citosol. Estudios realizados en la linea celular HeLa en los que se evaluaron
mutaciones de POLR3A y POLR1C en el contexto de la leucodistrofia hipomielinizante
(HDL), muestran la alteracion en el ensamblaje del complejo RNA Polimerasa lll, lo que
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conduce a una acumulacion de las subunidades mutadas en el citoplasma y una
disminucion de la unién de RNA Polimerasa lll en la mayoria de los genes diana (Choquet
et al, 2017; Thiffault et al., 2015). Aproximaciones experimentales mas recientes han
empleado CRISPR-Cas9 para el estudio de genes con funcion desconocida o en un
contexto patogénico por pérdida de funcion (Wang et al., 2014; Shalem et al., 2014). El
modelo de disrupcion génica de POLR3A (grupo KO) es el primero en evaluarse en
fibroblastos humanos. Se ha reportado la introduccién de mutaciones puntuales
monoalélicas en POLR3A, relacionadas con HDL, a través del sistema CRISPR-Cas9 en
células HEK293 mas no de pérdida de funcién total (Choquet et al., 2019). Choquet y
colaboradores (2017), desarrollaron un modelo de raton KO bialélico para POLR3A que
fue embrionariamente letal. Adicionalmente, desarrollaron un heterocigoto compuesto con
un alelo noqueado y otro con una mutacién de HDL (KI/KO), que fueron viables, fértiles y
no tenian diferencias significativas en los niveles de expresion de los transcritos de RNA
Polimerasa lll en el cerebro. Esto puede sugerir que la funcién de POLR3A puede ser mas
importante en etapas del desarrollo embrionario y que afecta a unos tejidos con mayor
magnitud que a otros.

En principio, tanto las mutaciones descritas en los pacientes (WRS) como la pérdida de
expresion de POLR3A (KO), conducen a una desregulacion diferencial en la union a los
promotores de los genes diana de la RNA Polimerasa lll y su actividad transcripcional. Los
altos niveles del isoaceptor tRNA-Leu-CAA indican una desregulacion del promotor tipo Il,
comportamiento que ha sido relacionado al cancer (Gingold et al., 2014). Otro estudio
reporté para una mutacion en POLR3A, en pacientes con un fenotipo inusual de afectaciéon
en el estriado, un patréon opuesto de reduccion en los niveles de expresion de diferentes
isoaceptores de tRNAs y un aumento en los niveles de 5S RNA, atribuyéndolo a una
respuesta compensatoria (Azmanov et al., 2016). El aumento del RNA 7SK puede tener
un efecto negativo sobre la transcripcion de los mMRNAs, mediada por la RNA Polimerasa
II, al reprimir el factor de elongacion de la transcripcion P-TEFb, el cual estimula la
elongacién a través de la fosforilacion. 7SK junto con otras proteinas antagonizan a P-
TEFb mediante el secuestro de este en una ribonucleoproteina cataliticamente inactiva
(7SK RNP) (Markert et al., 2008).

Por otra parte, se ha descrito que mutaciones en POLR3A alteran su capacidad para
interactuar con el DNA, causando por lo tanto una alteracién drastica de su funcion
transcripcional (Bernard et al., 2011; Paolacci et al., 2018). Para evaluar el efecto de las
mutaciones en POLR3A del presente estudio y su ausencia, se realizd el analisis de
expresion diferencial mediante RNAseq. Los genes diferencialmente expresados en los
dos pacientes WRS y el grupo KO fueron analizados, observandose un patrén
transcripcional relativamente distinto debido a la heterogeneidad alélica entre los
pacientes. Sin embargo, también se encontré un conjunto de genes compartido intrinseco
a la condicion fenotipica del WRS y comunes a los tres conjuntos de datos. Si bien la RNA
Polimerasa lll no esta directamente involucrada en la regulacion de la transcripcion de
mMRNAs, los resultados obtenidos sugieren que la alteracion en su subunidad catalitica
afecta de forma significativa e indirectamente, el perfil transcripcional de genes codificantes
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de proteinas. Estos participan en una amplia gama de procesos bidlogicos que se pueden
agrupar, de forma general, en tres grandes categorias como la regulacion de la respuesta
inmune e inflamatoria, la regulacion de procesos de morfogénesis y desarrollo embrionario
relacionada a distintos tejidos, y procesos relacionados con el metabolismo celular. Esto
es muy relevante dado que recientemente se ha resaltado la importancia de un
comportamiento sistémico de inflamacion crénica y de respuesta inmune sostenida,
definida en inglés como inflammaging o inflamacion intrinseca al envejecimiento y a
enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Franceschi et al., 2018). En este
fendmeno, estan involucrados varios mecanismos celulares y moleculares incluyendo la
senescencia celular, la disfuncién mitocondrial, la afectacién en la autofagia y la mitofagia,
la activacion del inflamosoma, la desregulacion del sistema ubiquitin-proteosoma, la
activacion de la respuesta al dano del DNA, asi como la activacion de sensores que
desencadenan la inflamacién como los receptores similares a NOD vy los similares a TOL
(Vitale et al., 2013); todos estos sobrerrepresentados en el grupo KO. Sumado a ello, el
analisis de vias KEGG revel6 que tanto en WRS1 como en WRS2 estaban enriquecidos la
ruta de sefializacion PI3K-Akt, la interaccidon del receptor con la matriz extracelular (ECM)
y metabolismo del retinol. A nivel celular, se mencioné previamente el hallmark asociado a
la senescencia celular SASP. Este se caracteriza por la elevada sintesis y secrecion de
citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento y factores remodeladores de la ECM
(Coppé et al., 2010). Adicionalmente, aunque no se conoce completamente la relacién
entre la ECM vy la senescencia celular, se ha reportado que esta se asocia con cambios
tanto en los componentes de la matriz extracelular como en la expresion y secrecion de
enzimas remodeladoras (Campisi, 1998; Levi et al., 2020). Cabe destacar que las células
mesenquimales, en particular los fibroblastos en transito, son los responsables de la
produccion y el mantenimiento de la ECM dentro de los tejidos a lo largo de la vida
(Blogland et al., 2020). En ese sentido, se ha propuesto que los productos de secrecion de
las células senescentes pueden interactuar y modificar esta estructura periférica de las
células (Levi et al.,, 2020). Por otro lado, multiples estudios han reportado que la via
PI3K/Akt es un regulador de la senescencia celular, incluso mediando el proceso
independiente al dafo al DNA (Breitschopf et al., 2001; Astle et al., 2012; Li et al., 2017).
Comparado con el sindrome progeroide mas estudiado, la progeria de Hutchinson-Gilford,
Csoka et al. (2004) compararon los patrones de expresion génica de fibroblastos de
pacientes HGPS respecto al control y encontraron que los genes diferencialmente
expresados mas destacados codifican para factores de transcripcion y proteinas de la
ECM, muchas de las cuales se sabe que funcionan en los tejidos gravemente afectados
en este sindrome progeroide (Csoka et al., 2004). Los fibroblastos HGPS presentan una
alta expresion de proteinas de la ECM y una expresion baja de las enzimas de
remodelacion de esta, lo que puede dar lugar a una acumulacion anémala de la misma
(Gonzalo et al., 2017). En consonancia con lo anterior, la sefalizacion MAPK estuvo
sobrerrepresentada en los tres conjuntos de datos. Las MAPK regulan una amplia variedad
de procesos celulares en respuesta a estimulos, incluidos la proliferacion, la diferenciacion,
la apoptosis y la respuesta al estrés; y abarcan una gran cantidad de quinasas, de las
cuales las mas conocidas son las ERK (1y 2), las p38 (a, B, yy 8) y las JNK (1, 2 y 3)
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(Plotnikov et al., 2011). Se ha reportado que estas, en primer lugar, regulan los inhibidores
de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que permiten la detencién indefinida del
ciclo celular, mediando el aumento de la produccion de p21y p16 (Xu et al., 2016; Anerillas
et al., 2020); en segundo lugar, median transcripcionalmente la produccion y secrecion de
factores SASP por vias dependientes e independientes de NF-kB (Freund et al., 2011;
Herranz et al., 2015); y en tercer lugar, son esenciales para sostener el fenotipo anti-
apoptético que garantiza la supervivencia de las células senescentes (Yosef et al., 2017).
En cuanto al metabolismo del retinol, se conoce que los retinoides son necesarios para un
gran numero de procesos bioldgicos, en particular, en embriogénesis, reproduccion, vision,
crecimiento, inflamacion, diferenciacion, proliferacion y apoptosis (Mukherjee et al., 2016).
Sin embargo, la relacion de los retinoides enddégenos con el envejecimiento no es
completamente clara. Se ha reportado que la administracién tépica de retinol durante 7
dias redujo la expresion de MMP (metaloproteinasa de la matriz), colagenasa y gelatinasa
con un aumento en el crecimiento de fibroblastos y la sintesis de colageno en las muestras
de tejido estudiadas; sugiriendo que el retinol deberia ser eficaz en el tratamiento del
envejecimiento y el fotoenvejecimiento (Varani et al., 2000). VCAM1, uno de los genes
diferencialmente expresados de mayor valor estadistico y expresion al alta en los
pacientes. Recientemente fue reportado como un marcador detrimental del envejecimiento
en un estudio de GWAS en una poblacién europea (Timmers et al., 2022). VCAM1 es una
glicoproteina de adhesién celular localizada predominantemente en las superficies de las
células endoteliales y su expresion aumenta en respuesta a sefnales inflamatorias, que
median la adhesion y la transduccion de leucocitos a través de las paredes endoteliales
(Kong et al., 2018). Adicionalmente, se ha reportado que los niveles de VCAM1 detectados
en sangre aumentan con la edad tanto en humanos como en ratones (Yousef et al., 2019).

ElI rRNA 58S, cuyo gen tiene un promotor tipo | para la RNA Polimerasa Ill, hace parte de la
subunidad grande de los ribosomas eucariotas (60S), se localiza entre la union con la
subunidad pequena (40S) y forma parte de la protuberancia central, complejo
ribonucleoprotéico especializado en la sintesis de proteinas (Ciganda & Williams, 2011).
La reduccion en los niveles de 5S rRNA tanto en los pacientes WRS como en el grupo KO,
asi como la alteracion en los de las subunidades ribosomales 18S y 28S, sugieren una
grave afectacion en la biogénesis ribosomal y, por lo tanto, en la sintesis general de
proteinas. A nivel estructural, se observa un comportamiento de alteracién en la expresion
de los componentes, asi como en la morfologia del nucleolo. Ademas, las alteraciones en
las funciones candnicas como la sintesis de ribosomas, conducen a un estado denominado
como el estrés del nucléolo, que conllevan al arresto del ciclo celular e induccion de
senescencia celular asociado a la activacion de p53 (Boulon et al., 2010). Recientemente,
varios reportes han involucrado proteinas asociadas al nucleolo con el proceso de
senescencia celular. En uno de ellos, Buchwalter y colaboradores reportaron que la
disminucion a la baja en la expresion de los componentes nucleoalres se asocia con la
disminucion en la proliferacion celular, induccién de senescencia celular, incremento en el
area nucleolar y disminucion en el numero de nucléolos (Buchwalter & Hetzer, 2017). Se
ha reportado que en pacientes con HGPS hay un aumento en el area promedio nucleolar
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por célula, lo que se relaciona con una mayor demanda de sintesis de proteinas
(Buchwalter & Heltzer, 2017).

Los fibroblastos WRS exhibieron un proceso de senescencia celular incipiente revelado
por el incremento en la transcripcién de marcadores clasicos como P16, RB, P53, P21 y
GLB1. Recientemente se reportd este fenotipo senescente mediante el incremento en la
tincion de B-galactosidasa in situ, los niveles incrementados de la proteina P16 y el
acortamiento de los telémeros en pasajes tardios (PD 36), todo esto acompanado con el
incremento al dano al DNA detectado por los niveles de las proteinas pP53(Ser15) y
pH2AX(Ser139) (Baez et al., 2020).



9.Conclusiones y recomendaciones
9.1 Conclusiones

Las mutaciones en el gen POLR3A de los fibroblastos WRS analizados, asi como la
disrupcion génica del mismo (KO), provocan la desestabilizacién del complejo de la RNA
polimerasa lll, lo que conlleva una desregulacion en la transcripcion de sus genes diana.
Los genes diferencialmente expresados en cada conjunto de datos fueron filtrados y
analizados segun criterios de exclusion estadistica y biolégica. Se realizé un analisis de
enriquecimiento funcional utilizando las bases de datos GO y KEGG, revelando la
afectacion de multiples vias de sefalizacion, especialmente aquellas relacionadas con la
supervivencia celular, la interaccion del receptor con la matriz extracelular, la regulacion
de la respuesta inflamatoria y el metabolismo del retinol. Se observé una mayor area de
inmunoreactividad de los componentes nucleolares en los fibroblastos WRS, mientras que
el grupo KO mostré una reduccion, lo que sugiere la presencia de distintos eventos de
estrés nucleolar. Los patrones de expresion a nivel transcripcional y traduccional de los
marcadores para cada uno de los componentes nucleolares revelaron un desequilibrio
relacionado con la alteracion en los niveles de los precursores ribosomales, evaluados
mediante los precursores 18S, 28S y 5S. Esto indica una afectacién en el proceso de
biogénesis ribosomal y posiblemente en la sintesis global de proteinas. Por ultimo, se
encontré que las mutaciones en los fibroblastos WRS inducen una regulacién al alza de la
transcripcién de genes inhibidores del ciclo celular, como P53/P21 y P16/RB, asi como la
transcripciéon de la enzima lisosomal 3-galactosidasa, que son marcadores clasicos de la

senescencia celular.

Este estudio proporciona hallazgos valiosos para comprender la biologia celular y
molecular del WRS, asi como identificar posibles rutas implicadas en la alteracion funcional

de POLR3A que resulta en el fenotipo de envejecimiento prematuro. El modelo de pérdida
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de funcién de POLR3A (KO) amplia nuestro conocimiento sobre las funciones que puede
ejercer indirectamente el complejo de la RNA Polimerasa Il al perder las interacciones con
los diferentes promotores y genes diana. Esto provoca una desregulacién abrupta en el
perfil transcriptomico de genes que participan en diversos componentes celulares,

procesos biolégicos y funciones moleculares.

9.2 Recomendaciones

Considerando la alteracion en los niveles de expresion de los transcritos del complejo RNA
Polimerasa lll, se recomienda llevar a cabo los analisis de expresion diferencial sobre los
RNAs no codificantes (hcRNA-seq), para detectar los niveles de los transcritos directos de
la polimerasa Il como tRNAs, snRNAs, snoRNAs y miRNAs. Adicionalmente, se
recomienda realizar otro tipo de experimentos, como RT-qPCR, para validar la expresion
de algunos DEGs de interés identificados en el presente estudio. Con base en los
resultados de los perfiles transcriptomicos y en los analisis de enriquecimiento funcional,
se sugiere estudiar la estructura y funcién de la matriz extracelular, las vias de sefalizacién
relacionadas con la inflamacion, por ejemplo, la via NF-kB, y su relacion con el fenotipo
secretor asociado a la senescencia (SASP). Adicional a ello, ahondar en las rutas de
supervivencia celular enriquecidas como PISK/AKT y MAPKs (ERK, P38 y JNK) con
relacién a la resistencia a la apoptosis y a la ausencia de respuesta ante factores de
crecimiento. Respecto al desbalance en los componentes nucleolares y algunos de los
precursores ribosomales, se recomienda el estudio de la sintesis global de proteinas, asi
como caracterizar en detalle la biogénesis ribosomal. Sumado a ello, se sugiere analizar
las subestructuras nucleolares con técnicas de microscopia de mayor resolucion (eg.
microscopia confocal 0 microscopia de dos fotones) para identificar con mayor precision

los componentes nucleolares y caracterizar el tipo de disrupcién nucleolar.
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10. Anexos

Anexo 1. Evaluacion de la transfeccion del plasmido Control CRISPR/Cas9 Plasmid
(gRNA Control) y los plamidos POLR3A CRISPR/Cas9 KO Plasmid y POLR3A HDR
Plasmid (KO). A) Microfotografias representativas de la deteccién de las proteinas
fluorescentes GFP y RFP en los grupos transfectados( KO y gRNA) en relacién al grupo
no transfectado (Control). B) Cuantificacion de la expresion génica de POLR3A por
RTgPCR. C) Analisis de expresion de la proteina codificada por el gen POLR3A por
western blot. D) Inmunofluorescencia de la subunidad A de la RNA polimerasa Il y
Cuantificacion del area de inmunorreactividad normalizada (p<0.05*, p< 0.01**,
p<0,001***, p<0,0001****).

A

DAPI

gRNA
Control

Control

KO
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Anexo 2. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos WRS1. El identificador
de la categoria GO (ID) y la descripcién (Description) del término enriquecido se incluyen
en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relacién entre k/n, donde n es el tamafio de la lista
de genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista que estan anotados en
el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucion del background que consiste en
M/N, donde N es el numero total de genes en la distribucion de fondo (background) y M es
el numero de genes dentro de la distribucion que estan anotados en relacion al conjunto

de genes de interés.

p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas multiples

(correccion FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que contribuyen a la
categoria sobrerrepresentada.

Cellular Component (CC)

ID
G0:0031012
G0:0062023
GO0:0098797
GO0:0098793
GO:0009897
G0:0034702
G0:1902495
GO:1990351
G0:0098802
G0:0043204
G0:0031225
G0:0008305
G0:0031094
G0:0043083
G0:0031092

Description
extracellular matrix
collagen-containing extracellular matrix
plasma membrane protein complex
presynapse
external side of plasma membrane
ion channel complex
transmembrane transporter complex
transporter complex
plasma membrane signaling receptor complex
perikaryon
anchored component of membrane
integrin complex
platelet dense tubular network
synaptic cleft
platelet alpha granule membrane

GeneRatio
43/472
35/472
29/472
28/472
18/472
171472
171472
17/472
13/472
12/472
11/472

5/472
4/472
4/472
4/472

BgRatio
394/13529
313/13529
387/13529
388/13529
203/13529
179/13529
192/13529
200/13529
127/13529
112/13529

95/13529
25/13529

11/13529

14/13529

15/13529

p.adjust
1,0679,E-08
2,1188,E-07
1,1990,E-02
1,7538,E-02
1,7538,E-02
1,7101,E-02
1,8631,E-02
2,0921,E-02
1,8631,E-02
1,8631,E-02
1,8631,E-02
3,8988,E-02
1,8631,E-02
3,3068,E-02
3,8988,E-02

Count
43
35
29
28
18
17
17
17
13
12

-
-

L L
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Biological Process (BP)

D
GO0:0048598
G0:0006935
G0:0042330
G0:0007268
GO0:0098916
GO:0099537
G0:0007610
G0:0051046
GO0:0001501
GO0:0030198
G0:0043062
G0:0051962
G0:1903530
GO:0007507
GO0:0048514
GO:0009617
G0:0043269
GO0:0044057
GO0:0010720
GO0:0009611
GO0:0050808
GO0:0007517
G0:0023061
G0:0050769
G0:0030900
G0:0060537
G0:0050804
G0:0099177
G0:0048568
GO0:0010975

Description
embryonic morphogenesis
chemotaxis
taxis
chemical synaptic transmission
anterograde trans-synaptic signaling
trans-synaptic signaling
behavior
regulation of secretion
skeletal system development
extracellular matrix organization
extracellular structure organization
positive regulation of nervous system development
regulation of secretion by cell
heart development
blood vessel morphogenesis
response to bacterium
regulation of ion transport
regulation of system process
positive regulation of cell development
response to wounding
synapse organization
muscle organ development
signal release
positive regulation of neurogenesis
forebrain development
muscle tissue development
modulation of chemical synaptic transmission
regulation of trans-synaptic signaling
embryonic organ development
regulation of neuron projection development

GeneRatio
39/442
38/442
38/442
37/442
37/442
37/442
36/442
36/442
34/442
33/442
33/442
33/442
33/442
33/442
33/442
31/442
31/442
30/442
30/442
30/442
29/442
28/442
28/442
28/442
27/442
27/442
27/442
27/442
271442
271442

BgRatio
476/12993
477/12993
479/12993
493/12993
493/12993
498/12993
433/12993
493/12993
425/12993
320/12993
320/12993
431/12993
457/12993
463/12993
495/12993
400/12993
460/12993
395/12993
450/12993
479/12993
330/12993
300/12993
389/12993
392/12993
292/12993
299/12993
335/12993
336/12993
353/12993
434/12993

p.adjust
3,1921,E-04
4,9529,E-04
4,9529,E-04
1,0849,E-03
1,0849,E-03
1,2356,E-03
4,7417,E-04
1,6908,E-03
9,0572,E-04
2,5272,E-05
2,5272,E-05
1,5393,E-03
3,4019,E-03
3,7831,E-03
8,2323,E-03
2,0347,E-03
9,3744,E-03
3,1826,E-03
1,1389,E-02
2,2912,E-02
8,4613,E-04
5,0344 E-04
7,8030,E-03
8,2323,E-03
7.7727 E-04
9,7434,E-04
3,1445,E-03
3,1445,E-03
5,1005,E-03
3,2375,E-02

Count
39
38
38
37
37
37
36
36
34
33
33
33
33
33
33
31
31
30
30
30
29
28
28
28
27
27
27
27
27
27
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GO:0055065
GO:0050727
GO:0014706
GO:0007389
GO:0072507
G0:0007423
GO:0001525
GO:0055074
GO:0045666
GO:0003013
G0:0032103
GO:0042060
GO:0006875
GO:0006874
GO:0050900
GO0:0072503
GO:0034329
GO:0008015
GO:0034762
GO:0003012
GO:0001503
G0:0032970
GO:0048732
GO:0048562
GO:0002237
GO:0001655
GO:0034765
GO:0050673
GO:0001819
GO:0070371
GO0:0003002
GO:0048638
GO:0050678
G0:0042493
GO0:0060485
G0:0032496
G0:0051047
G0:0031349
GO0:0042692
G0:0007204
G0:0051480
G0:0050890
G0:1903532
G0:0045165
G0:0007611
G0:0003007
G0:0021537
G0:0070372
G0:0072001
G0:0006936
G0:0010976
G0:0051271
G0:0097529
G0:1903522
G0:0048762
GO0:0060560
G0:0090596
GO0:0097485
G0:0008544
G0:0050729

metal ion homeostasis
regulation of inflammatory response
striated muscle tissue development
pattern specification process
divalent inorganic cation homeostasis
sensory organ development
angiogenesis
calcium ion homeostasis
positive regulation of neuron differentiation
circulatory system process
positive regulation of response to external stimulus
wound healing
cellular metal ion homeostasis
cellular calcium ion homeostasis
leukocyte migration
cellular divalent inorganic cation homeostasis
cell junction assembly
blood circulation
regulation of transmembrane transport
muscle system process
ossification
regulation of actin filament-based process
gland development
embryonic organ morphogenesis
response to molecule of bacterial origin
urogenital system development
regulation of ion transmembrane transport
epithelial cell proliferation
positive regulation of cytokine production
ERK1 and ERK2 cascade
regionalization
regulation of developmental growth
regulation of epithelial cell proliferation
response to drug
mesenchyme development
response to lipopolysaccharide
positive regulation of secretion
positive regulation of defense response
muscle cell differentiation

positive regulation of cytosolic calcium ion concentration

regulation of cytosolic calcium ion concentration
cognition
positive regulation of secretion by cell
cell fate commitment
learning or memory
heart morphogenesis
telencephalon development
regulation of ERK1 and ERK2 cascade
renal system development
muscle contraction
positive regulation of neuron projection development
negative regulation of cellular component movement
myeloid leukocyte migration
regulation of blood circulation
mesenchymal cell differentiation
developmental growth involved in morphogenesis
sensory organ morphogenesis
neuron projection guidance
epidermis development
positive regulation of inflammatory response

27/442
26/442
26/442
26/442
26/442
26/442
26/442
25/442
25/442
25/442
25/442
25/442
25/442
24/442
241442
24/442
24/442
24/442
24/442
23/442
23/442
23/442
23/442
22/442
22/442
22/442
22/442
22/442
221442
21/442
21/442
21/442
21/442
21/442
20/442
20/442
20/442
20/442
20/442
19/442
19/442
19/442
19/442
18/442
18/442
18/442
18/442
18/442
18/442
18/442
18/442
18/442
17/442
17/442
17/442
17/442
17/442
17/442
17/442
16/442

445/12993
258/12993
283/12993
331/12993
337/12993
415/12993
421/12993
306/12993
312/12993
374/12993
383/12993
389/12993
395/12993
297/12993
314/12993
321/12993
340/12993
356/12993
388/12993
315/12993
340/12993
342/12993
355/12993
228/12993
255/12993
271/12993
321/12993
321/12993
331/12993
229/12993
258/12993
261/12993
276/12993
302/12993
234/12993
245/12993
250/12993
272/12993
292/12993
198/12993
218/12993
223/12993
232/12993
161/12993
192/12993
196/12993
199/12993
211/12993
240/12993
243/12993
248/12993
257/12993
153/12993
183/12993
190/12993
194/12993
196/12993
221/12993
233/12993
101/12993

3,9169,E-02
4,7417 E-04
1,0093,E-03
4,6331,E-03
5,6049,E-03
3,4696,E-02
3,7605,E-02
3,7198,E-03
4,6331,E-03
2,2995,E-02
2,8033,E-02
3,1454,E-02
3,5253,E-02
5,3715,E-03
8,5715,E-03
9,9003,E-03
1,6476,E-02
2,3917,E-02
4,7279,E-02
1,4163,E-02
2,7437,E-02
2,8445,E-02
3,6631,E-02
1,5393,E-03
4,5294,E-03
7,8030,E-03
2,8444,E-02
2,8444,E-02
3,5253,E-02
3,3177,E-03
8,8108,E-03
9,3744,E-03
1,4309,E-02
2,9536,E-02
7,8030,E-03
1,0005,E-02
1,1389,E-02
2,2995 E-02
3,6631,E-02
3,7198,E-03
8,0651,E-03
9,3744,E-03
1,1389,E-02
1,5298,E-03
6,0473,E-03
7,2848,E-03
7,8030,E-03
1,1023,E-02
2,8236,E-02
3,0422,E-02
3,4817,E-02
4,2727,E-02
2,0455,E-03
8,1306,E-03
9,9003,E-03
1,1389,E-02
1,1720,E-02
2,8444 E-02
3,8599,E-02
3,1921,E-04

27
26
26
26
26
26
26
25
25
25
25
25
25
24
24
24
24
24
24
23
23
23
23
22
22
22
22
22
22
21
21
21
21

21

20

20

20
20
20
19
19
19
19
18
18
18
18
18
18
18
18
18
17
17
17
17
17
17
17
16
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GO0:0007416
G0:0070374
G0:0061138
G0:0007369
G0:0001763
G0:0060326
GO:0007411
GO:0048754
G0:0003205
G0:1904018
G0:0048738
GO:0009952
GO0:0090257
G0:0098742
G0:0048588
GO:0048705
GO:0048565
GO:0001704
GO0:0055123
GO:0007626
GO:0048736
GO0:0060173
GO:0050679
GO0:0030595
GO:0001505
GO:0009612
GO:0060047
GO0:0003206
GO:0010469
G0:0051048
G0:0035107
G0:0035108
G0:0045766
GO:0008016
G0:0048015
GO:0006836
G0:0048017
G0:1901888
G0:0015850

synapse assembly
positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade
morphogenesis of a branching epithelium
gastrulation
morphogenesis of a branching structure
cell chemotaxis
axon guidance
branching morphogenesis of an epithelial tube
cardiac chamber development
positive regulation of vasculature development
cardiac muscle tissue development
anterior/posterior pattern specification
regulation of muscle system process
cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules
developmental cell growth
skeletal system morphogenesis
digestive tract development
formation of primary germ layer
digestive system development
locomotory behavior
appendage development
limb development
positive regulation of epithelial cell proliferation
leukocyte chemotaxis
regulation of neurotransmitter levels
response to mechanical stimulus
heart contraction
cardiac chamber morphogenesis
regulation of signaling receptor activity
negative regulation of secretion
appendage morphogenesis
limb morphogenesis
positive regulation of angiogenesis
regulation of heart contraction
phosphatidylinositol-mediated signaling
neurotransmitter transport
inositol lipid-mediated signaling
regulation of cell junction assembly
organic hydroxy compound transport

16/442
16/442
16/442
16/442
16/442
16/442
16/442
15/442
15/442
15/442
15/442
15/442
15/442
15/442
15/442
15/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
14/442
13/442
13/442
13/442
13/442
13/442
13/442
13/442
13/442
13/442
131442
13/442
13/442

132/12993
142/12993
149/12993
153/12993
161/12993
210/12993
220/12993
124/12993
140/12993
154/12993
160/12993
161/12993
164/12993
184/12993
185/12993
188/12993
97/12993
104/12993
106/12993
144/12993
150/12993
150/12993
157/12993
159/12993
166/12993
168/12993
175/12993
100/12993
116/12993
120/12993
126/12993
126/12993
137/12993
153/12993
153/12993
156/12993
157/12993
160/12993
162/12993

1,5393,E-03
2,8518,E-03
3,7198,E-03
4,6331,E-03
6,9625,E-03
3,6253,E-02
4,7279,E-02
2,2453,E-03
5,3995,E-03
9,3744,E-03
1,1389,E-02
1,1720,E-02
1,3969,E-02
2,9536,E-02
3,0308,E-02
3,2978,E-02
1,0801,E-03
1,5393,E-03
1,6939,E-03
1,1720,E-02
1,6452,E-02
1,6452,E-02
2,2462,E-02
2,3369,E-02
3,0004,E-02
3,1454,E-02
3,9038,E-02
3,1531,E-03
7,8030,E-03
9,3744,E-03
1,1389,E-02
1,1389,E-02
1,9874,E-02
3,5253,E-02
3,5253,E-02
3,8599,E-02
3,9169,E-02
4,4112,E-02
4,7561,E-02

16
16
16
16
16
16
16
15
15
15
15
15
15
15
15
15
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
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GO:0032675
GO:0007498
G0:0097530
G0:0032635
GO0:0006937
G0:0030326
GO:0035113
GO:0007519
G0:0030879
G0:0007269
G0:0099643
G0:0060538
GO0:0048639
GO:0001659
G0:0021543
G0:0014033
G0:0032963
G0:0003231
GO:1903531
GO:0007612
GO:0042742
GO:0072006
G0:2000241
GO:0106106
G0:0120161
G0:1990845
G0:0001707
G0:0007422
G0:0048332
G0:0032755
G0:0014032
G0:0014031
GO0:0048864

regulation of interleukin-6 production
mesoderm development
granulocyte migration
interleukin-6 production
regulation of muscle contraction
embryonic limb morphogenesis
embryonic appendage morphogenesis
skeletal muscle tissue development
mammary gland development
neurotransmitter secretion
signal release from synapse
skeletal muscle organ development
positive regulation of developmental growth
temperature homeostasis
pallium development
neural crest cell differentiation
collagen metabolic process
cardiac ventricle development
negative regulation of secretion by cell
learning
defense response to bacterium
nephron development
regulation of reproductive process
cold-induced thermogenesis
regulation of cold-induced thermogenesis
adaptive thermogenesis
mesoderm formation
peripheral nervous system development
mesoderm morphogenesis
positive regulation of interleukin-6 production
neural crest cell development
mesenchymal cell development
stem cell development

12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
12/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
11/442
10/442
10/442
10/442
10/442
10/442
10/442
10/442

97/12993
101/12993
101/12993
104/12993
108/12993
108/12993
108/12993
118/12993
122/12993
123/12993
123/12993
124/12993
130/12993
137/12993
137/12993

75/12993

86/12993
102/12993
107/12993
108/12993
114/12993
114/12993
114/12993
115/12993
115/12993
122/12993

60/12993

62/12993

62/12993

67/12993

68/12993

70/12993

71/12993

6,5303,E-03
7,8030,E-03
7,8030,E-03
9,1494,E-03
1,0481,E-02
1,0481,E-02
1,0481,E-02
1,8119,E-02
2,1946,E-02
2,2989,E-02
2,289 E-02
2,3283 E-02
2,0768 E-02
3,7278 E-02
37278 E-02
3,5692,E-03
7,8030,E-03
1,8228,E-02
2,2995,E-02
2,3585,E-02
3,1088,E-02
3,1088,E-02
3,1088 E-02
3,1998 E-02
3,1998,E-02
4,1353,E-02
3,1445E-03
3,5149,E-03
3,5149,E-03
5,3995,E-03
5,8451,E-03
6,9625,E-03
7,6035,E-03

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
1
1
1
1
1
1"
1
1
1
17
1
10
10
10
10
10
10
10
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GO:1901222 regulation of NIK/NF-kappaB signaling 10/442 92/12993 2,3664,E-02 10
GO:0009799 specification of symmetry 10/442 100/12993  3,5153,E-02 10
GO:0048706 embryonic skeletal system development 10/442 108/12993  4,8053,E-02 10
GO0:0021536 diencephalon development 9/442 43/12993 1,5393,E-03 9
G0:0003151 outflow tract morphogenesis 9/442 63/12993 9,9003,E-03 <]
GO:0030510 regulation of BMP signaling pathway 9/442 70/12993 1,6231,E-02 9
GO:0051963 regulation of synapse assembly 9/442 74/12993 2,1493,E-02 9
GO:0060993 kidney morphogenesis 9/442 78/12993 2,6255,E-02 9
G0:1990266 neutrophil migration 9/442 79/12993  2,7865,E-02 9
G0:0001823 mesonephros development 9/442 85/12993 3,6137,E-02 9
GO0:0042471 ear morphogenesis 9/442 87/12993  3,9169,E-02 9
GO:1903409 reactive oxygen species biosynthetic process 9/442 87/12993  3,9169,E-02 9
GO:0034754 cellular hormone metabolic process 9/442 89/12993  4,4112,E-02 9
GO0:0060048 cardiac muscle contraction 9/442 89/12993  4,4112,E-02 9
G0:0007613 memory 9/442 90/12993  4,7007,E-02 9
G0:0048333 mesodermal cell differentiation 8/442 27112993 7,3662,E-04 8
GO:0001755 neural crest cell migration 8/442 45/12993  6,9625,E-03 8
GO:0060688 regulation of morphogenesis of a branching structure 8/442 48/12993  8,6561,E-03 8
G0:0086003 cardiac muscle cell contraction 8/442 51/12993 1,0481,E-02 8
GO:0048644 muscle organ morphogenesis 8/442 53/12993  1,1720,E-02 8
G0:0051145 smooth muscle cell differentiation 8/442 53/12993  1,1720,E-02 8
GO:0007200 phospholipase C-activating G protein-coupled receptor signaling pathway 8/442 56/12993 1,6061,E-02 8
G0:0099601 regulation of neurotransmitter receptor activity 8/442 57/12993 1,7372,E-02 8
GO:0006942 regulation of striated muscle contraction 8/442 58/12993  1,9023,E-02 8
G0:2000243 positive regulation of reproductive process 8/442 58/12993 1,9023,E-02 8
G0:0032637 interleukin-8 production 8/442 62/12993 2,3917,E-02 8
GO0:0042475 odontogenesis of dentin-containing tooth 8/442 63/12993 2,6029,E-02 8
G0:0061333 renal tubule morphogenesis 8/442 63/12993  2,6029,E-02 8
G0:2001057 reactive nitrogen species metabolic process 8/442 65/12993 2,9536,E-02 8
G0:1901224 positive regulation of NIK/NF-kappaB signaling 8/442 68/12993 3,4817,E-02 8
G0:0014068 positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 8/442 69/12993 3,5393,E-02 8
G0:0021510 spinal cord development 8/442 69/12993 3,5393,E-02 8
G0:0034308 primary alcohol metabolic process 8/442 69/12993  3,5393,E-02 8
G0:0110110 positive regulation of animal organ morphogenesis 8/442 69/12993  3,5393,E-02 8
G0:0019233 sensory perception of pain 8/442 71/12993 3,9169,E-02 8
G0:0050905 neuromuscular process 8/442 71112993  3,9169,E-02 8
G0:0061326 renal tubule development 8/442 74/12993  4,7310,E-02 8
G0:0009595 detection of biotic stimulus 7/442 23/12993  1,3377,E-03 7
G0:0009954 proximal/distal pattern formation 71442 28/12993 3,1445,E-03 7
G0:0048546 digestive tract morphogenesis 71442 36/12993 8,2323,E-03 7
G0:0050919 negative chemotaxis 7/442 39/12993 1,0481,E-02 ¥ é
G0:0010463 mesenchymal cell proliferation 71442 40/12993 1,1389,E-02 7
G0:0001658 branching involved in ureteric bud morphogenesis 71442 46/12993  2,1089,E-02 7
G0:0015844 monoamine transport 71442 46/12993 2,1089,E-02 7
G0:0050922 negative regulation of chemotaxis 71442 48/12993  2,3585,E-02 7
G0:0060415 muscle tissue morphogenesis 71442 48/12993 2,3585,E-02 T
G0:0003208 cardiac ventricle morphogenesis 71442 50/12993 2,7980,E-02 7
G0:0048844 artery morphogenesis 71442 52/12993  3,1454,E-02 7
G0:0050918 positive chemotaxis 7/442 52/12993  3,1454,E-02 T
G0:0060675 ureteric bud morphogenesis 71442 52/12993  3,1454,E-02 7
GO0:0055117 regulation of cardiac muscle contraction 71442 53/12993  3,3965,E-02 7
G0:0072171 mesonephric tubule morphogenesis 71442 53/12993  3,3965,E-02 7
G0:0001708 cell fate specification 71442 54/12993 3,5253,E-02 7
G0:0002532 production of molecular mediator involved in inflammatory response 71442 54/12993  3,5253,E-02 7
G0:0046579 positive regulation of Ras protein signal transduction 71442 54/12993  3,5253,E-02 7
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GO:0009953
G0:0032677
G0:0035050
G0:0072078
G0:0098543
G0:0098581
G0:0010743
G0:0021983
GO0:0061311
G0:0010742
G0:0035137
G0:0090077
GO:0086004
G0:0048663
G0:1905332
G0:1903115
G0:0042572
G0:0045429
G0:0048846
G0:1902284
GO:1904407
G0:2000249
GO0:0030574
G0:2000826
GO:1904645
G0:0071526
G0:0055008
GO0:0061900
G0:0030850
GO0:0051646
G0:1903428
GO:0060425
G0:1903524
GO:0016045
G0:0090189
G0:1900017
G0:0051482
GO0:0061217
G0:0008045
G0:0050926
G0:0060441
G0:0003401
G0:0051654
G0:0055094

dorsal/ventral pattern formation
regulation of interleukin-8 production
embryonic heart tube development
nephron tubule morphogenesis
detection of other organism
detection of external biotic stimulus
regulation of macrophage derived foam cell differentiation
pituitary gland development
cell surface receptor signaling pathway involved in heart development
macrophage derived foam cell differentiation
hindlimb morphogenesis
foam cell differentiation
regulation of cardiac muscle cell contraction
neuron fate commitment
positive regulation of morphogenesis of an epithelium
regulation of actin filament-based movement
retinol metabolic process
positive regulation of nitric oxide biosynthetic process
axon extension involved in axon guidance
neuron projection extension involved in neuron projection guidance
positive regulation of nitric oxide metabolic process
regulation of actin cytoskeleton reorganization
collagen catabolic process
regulation of heart morphogenesis
response to amyloid-beta
semaphorin-plexin signaling pathway
cardiac muscle tissue morphogenesis
glial cell activation
prostate gland development
mitochondrion localization
positive regulation of reactive oxygen species biosynthetic process
lung morphogenesis
positive regulation of blood circulation
detection of bacterium
regulation of branching involved in ureteric bud morphogenesis
positive regulation of cytokine production involved in inflammatory response
positive regulation of cytosolic calcium ion concentration involved in phospholipase C
regulation of mesonephros development
motor neuron axon guidance
regulation of positive chemotaxis
epithelial tube branching involved in lung morphogenesis
axis elongation
establishment of mitochondrion localization
response to lipoprotein particle

71442
7/442
7/442
7/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442

6/442
6/442

6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
6/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442
5/442

59/12993
59/12993
59/12993
59/12993
12/12993
15/12993
22/12993
25/12993
25/12993
27/12993
27/12993
27/12993
28/12993
29/12993
29/12993
30/12993
32/12993
33/12993
33/12993
33/12993
34/12993
34/12993
35/12993
36/12993
38/12993
39/12993
40/12993
41/12993
42/12993
42/12993
42/12993
44/12993
44/12993
10/12993
17112993
18/12993
19/12993
19/12993
24/12993
24/12993
24/12993
25/12993
25/12993
26/12993

4,8053,E-02
4,8053,E-02
4,8053,E-02
4,8053,E-02
4,9529,E-04
1,1064,E-03
4,8960,E-03
7,8030,E-03
7,8030,E-03
9,3744,E-03
9,3744,E-03
9,3744,E-03
1,0481,E-02
1,1389,E-02
1,1389,E-02
1,3086,E-02
1,7372,E-02
1,9150,E-02
1,9150,E-02
1,9150,E-02
2,1738,E-02
2,1738,E-02
2,3283,E-02
2,5526,E-02
3,0308,E-02
3,2375,E-02
3,5253,E-02
3,7278,E-02
3,9169,E-02
3,9169,E-02
3,9169,E-02
4,7279,E-02
4,7279,E-02
1,5393,E-03
8,7487,E-03
9,9003,E-03
1,1389,E-02
1,1389,E-02
2,3585,E-02
2,3585,E-02
2,3585,E-02
2,7016,E-02
2,7016,E-02
3,0158,E-02
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G0:0071402 cellular response to lipoprotein particle stimulus 5/442 28/12993 3,56393,E-02 5
G0:0044060 regulation of endocrine process 5/442 29/12993 3,9169,E-02 5
G0:0048841 regulation of axon extension involved in axon guidance 5/442 29/12993 3,9169,E-02 5
G0:0050433 regulation of catecholamine secretion 5/442 29/12993 3,9169,E-02 5
GO0:0090184 positive regulation of kidney development 5/442 29/12993  3,9169,E-02 5
G0:0002755 MyD88-dependent toll-like receptor signaling pathway 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
G0:0003156 regulation of animal organ formation 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
GO0:0010464 regulation of mesenchymal cell proliferation 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
G0:0043902 positive regulation of multi-organism process 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
G0:0048806 genitalia development 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
G0:0050432 catecholamine secretion 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
G0:0048934 peripheral nervous system neuron differentiation 4/442 10/12993 9,3744,E-03 4
G0:0048935 peripheral nervous system neuron development 4/442 10/12993 9,3744,E-03 4
G0:0140052 cellular response to oxidised low-density lipoprotein particle stimulus 4/442 10/12993  9,3744,E-03 4
GO0:0007494 midgut development 4/442 11/12993  1,1389,E-02 4
G0:0010744 positive regulation of macrophage derived foam cell differentiation 4/442 12/12993 1,4935,E-02 4
G0:0060601 lateral sprouting from an epithelium 4/442 12/12993 1,4935,E-02 4
G0:0010935 regulation of macrophage cytokine production 4/442 13/12993 1,9023,E-02 4
G0:0023019 signal transduction involved in regulation of gene expression 4/442 13/12993 1,9023,E-02 4
G0:0072189 ureter development 4/442 13/12993 1,9023,E-02 4
GO0:0001710 mesodermal cell fate commitment 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:0050930 induction of positive chemotaxis 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:0060572 morphogenesis of an epithelial bud 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:0090190 positive regulation of branching involved in ureteric bud morphogenesis 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:1900225 regulation of NLRP3 inflammasome complex assembly 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:0010934 macrophage cytokine production 4/442 15/12993 2,7016,E-02 4
G0:0044546 NLRP3 inflammasome complex assembly 4/442 15/12993 2,7016,E-02 4
G0:0060065 uterus development 4/442 16/12993 3,1088,E-02 4
G0:0061213 positive regulation of mesonephros development 4/442 16/12993  3,1088,E-02 4
G0:0001964 startle response 4/442 17/12993  3,5253,E-02 4
G0:0002043 blood vessel endothelial cell proliferation involved in sprouting angiogenesis 4/442 17/12993  3,5253,E-02 4
G0:0015874 norepinephrine transport 4/442 17/12993  3,5253,E-02 4
GO0:0018149 peptide cross-linking 4/442 17/12993  3,5253,E-02 4
G0:0071402 cellular response to lipoprotein particle stimulus 5/442 28/12993 3,5393,E-02 5
G0:0044060 regulation of endocrine process 5/442 29/12993 3,9169,E-02 5
G0:0048841 regulation of axon extension involved in axon guidance 5/442 29/12993 3,9169,E-02 5
G0:0050433 regulation of catecholamine secretion 5/442 29/12993  3,9169,E-02 5
G0:0090184 positive regulation of kidney development 5/442 29/12993  3,9169,E-02 5
G0:0002755 MyD88-dependent toll-like receptor signaling pathway 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
GO:0003156 regulation of animal organ formation 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
GO:0010464 regulation of mesenchymal cell proliferation 5/442 30/12993  4,3455,E-02 5
G0:0043902 positive regulation of multi-organism process 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
GO0:0048806 genitalia development 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
G0:0050432 catecholamine secretion 5/442 31/12993  4,7800,E-02 5
GO0:0048934 peripheral nervous system neuron differentiation 4/442 10/12993  9,3744,E-03 4
GO:0048935 peripheral nervous system neuron development 4/442 10/12993 9,3744,E-03 4
G0:0140052 cellular response to oxidised low-density lipoprotein particle stimulus 4/442 10/12993 9,3744,E-03 4
GO:0007494 midgut development 4/442 11/12993 1,1389,E-02 4
GO:0010744 positive regulation of macrophage derived foam cell differentiation 4/442 12/12993 1,4935,E-02 4
GO:0060601 lateral sprouting from an epithelium 4/442 12/12993  1,4935,E-02 4
G0:0010935 regulation of macrophage cytokine production 4/442 13/12993  1,9023,E-02 4
G0:0023019 signal transduction involved in regulation of gene expression 4/442 13/12993  1,9023,E-02 4
G0:0072189 ureter development 4/442 13/12993  1,9023,E-02 4
GO:0001710 mesodermal cell fate commitment 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
GO:0050930 induction of positive chemotaxis 4/442 14/12993 2,2989,E-02 4
GO:0060572 morphogenesis of an epithelial bud 4/442 14/12993 2,2989,E-02 4
G0:0090190 positive regulation of branching involved in ureteric bud morphogenesis 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
GO:1900225 regulation of NLRP3 inflammasome complex assembly 4/442 14/12993  2,2989,E-02 4
G0:0010934 macrophage cytokine production 4/442 15/12993  2,7016,E-02 4
G0:0044546 NLRP3 inflammasome complex assembly 41442 15/12993 2,7016,E-02 4
GO:0060065 uterus development 4/442 16/12993  3,1088,E-02 4
G0:0061213 positive regulation of mesonephros development 4/442 16/12993 3,1088,E-02 4
GO:0001964 startle response 4/442 17/12993 3,5253,E-02 4
G0:0002043 blood vessel endothelial cell proliferation involved in sprouting angiogenesis 4/442 17/12993  3,5253,E-02 4
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G0:0015874
G0:0018149
GO0:0060571
GO0:0042474
GO0:0048745
GO:0003149
GO0:0006837
GO0:0007620
G0:0060033

norepinephrine transport
peptide cross-linking
morphogenesis of an epithelial fold
middle ear morphogenesis
smooth muscle tissue development
membranous septum morphogenesis
serotonin transport
copulation
anatomical structure regression

Molecular Function (MF)

ID
G0O:0005509
GO:0030545
G0:0048018
GO:0030546
GO:0004888
G0:0005539
G0:0001228
G0:0001216
G0:1901681
G0:0005216
GO:0015267
G0:0022803
G0:0022836
GO0:0046873
G0:0008201
GO:0042277
GO0:0005261
G0:0005201
G0:0005125
G0:0008237
G0:0008083
G0:0005244
G0:0022832
GO:0005178
G0:0001540
G0:0004222
G0:0061135
G0:0022843
G0:0015085
G0:0004866
G0:0050840
G0:0005267
G0:0005249
G0:0005179
G0:0001968
G0:0042056
GO:0045499
GO:0005251

Description
calcium ion binding
receptor regulator activity
receptor ligand activity
signaling receptor activator activity
transmembrane signaling receptor activity
glycosaminoglycan binding

DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase Il-specific

DNA-binding transcription activator activity
sulfur compound binding
ion channel activity
channel activity
passive transmembrane transporter activity
gated channel activity
metal ion transmembrane transporter activity
heparin binding
peptide binding
cation channel activity
extracellular matrix structural constituent
cytokine activity
metallopeptidase activity
growth factor activity
voltage-gated ion channel activity
voltage-gated channel activity
integrin binding
amyloid-beta binding
metalloendopeptidase activity
endopeptidase regulator activity
voltage-gated cation channel activity
calcium ion transmembrane transporter activity
endopeptidase inhibitor activity
extracellular matrix binding
potassium channel activity
voltage-gated potassium channel activity
hormone activity
fibronectin binding
chemoattractant activity
chemorepellent activity
delayed rectifier potassium channel activity

4/442
4/442
4/442
4/442
4/442
3/442
3/442
3/442
3/442

GeneRatio
37/444
36/444
33/444
33/444
30/444
24/444
24/444
24/444
21/444
20/444
20/444
20/444
18/444
18/444
17/444
17/444
16/444
15/444
15/444
14/444
12/444
12/444
12/444
12/444
10/444
10/444
10/444

9/444
9/444
9/444
8/444
8/444
71444
71444
6/444
5/444
5/444
4/444

17/12993
17/12993
18/12993
19/12993
19/12993
10/12993
10/12993
10/12993
10/12993

BgRatio
470/13320
288/13320
268/13320
272/13320
487/13320
158/13320
385/13320
388/13320
201/13320
250/13320
269/13320
269/13320
180/13320
259/13320
119/13320
215/13320
190/13320
128/13320
129/13320
145/13320
103/13320
104/13320
104/13320
125/13320
59/13320
81/13320
99/13320
73/13320
89/13320
91/13320
48/13320
58/13320
42/13320
47113320
25/13320
25/13320
25/13320
18/13320

3,6253,E-02
3,5253,E-02
3,9169,E-02
4,6341,E-02
4,6341,E-02
4,9966,E-02
4,9966,E-02
4,9966,E-02
4,9966,E-02

p.adjust
1,0437,E-04
3,9880,E-09
2,3080,E-08
2,3080,E-08
1,8492,E-02
6,5650,E-08
4,2729,E-02
4,3198,E-02
2,9358,E-04
9,1173,E-03
1,5880,E-02
1,5880,E-02
1,6716,E-03
4,3198,E-02
4,6261,E-05
1,8472,E-02
1,5880,E-02
1,4400,E-03
1,4400,E-03
1,0345,E-02
6,1916,E-03
6,1916,E-03
6,1916,E-03
1,8572,E-02
1,4400,E-03
1,0345,E-02
2,9937,E-02
1,5880,E-02
4,3198,E-02
4,8931,E-02
6,1916,E-03
1,5880,E-02
1,2158,E-02
1,8472,E-02
6,1916,E-03
2,2545,E-02
2,2545,E-02
4,2925,E-02

W oW Www s s DS

Count
37
36
33
33
30
24
24
24
21
20
20
20
18
18
17
17
16
15
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Anexo 3. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos WRS2. El identificador
de la categoria GO (ID) y la descripcién (Description) del término enriquecido se incluyen
en la tabla. Gene Ratio se refiere a la relaciéon entre k/n, donde n es el tamafio de la lista
de genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista que estan anotados en
el conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucién del background que consiste en
M/N, donde N es el numero total de genes en la distribucion de fondo (background) y M es
el numero de genes dentro de la distribucion que estan anotados en relacion al conjunto
de genes de interés. p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas multiples correccién
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FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que contribuyen a la categoria
sobrerrepresentada.

Cellular Component (CC)

[»] Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
G0:0031012 extracellular matrix 52/754 416/13872 7,1664,E-06 52
G0:0062023 collagen-containing extracellular matrix 42/754 329/13872 1,6685,E-05 42
GO0:0044297 cell body 41/754 471113872 1,9147 E-02 41
G0:0098978 glutamatergic synapse 40/754 296/13872 1,6685,E-05 40
GO:0045177 apical part of cell 40/754 305/13872 1,6685,E-05 40
G0:0097060 synaptic membrane 38/754 282/13872 1,6685,E-05 38
G0:0098984 neuron to neuron synapse 38/754 317113872 1,7796,E-04 38
GO:0005819 spindle 38/754 340113872 6,9809,E-04 38
G0:0043025 neuronal cell body 37/754 414/13872 1,9472,E-02 37
GO:0005874 microtubule 36/754 374113872 7,9502,E-03 36
G0:0098793 presynapse 36/754 41013872 2,6132,E-02 36
G0:0099572 postsynaptic specialization 35/754 310/13872 8,6342,E-04 35
GO0:0014069 postsynaptic density 34/754 295/13872 8,6342,E-04 34
G0:0032279 asymmetric synapse 34/754 300/13872 9,7743,E-04 34
G0:0016324 apical plasma membrane 33/754 248/13872 9,3755,E-05 33
GO0:0150034 distal axon 28/754 247113872 3,3460,E-03 28
GO0:0043235 receptor complex 271754 286/13872 3,0838,E-02 27
G0:0009897 external side of plasma membrane 26/754 209/13872 1,4538,E-03 26
G0:0000793 condensed chromosome 25/754 195/13872 1,3364,E-03 25
G0:0045211 postsynaptic membrane 25/754 196/13872 1,3856,E-03 25
GO:0000775 chromosome, centromeric region 23/754 187/13872 3,6258,E-03 23
G0:0099240 intrinsic component of synaptic membrane 21/754 111/13872 3,1514,E-05 21
G0:0030427 site of polarized growth 21/754 170/13872 5,5311,E-03 21
G0:0000779 condensed chromosome, centromeric region 20/754 117113872 1,9439,E-04 20
GO0:0000776 kinetochore 20/754 133/13872 8,6342 E-04 20
GO:0000922 spindle pole 20/754 155/13872 4,7066,E-03 20
GO0:0030426 growth cone 20/754 164/13872 7,6966,E-03 20

GO0:0030496 midbody 20/754 175/13872 1,3944 E-02 20
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G0:0016323
G0:0099699
G0:0034702
G0:0034703
G0:0000777
G0:0042734
G0:0031225
G0:0072686
G0:0098839
G0:0099634
G0:0098936
G0:0005604
G0:0099055
G0:0098889
G0:0005876
G0:0045171
G0:0031045
G0:0099061
G0:0099146
G0:0099060
G0:0098948
G0:0060076
G0:0099056
G0:0098686
G0:0000780
G0:0008328
G0:0098878
G0:0051233
G0:0046658
G0:0000940
G0:0000778
G0:0043256
G0:0031233

basolateral plasma membrane
integral component of synaptic membrane
ion channel complex
cation channel complex
condensed chromosome kinetochore
presynaptic membrane
anchored component of membrane
mitotic spindle
postsynaptic density membrane
postsynaptic specialization membrane
intrinsic component of postsynaptic membrane
basement membrane
integral component of postsynaptic membrane
intrinsic component of presynaptic membrane
spindle microtubule
intercellular bridge
dense core granule
integral component of postsynaptic density membrane
intrinsic component of postsynaptic density membrane
integral component of postsynaptic specialization membrane
intrinsic component of postsynaptic specialization membrane
excitatory synapse
integral component of presynaptic membrane
hippocampal mossy fiber to CA3 synapse
condensed nuclear chromosome, centromeric region
ionotropic glutamate receptor complex
neurotransmitter receptor complex
spindle midzone
anchored component of plasma membrane
condensed chromosome outer kinetochore
condensed nuclear chromosome kinetochore
laminin complex
intrinsic component of external side of plasma membrane

Biological Process (BP)

20/754
19/754
19/754
18/754
17/754
16/754
15/754
15/754
14/754
14/754
13/754
13/754
12/754
10/754
10/754
10/754
9/754
9/754
9/754
9/754
9/754
8/754
8/754
71754
71754
7/754
71754
71754
71754
6/754
5/754
4/754
4/754

184/13872
101/13872
187/13872
140/13872
102/13872
115/13872
100/13872
121/13872
67/13872
84/13872
82/13872
89/13872
78/13872
57/13872
64/13872
65/13872
18/13872
35/13872
37/13872
48/13872
50/13872
36/13872
50/13872
26/13872
30/13872
31/13872
32/13872
35/13872
40/13872
13/13872
17/13872
11/13872
14/13872

2,1240,E-02
9,3755,E-05
4,9669,E-02
7,6966,E-03
8,6342,E-04
6,8361,E-03
5,0961,E-03
2,1094,E-02
4,5506,E-04
3,0057,E-03
6,6153,E-03
1,1203,E-02
1,1203,E-02
1,1119,E-02
2,0642,E-02
2,1545,E-02
1,6685,E-05
1,5927,E-03
2,4388,E-03
1,1203,E-02
1,3944,E-02
7,6966,E-03
4,2166,E-02
5,6311,E-03
1,1184,E-02
1,2496,E-02
1,4261,E-02
2,1240,E-02
4,2242 E-02
8,6342,E-04
1,6822,E-02
1,9836,E-02
4,4000,E-02
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D Description GeneRatio = BgRatio p.adjust Count

G0:0045860 positive regulation of protein kinase activity 58/717 457/13311  1,4933,E-06 58
G0:0001501 skeletal system development 52/717 440/13311  3,6898,E-05 52
GO:0006935 chemotaxis 52/717 489/13311  3,4591,E-04 52
GO:0042330 taxis 521717 491/13311  3,7606,E-04 52
G0:0043410 positive regulation of MAPK cascade 51717 440/13311 7,5068,E-05 51
G0:0048598 embryonic morphogenesis 51717 492/13311  5,7634,E-04 51
GO0:0007610 behavior 48/717 455/13311  6,6640,E-04 48
GO0:0071900 regulation of protein serine/threonine kinase activity 48/717 459/13311  7,5522,E-04 48
GO:2000147 positive regulation of cell motility 48/717 47513311 1,3732,E-03 48
G0:0040017 positive regulation of locomotion 48/717 486/13311 1,9419,E-03 48
G0:0051272 positive regulation of cellular component movement 48/717 489/13311  2,1903,E-03 48
G0:0000280 nuclear division 471717 374/13311  3,6898,E-05 47
G0:0048285 organelle fission 47/717 42113311 3,0916,E-04 47
G0:0007423 sensory organ development 46/717 436/13311  8,5685,E-04 46
GO0:0030335 positive regulation of cell migration 46/717 459/13311  1,9499,E-03 46
G0:0043269 regulation of ion transport 46/717 485/13311  4,6545,E-03 46
G0:0050808 synapse organization 45/717 351/13311  3,6898,E-05 45
GO:0001525 angiogenesis 45/717 435113311 1,3732,E-03 45
G0:0002009 morphogenesis of an epithelium 44717 466/13311 6,4400,E-03 44
G0:0045936 negative regulation of phosphate metabolic process 43/717 500/13311 2,5396,E-02 43
GO:0044057 regulation of system process 42/717 417/13311  3,0916,E-03 42
G0:0010975 regulation of neuron projection development 42/717 443/13311  7,4792,E-03 42
GO0:0140014 mitotic nuclear division 41717 266/13311  1,4933,E-06 41
G0:0051962 positive regulation of nervous system development 41/717 440/13311  1,0712,E-02 41
GO:0007507 heart development 41717 475/13311  2,8521,E-02 41
G0:0030855 epithelial cell differentiation 41/717 475/13311  2,8521,E-02 41
G0:0090066 regulation of anatomical structure size 40/717 429/13311 1,1830,E-02 40
G0:0042326 negative regulation of phosphorylation 39/717 400/13311  7,2771,E-03 39
G0:0019932 second-messenger-mediated signaling 38/717 315/13311  4,3044,E-04 38
G0:0034329 cell junction assembly 38/717 361/13311  2,7937,E-03 38
G0:0001933 negative regulation of protein phosphorylation 38/717 372/13311  4,1769,E-03 38
GO0:0010817 regulation of hormone levels 38/717 374/13311  4,5297,E-03 38
G0:0008015 blood circulation 38/717 385/13311 7,0034,E-03 38
G0:0003013 circulatory system process 38/717 403/13311  1,2387,E-02 38
G0:0034762 regulation of transmembrane transport 38/717 410/13311 1,5568,E-02 38
G0:0032147 activation of protein kinase activity 371717 290/13311 2,6433,E-04 37
G0:0007059 chromosome segregation 371717 295/13311  2,7929,E-04 37
G0:0048568 embryonic organ development 37717 368/13311  6,1681,E-03 37
G0:0018212 peptidyl-tyrosine modification 36/717 299/13311  5,7634,E-04 36
G0:0043405 regulation of MAP kinase activity 36/717 299/13311 5,7634,E-04 36
G0:0050900 leukocyte migration 36/717 326/13311  1,9339,E-03 36
G0:0007409 axonogenesis 36/717 394/13311 2,3186,E-02 36
G0:0051656 establishment of organelle localization 36/717 395/13311 2,3445,E-02 36
G0:0018108 peptidyl-tyrosine phosphorylation 35/717 296/13311  8,9601,E-04 35
GO0:0071902 positive regulation of protein serine/threonine kinase activity 35717 303/13311  1,2706,E-03 35
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G0:0001503 ossification 35/717 343/13311  6,6474,E-03 35
G0:0001655 urogenital system development 34/717 278/13311  6,6659,E-04 34
G0:0072507 divalent inorganic cation homeostasis 34/717 353/13311  1,5018,E-02 34
G0:0072001 renal system development 33717 246/13311  2,7859,E-04 33
GO0:0050804 modulation of chemical synaptic transmission 33/717 351/13311  2,3132,E-02 33
GO0:0099177 regulation of trans-synaptic signaling 33/717 352/13311  2,3292,E-02 33
GO:0001667 ameboidal-type cell migration 337117 360/13311  2,9403,E-02 33
GO0:0043406 positive regulation of MAP kinase activity 32717 233/13311  2,7112,E-04 32
G0:0048562 embryonic organ morphogenesis 321717 236/13311  2,7862,E-04 32
G0:0098813 nuclear chromosome segregation 321717 236/13311  2,7862,E-04 32
G0:0032102 negative regulation of response to external stimulus 321717 286/13311  3,1088,E-03 32
G0:0007517 muscle organ development 321717 310/13311  8,8983,E-03 32
GO0:0007389 pattern specification process 321717 333/13311 2,0322,E-02 32
G0:0050673 epithelial cell proliferation 32/717 334/13311  2,0921,E-02 32
G0:0072503 cellular divalent inorganic cation homeostasis 3217117 338/13311  2,3292,E-02 32
G0:0034765 regulation of ion transmembrane transport 321717 339/13311  2,3861,E-02 32
G0:0050730 regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 31717 202/13311  5,6264,E-05 31
G0:0001822 kidney development 31/717 238/13311  5,6817,E-04 31
G0:0060562 epithelial tube morphogenesis 31/717 270/13311  2,7272,E-03 31
G0:0042692 muscle cell differentiation 31717 304/13311  1,1464,E-02 31
GO0:0055074 calcium ion homeostasis 31717 319/13311  2,0322,E-02 31
G0:0032535 regulation of cellular component size 31717 337/13311  3,5899,E-02 31
G0:1901342 regulation of vasculature development 30/717 282/13311  8,1694,E-03 30
G0:0060537 muscle tissue development 30/717 310/13311  2,3292,E-02 30
GO0:0051346 negative regulation of hydrolase activity 30/717 330/13311  4,5207,E-02 30
G0:0050731 positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation 29/717 144/13311  1,4933,E-06 29
G0:0000819 sister chromatid segregation 29/717 176/13311  3,6898,E-05 29
G0:0070371 ERK1 and ERK2 cascade 29/717 244/13311  2,5679,E-03 29
G0:0006874 cellular calcium ion homeostasis 29/717 311/13311  3,8881,E-02 29
G0:0098742 cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules 28/717 204/13311  5,7634,E-04 28
G0:0061448 connective tissue development 28/717 224/13311  1,7602,E-03 28
G0:0045765 regulation of angiogenesis 28/717 254/13311  7,4110,E-03 28
G0:0040013 negative regulation of locomotion 28/717 261/13311 1,0352,E-02 28
GO:0051047 positive regulation of secretion 28/717 262/13311 1,0712,E-02 28
G0:0051271 negative regulation of cellular component movement 28/717 263/13311  1,0747,E-02 28
G0:0050678 regulation of epithelial cell proliferation 28/717 288/13311  2,7809,E-02 28
G0:0000070 mitotic sister chromatid segregation 271717 1562/13311  3,6898,E-05 27
G0:0051783 regulation of nuclear division 271717 165/13311  8,1519,E-05 27
G0:1904062 regulation of cation transmembrane transport 2717117 255/13311  1,3200,E-02 27
G0:0010721 negative regulation of cell development 271717 266/13311  2,1156,E-02 27
G0:0050727 regulation of inflammatory response 271717 269/13311  2,3292,E-02 27
G0:0010959 regulation of metal ion transport 271717 286/13311  4,3050,E-02 27
GO0:0007416 synapse assembly 26/717 146/13311  3,6898,E-05 26
GO0:0051216 cartilage development 26/717 169/13311  2,7859,E-04 26
G0:0048705 skeletal system morphogenesis 26/717 191/13311  1,0118,E-03 26
G0:0050803 regulation of synapse structure or activity 26/717 191/13311  1,0118,E-03 26
G0:0060485 mesenchyme development 26/717 233/13311  9,3584,E-03 26
G0:0046942 carboxylic acid transport 26/717 245/13311  1,5073,E-02 26
G0:0015849 organic acid transport 26/717 248/13311  1,7311,E-02 26
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G0:0048638 regulation of developmental growth 26/717 274/13311  4,6240,E-02 26
GO0:0007088 regulation of mitotic nuclear division 251717 147/13311  9,9421,E-05 25
G0:0043583 ear development 25/717 169/13311  5,4757,E-04 25
G0:0050807 regulation of synapse organization 25/717 182/13311  1,1802,E-03 25
G0:0090596 sensory organ morphogenesis 25/717 207/13311  4,6459,E-03 25
GO0:0070372 regulation of ERK1 and ERK2 cascade 25/717 226/13311  1,1830,E-02 25
G0:0097485 neuron projection guidance 25/717 227/13311 1,2265,E-02 25
G0:0090287 regulation of cellular response to growth factor stimulus 25717 239/13311  2,0953,E-02 25
G0:0090068 positive regulation of cell cycle process 25/717 253/13311  3,5460,E-02 25
G0:0003002 regionalization 25/717 259/13311  4,4637,E-02 25
G0:0009636 response to toxic substance 24/717 194/13311  4,5052,E-03 24
G0:0043491 protein kinase B signaling 24/717 203/13311 7,3098,E-03 24
G0:0048863 stem cell differentiation 247117 215/13311  1,2515,E-02 24
GO0:0007411 axon guidance 24/717 226/13311  2,1098,E-02 24
G0:0051480 regulation of cytosolic calcium ion concentration 24/717 229/13311  2,3292,E-02 24
G0:1903532 positive regulation of secretion by cell 24/717 244/13311  4,2350,E-02 24
G0:1902850 microtubule cytoskeleton organization involved in mitosis 23/717 141/13311  3,2705,E-04 23
G0:0048588 developmental cell growth 23/717 191/13311  7,3741,E-03 23
G0:0043270 positive regulation of ion transport 231717 201/13311 1,2045,E-02 23
G0:0060560 developmental growth involved in morphogenesis 23/717 201/13311 1,2045,E-02 23
G0:2000027 regulation of animal organ morphogenesis 23/717 218/13311  2,5396,E-02 23
G0:0050768 negative regulation of neurogenesis 23/717 231/13311  4,3477,E-02 23
G0:0048762 mesenchymal cell differentiation 22/717 189/13311 1,2265,E-02 22
G0:0022898 regulation of transmembrane transporter activity 227117 203/13311  2,3412,E-02 22
G0:0007204 positive regulation of cytosolic calcium ion concentration 22/7117 207/13311  2,7708,E-02 22
G0:0032409 regulation of transporter activity 22/7117 213/13311  3,6236,E-02 22
G0:0060326 cell chemotaxis 221717 215/13311  3,9288,E-02 22
G0:0007548 sex differentiation 22/7117 217/13311  4,2617,E-02 22
G0:0000187 activation of MAPK activity 21/7117 135/13311  9,2640,E-04 21
G0:0061138 morphogenesis of a branching epithelium 217117 1563/13311  3,1088,E-03 21
G0:0048736 appendage development 21717 156/13311  3,7287,E-03 21
G0:0060173 limb development 21/7117 156/13311  3,7287,E-03 21
G0:0001763 morphogenesis of a branching structure 21/7117 166/13311  7,0821,E-03 21
G0:0045165 cell fate commitment 210717 167/13311  7,4110,E-03 21
G0:0030278 regulation of ossification 21717 173/13311  1,0510,E-02 21
G0:0007051 spindle organization 21717 174/13311  1,0712,E-02 21
G0:0050920 regulation of chemotaxis 21717 180/13311  1,4552,E-02 21
G0:0051896 regulation of protein kinase B signaling 21/717 180/13311  1,4552,E-02 21
G0:0032412 regulation of ion transmembrane transporter activity 21717 194/13311 2,7708,E-02 21
G0:0060047 heart contraction 21717 194/13311  2,7708,E-02 21
G0:0003015 heart process 21717 203/13311  4,1511,E-02 21
G0:0072073 kidney epithelium development 200717 116/13311  5,1688,E-04 20
G0:0072006 nephron development 200717 118/13311  5,6817,E-04 20
G0:0048754 branching morphogenesis of an epithelial tube 200717 128/13311  1,2352,E-03 20
G0:0035107 appendage morphogenesis 20717 131/13311 1,5226,E-03 20
G0:0035108 limb morphogenesis 200717 131/13311  1,5226,E-03 20
G0:0051302 regulation of cell division 201717 141/13311  3,0576,E-03 20
G0:0048839 inner ear development 200717 144/13311  3,6569,E-03 20
G0:0019935 cyclic-nucleotide-mediated signaling 200717 161/13311 5,8160,E-03 20
G0:0070374 positive regulation of ERK1 and ERK2 cascade 20717 154/13311  7,0034,E-03 20
G0:0097529 myeloid leukocyte migration 201717 154/13311 7,0034,E-03 20
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G0:0042445
G0:0010951
G0:0006814
G0:0009952
G0:0010466
G0:0061326
G0:0001823
G0:0072009
G0:0002062
G0:0030326
GO:0035113
G0:2000241
GO:0014065
G0:0006959
G0:0051897
GO:0045931
G0:0003205
G0:0060993
GO:0042471
G0:0030282
G0:0007052
G0:2001257
G0:0140013
G0:0061333
G0:0072080
G0:0001657
G0:0072163
G0:0072164
G0:0051304
GO:0048565
G0:0055123
GO:0071772
GO:0071773

phosphatidylinositol-mediated signaling
inositol lipid-mediated signaling
bone development
negative regulation of neuron differentiation
osteoblast differentiation
regulation of chromosome segregation
female gamete generation
regulation of signaling receptor activity
leukocyte chemotaxis
positive regulation of epithelial cell proliferation
biomineral tissue development
biomineralization
neuron migration
multicellular organismal signaling
calcium-mediated signaling
hormone metabolic process
negative regulation of endopeptidase activity
sodium ion transport
anterior/posterior pattern specification
negative regulation of peptidase activity
renal tubule development
mesonephros development
nephron epithelium development
chondrocyte differentiation
embryonic limb morphogenesis
embryonic appendage morphogenesis
regulation of reproductive process
phosphatidylinositol 3-kinase signaling
humoral immune response
positive regulation of protein kinase B signaling
positive regulation of mitotic cell cycle
cardiac chamber development
kidney morphogenesis
ear morphogenesis
bone mineralization
mitotic spindle organization
regulation of cation channel activity
meiotic nuclear division
renal tubule morphogenesis
nephron tubule development
ureteric bud development
mesonephric epithelium development
mesonephric tubule development
chromosome separation
digestive tract development
digestive system development
response to BMP
cellular response to BMP stimulus

201717
20/717
201717
20/717
201717
19/717
19/717
19/717
19/717
19/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
18/717
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171717
171717
17717
171717
17717
171717
17717
171717
171717
171717
171717
16/717
16/717
16/717
16/717
16/717
16/717
15/717
15/717
15/717
151717
15717
15/717
15717
151717
15717
15717

158/13311
162/13311
173/13311
183/13311
193/13311
97/13311

113/13311
119/13311
161/13311
164/13311
125/13311
125/13311
127/13311
133/13311
153/13311
155/13311
158/13311
162/13311
163/13311
163/13311
76/13311

86/13311

87/13311

99/13311

112/13311
112/13311
120/13311
125/13311
128/13311
130/13311
141/13311
144/13311
79/13311

93/13311

99/13311

115/13311
135/13311
137/13311
64/13311

74/13311

82/13311

83/13311

83/13311

85/13311

102/13311
111/13311
124/13311
124/13311

8,9577,E-03
1,0747,E-02
1,9806,E-02
3,0039,E-02
4,7445,E-02
2,5419,E-04
8,1773,E-04
1,3732,E-03
2,0322,E-02
2,3186,E-02
4,5297,E-03
4,5297,E-03
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7,9236,E-03
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2,6767,E-02
3,0083,E-02
3,8523,E-02
3,9785,E-02
3,9785,E-02
1,4338,E-04
4,3455,E-04
4,9634,E-04
1,3732,E-03
3,7883,E-03
3,7883,E-03
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1,1830,E-02
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3,1088,E-03
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3,9013,E-02
2,7859,E-04
7,5522,E-04
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1,8843,E-03
1,8843,E-03
2,2575,E-03
9,5156,E-03
1,7260,E-02
3,7681,E-02
3,7681,E-02
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G0:1901890 positive regulation of cell junction assembly 14/717 77/13311 2,6653,E-03 14
G0:0033045 regulation of sister chromatid segregation 14/717 78/13311 2,9357,E-03 14
G0:0051963 regulation of synapse assembly 14/717 79/13311 3,1088,E-03 14
G0:0120254 olefinic compound metabolic process 14/717 83/13311 4,5819,E-03 14
G0:0014066 regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 14/717 101/13311  1,9368,E-02 14
G0:1901343 negative regulation of vasculature development 14/717 107/13311  2,7434,E-02 14
GO0:0048706 embryonic skeletal system development 14/717 112/13311  3,7812,E-02 14
G0:0035725 sodium ion transmembrane transport 14/717 11513311 4,5207,E-02 14
G0:0006865 amino acid transport 14/717 116/13311  4,7385,E-02 14
G0:0030071 regulation of mitotic metaphase/anaphase transition 13/717 54/13311 54757 ,E-04 13
G0:1902099 regulation of metaphase/anaphase transition of cell cycle 13/717 54/13311 5,4757 E-04 13
G0:0007091 metaphase/anaphase transition of mitotic cell cycle 13/717 56/13311 6,6659,E-04 13
G0:0044784 metaphase/anaphase transition of cell cycle 131717 56/13311 6,6659,E-04 13
G0:0010965 regulation of mitotic sister chromatid separation 13/717 57/13311 7,5789,E-04 13
G0:0051306 mitotic sister chromatid separation 13/717 60/13311 1,1421,E-03 13
G0:0051785 positive regulation of nuclear division 13/717 60/13311 1,1421,E-03 13
G0:1905818 regulation of chromosome separation 13/717 60713311 1,1421,E-03 13
G0:0072088 nephron epithelium morphogenesis 13/717 62/13311 1,4391,E-03 13
G0:0072028 nephron morphogenesis 13/717 64/13311 1,8206,E-03 13
G0:0033047 regulation of mitotic sister chromatid segregation 13/717 68/13311 2,7843,E-03 13
G0:0110110 positive regulation of animal organ morphogenesis 13/717 70/13311 3,3035,E-03 13
GO:0048864 stem cell development 13/717 71/13311 3,6836,E-03 13
G0:0014033 neural crest cell differentiation 13717 75/13311 5,5793,E-03 13
G0:0061097 regulation of protein tyrosine kinase activity 13717 80/13311 8,9577,E-03 13
G0:0003014 renal system process 13/717 92/13311 2,2219,E-02 13
G0:0034754 cellular hormone metabolic process 13/717 94/13311 2,4868,E-02 13
G0:0016525 negative regulation of angiogenesis 13/717 96/13311 2,8237,E-02 13
G0:2000181 negative regulation of blood vessel morphogenesis 13/717 98/13311 3,2289,E-02 13
G0:0031644 regulation of nervous system process 13/717 99/13311 3,5063,E-02 13
G0:0098754 detoxification 13/717 103/13311  4,5207,E-02 13
G0:0051261 protein depolymerization 13/717 104/13311  4,7445,E-02 13
G0:0045840 positive regulation of mitotic nuclear division 121717 49/13311 7,5789,E-04 12
GO:0060675 ureteric bud morphogenesis 121717 53/13311 1,3732,E-03 12
GO0:0072171 mesonephric tubule morphogenesis 121717 54/13311 1,5390,E-03 12
G0:0072078 nephron tubule morphogenesis 121717 60/13311 3,1088,E-03 12
G0:0014032 neural crest cell development 121717 68/13311 7,3376,E-03 12
G0:0014031 mesenchymal cell development 12/717 70/13311 8,9664,E-03 12
G0:0014068 positive regulation of phosphatidylinositol 3-kinase signaling 121717 70/13311 8,9664,E-03 12
G0:0007215 glutamate receptor signaling pathway 12/717 71/13311 9,8629,E-03 12
GO0:0048477 oogenesis 121717 71/13311 9,8629,E-03 12
GO0:0006690 icosanoid metabolic process 121717 74/13311 1,2387,E-02 12
G0:0042472 inner ear morphogenesis 121717 74/13311 1,2387,E-02 12
GO:0070167 regulation of biomineral tissue development 12/717 76/13311 1,4552,E-02 12
GO0:0110149 regulation of biomineralization 121717 76/13311 1,4552,E-02 12
G0:0060349 bone morphogenesis 121717 77113311 1,5851,E-02 12
GO0:0001676 long-chain fatty acid metabolic process 121717 81/13311 2,2219,E-02 12
G0:0033559 unsaturated fatty acid metabolic process 12/717 81/13311 2,2219,E-02 12
G0:0010771 negative regulation of cell morphogenesis involved in differentiation 121717 87/13311 3,3634,E-02 12
G0:0051965 positive regulation of synapse assembly 11/717 46/13311 1,5922,E-03 11
G0:0001658 branching involved in ureteric bud morphogenesis 11717 47/13311 1,8246,E-03 11
G0:0061098 positive regulation of protein tyrosine kinase activity 11717 48/13311 2,0655,E-03 11
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G0:0030500
G0:0051781
G0:0001656
G0:0050000
G0:0051303
G0:0019233
G0:0034308
G0:0006029
G0:0060191
G0:0033046
G0:0051985
G0:0009994
G0:0001755
G0:0045839
GO:1900449
G0:0051145
G0:0001708
G0:0099601
G0:0051310
G0:0050771
G0:0042102
G0:0001523
G0:0061035
GO:0035418
G0:0045132
G0:0002063
G0:0007094
G0:0031577
GO:0071173
G0:0071174
G0:0045841
G0:1902100
G0:1905819
G0:2000816
G0:0033048
GO:0048599
G0:0019226
G0:0051653
G0:0050922
G0:0032330
GO0:0019730
G0:0042733
G0:0030042
G0:0046427
GO0:2000310
GO0:0019369

negative regulation of nuclear division
peripheral nervous system development
regulation of bone mineralization
positive regulation of cell division
metanephros development
chromosome localization
establishment of chromosome localization
sensory perception of pain
primary alcohol metabolic process
proteoglycan metabolic process
regulation of lipase activity
negative regulation of sister chromatid segregation
negative regulation of chromosome segregation
oocyte differentiation
neural crest cell migration
negative regulation of mitotic nuclear division
regulation of glutamate receptor signaling pathway
smooth muscle cell differentiation
cell fate specification
regulation of neurotransmitter receptor activity
metaphase plate congression
negative regulation of axonogenesis
positive regulation of T cell proliferation
retinoid metabolic process
regulation of cartilage development
protein localization to synapse
meiotic chromosome segregation
chondrocyte development
mitotic spindle assembly checkpoint
spindle checkpoint
spindle assembly checkpoint
mitotic spindle checkpoint
negative regulation of mitotic metaphase/anaphase transition
negative regulation of metaphase/anaphase transition of cell cycle
negative regulation of chromosome separation
negative regulation of mitotic sister chromatid separation
negative regulation of mitotic sister chromatid segregation
oocyte development
transmission of nerve impulse
spindle localization
negative regulation of chemotaxis
regulation of chondrocyte differentiation
antimicrobial humoral response
embryonic digit morphogenesis
actin filament depolymerization
positive regulation of receptor signaling pathway via JAK-STAT
regulation of NMDA receptor activity
arachidonic acid metabolic process
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11/717
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11/717
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10/717
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Progeroide Neonatal (Sindrome de Wiedemann-Rautenstrauch)

G0:0046456 icosanoid biosynthetic process 8/717 34/13311 9,5156,E-03 8
GO0:0006584 catecholamine metabolic process 8717 35/13311 1,0712,E-02 8
G0:0009712 catechol-containing compound metabolic process 81717 35/13311 1,0712,E-02 8
GO:0040001 establishment of mitotic spindle localization 8/717 35/13311 1,0712,E-02 8
G0:0042572 retinol metabolic process 8/717 35/13311 1,0712,E-02 8
G0:0099054 presynapse assembly 8717 35/13311 1,0712,E-02 8
G0:0043090 amino acid import 81717 36/13311 1,2265,E-02 8
G0:0035850 epithelial cell differentiation involved in kidney development 8/717 38/13311 1,5816,E-02 8
G0:0099172 presynapse organization 8/717 38/13311 1,5816,E-02 8
G0:0071526 semaphorin-plexin signaling pathway 8/717 39/13311 1,8343,E-02 8
G0:0050919 negative chemotaxis 8/717 40/13311 2,0910,E-02 8
G0:0006636 unsaturated fatty acid biosynthetic process 8/717 43/13311 2,8067,E-02 8
G0:0051293 establishment of spindle localization 8/717 43/13311 2,8067,E-02 8
G0:0090183 regulation of kidney development 8717 44/13311 3,1192,E-02 8
GO0:0061005 cell differentiation involved in kidney development 8717 46/13311 3,9288,E-02 8
GO0:0060688 regulation of morphogenesis of a branching structure 8/717 48/13311 4,7445,E-02 8
G0:1905606 regulation of presynapse assembly 7717 22/13311 4,0935,E-03 7
G0:0099174 regulation of presynapse organization 777 23/13311 5,1876,E-03 7
G0:0002828 regulation of type 2 immune response 7717 24/13311 6,3595,E-03 7
G0:1902668 negative regulation of axon guidance 7717 26/13311 9,3584 E-03 7
G0:0007143 female meiotic nuclear division 77 27113311 1,0712,E-02 7
G0:0098801 regulation of renal system process 77 27/13311 1,0712,E-02 7
G0:0042092 type 2 immune response 7717 29/13311 1,4552,E-02 7
G0:2000273 positive regulation of signaling receptor activity 7717 29/13311 1,4552,E-02 7
GO:0048011 neurotrophin TRK receptor signaling pathway 7 31/13311 2,0322,E-02 7
G0:0090184 positive regulation of kidney development 777 31/13311 2,0322,E-02 7
G0:0089718 amino acid import across plasma membrane 7717 32/13311 2,3141,E-02 7
GO0:0008608 attachment of spindle microtubules to kinetochore 77 33/13311 2,5396,E-02 7
G0:0009187 cyclic nucleotide metabolic process 7717 33/13311 2,5396,E-02 7
G0:0030261 chromosome condensation 7717 34/13311 2,8521,E-02 7
G0:0032663 regulation of interleukin-2 production 777 34/13311 2,8521,E-02 7
G0:0045103 intermediate filament-based process 77 36/13311 3,7681,E-02 7
G0:0038179 neurotrophin signaling pathway 7717 37/13311 4,2218,E-02 7
G0:0006692 prostanoid metabolic process 7717 38/13311 4,6998,E-02 7
G0:0006693 prostaglandin metabolic process 7717 38/13311 4,6998,E-02 7
G0:0032623 interleukin-2 production 7717 38/13311 4,6998,E-02 7
GO0:1900047 negative regulation of hemostasis 77 38/13311 4,6998,E-02 7
G0:1902667 regulation of axon guidance 7717 38/13311 4,6998,E-02 7
G0:0001502 cartilage condensation 6/717 13/13311 1,8206,E-03 6
G0:0098743 cell aggregation 61717 14/13311 2,4852,E-03 6
G0:0032753 positive regulation of interleukin-4 production 6717 15/13311 3,3035,E-03 6
G0:0044062 regulation of excretion 61717 17113311 5,9185,E-03 6
GO0:0061217 regulation of mesonephros development 6r717 19/13311 9,5156,E-03 6
G0:0007263 nitric oxide mediated signal transduction 61717 20/13311 1,1522,E-02 6
G0:0019934 cGMP-mediated signaling 6/717 21/13311 1,3722,E-02 6
G0:0032673 regulation of interleukin-4 production 61717 21113311 1,3722,E-02 6
G0:0032633 interleukin-4 production 6/717 22/13311 1,6830,E-02 6
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GO0:0001516
GO0:0046457
GO0:0048843
G0:0007618
G0:0035115
GO0:0048841
GO0:1905332
GO0:0032634
GO0:0032674
GO0:0032736
GO0:0051386
G0:0045741
G0:0032656
GO0:0051988
G0:0002830
G0:0042107
GO0:0032616
G0:0035813

GO0:0030539
G0:0032703

GO:0045109
G0:0061213
G0:0035812
GO0:0042104
G0:0051382
G0:0090189
G0:0030728
G0:0060065
G0:0008356
G0:0002825
G0:0032332
G0:0048745
GO:0009713
G0:0019371
G0:0035815
G0:0042423
G0:0042035
G0:0007077
G0:0007620
G0:0045064
G0:0072160
G0:0023019
G0:0042089

prostaglandin biosynthetic process
prostanoid biosynthetic process
negative regulation of axon extension involved in axon guidance
mating
embryonic forelimb morphogenesis
regulation of axon extension involved in axon guidance
positive regulation of morphogenesis of an epithelium
interleukin-5 production
regulation of interleukin-5 production
positive regulation of interleukin-13 production
regulation of neurotrophin TRK receptor signaling pathway

positive regulation of epidermal growth factor-activated receptor activity

regulation of interleukin-13 production
regulation of attachment of spindle microtubules to kinetochore
positive regulation of type 2 immune response
cytokine metabolic process
interleukin-13 production
regulation of renal sodium excretion

male genitalia development
negative regulation of interleukin-2 production

intermediate filament organization
positive regulation of mesonephros development
renal sodium excretion
positive regulation of activated T cell proliferation
kinetochore assembly
regulation of branching involved in ureteric bud morphogenesis
ovulation
uterus development
asymmetric cell division
regulation of T-helper 1 type immune response
positive regulation of chondrocyte differentiation
smooth muscle tissue development
catechol-containing compound biosynthetic process
cyclooxygenase pathway
positive regulation of renal sodium excretion
catecholamine biosynthetic process
regulation of cytokine biosynthetic process
mitotic nuclear envelope disassembly
copulation
T-helper 2 cell differentiation
nephron tubule epithelial cell differentiation
signal transduction involved in regulation of gene expression
cytokine biosynthetic process

Molecular Function (MF)

6/717
6/717
6/717
6/717
6/717
6/717
6/717
5717
5717
5717
5717
5717
5717
5717
5717
5717
5717
5717

5717
5/717

5717
5717
5717
5/717
5/717
5717
5717
5717
5/717
5717
5717
5717
4717
4717
4717
4717
41717
4717
4717
4717
41717
477
4717

23/13311
23/13311
24/13311
26/13311
29/13311
29/13311
29/13311
11/13311
11/13311
11/13311
11/13311
12/13311
13/13311
13/13311
14/13311
14/13311
15/13311
15/13311

16/13311
16/13311

16/13311
16/13311
17/13311
17/13311
17/13311
17/13311
18/13311
18/13311
19/13311
20/13311
20/13311
20/13311
10/13311
10/13311
10/13311
10/13311
11/13311
12/13311
12/13311
12/13311
12/13311
13/13311
13/13311

2,0484,E-02
2,0484,E-02
2,3412,E-02
3,1419,E-02
4,8395,E-02
4,8395,E-02
4,8395,E-02
5,3661,E-03
5,3661,E-03
5,3661,E-03
5,3661,E-03
7,4814,E-03
1,0394,E-02
1,0394,E-02
1,2999,E-02
1,2999,E-02
1,6830,E-02
1,6830,E-02
2,1333,E-02
2,1333,E-02
2,1333,E-02
2,1333,E-02
2,5396,E-02
2,5396,E-02
2,5396,E-02
2,5396,E-02
3,0983,E-02
3,0983,E-02
3,8184,E-02
4,5207,E-02
4,5207,E-02
4,5207,E-02
2,3186,E-02
2,3186,E-02
2,3186,E-02
2,3186,E-02
2,9938,E-02
3,9288,E-02
3,9288,E-02
3,9288,E-02
3,9288,E-02
4,9633,E-02
4,9633,E-02
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ID Description GeneRatio BgRatio p.adjust Count
G0:0048018 receptor ligand activity 49/720 284/13641  8,6606,E-11 49
GO:0030546 signaling receptor activator activity 49/720 288/13641  8,6606,E-11 49
G0:0030545 receptor regulator activity 49/720 306/13641  5,9808,E-10 49
GO:0003779 actin binding 36/720 368/13641  1,0305,E-02 36
G0:0005539 glycosaminoglycan binding 31/720 169/13641  1,7492,E-07 31
G0:0015631 tubulin binding 31/720 323/13641  2,4453,E-02 31
G0:1901681 sulfur compound binding 28/720 211/13641  4,5048,E-04 28
GO:0008017 microtubule binding 28/720 238/13641  2,8208,E-03 28
GO:0004930 G protein-coupled receptor activity 25/720 252/13641 3,7384,E-02 25
G0:0008201 heparin binding 23/720 127/13641  2,6105,E-05 23
GO:0001664 G protein-coupled receptor binding 221720 193/13641 1,5814,E-02 22
GO:0008083 growth factor activity 21/720 112/13641 4,0480,E-05 21
G0:0005201 extracellular matrix structural constituent 21/720 133/13641  4,5048,E-04 21
GO:0005125 cytokine activity 21/720 134/13641 4,5067 E-04 21
G0:0005126 cytokine receptor binding 20/720 177/13641  2,4453,E-02 20
G0:0004866 endopeptidase inhibitor activity 18/720 99/13641 3,7724 E-04 18
G0:0030414 peptidase inhibitor activity 18/720 101/13641  4,4358,E-04 18
GO:0061135 endopeptidase regulator activity 18/720 107/13641  6,8307,E-04 18
GO:0061134 peptidase regulator activity 18/720 137/13641  1,0305,E-02 18
G0:0070851 growth factor receptor binding 16/720 113/13641  1,0305,E-02 16
G0:0005244 voltage-gated ion channel activity 16/720 114/13641 1,0305,E-02 16
G0:0022832 voltage-gated channel activity 16/720 114/13641 1,0305,E-02 16
G0O:0046906 tetrapyrrole binding 14/720 92/13641 1,0305,E-02 14
GO0:0020037 heme binding 13/720 84/13641 1,2961,E-02 13
G0:0004867 serine-type endopeptidase inhibitor activity 11/720 49/13641 1,9964,E-03 11
GO:0003777 microtubule motor activity 10/720 63/13641 3,3734,E-02 10
G0:0045499 chemorepellent activity 8/720 26/13641 1,9964,E-03 8
GO:0017147 Whnt-protein binding 8/720 29/13641 4,1682,E-03 8
G0:0030215 semaphorin receptor binding 6/720 21/13641 1,6117,E-02 6
GO0:0008191 metalloendopeptidase inhibitor activity 5/720 13/13641 1,1444,E-02 5
GO:0004653 polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase activity 5/720 16/13641 2,4453 E-02 5
GQ:0005001 transmembrane receptor protein tyrosine phosphatase activity 5/720 16/13641 2,4453 E-02 5
GO:0005540 hyaluronic acid binding 5/720 16/13641 2,4453 E-02 5
GO0:0019198 transmembrane receptor protein phosphatase activity 5/720 16/13641 2,4453 E-02 5
GO0:0016638 oxidoreductase activity, acting on the CH-NH2 group of donors 5/720 17/13641 3,2145,E-02 5
GO:0005104 fibroblast growth factor receptor binding 5/720 18/13641 3,9045,E-02 5

Anexo 4. Términos GO enriquecidos para el conjunto de datos KO. El identificador de
la categoria GO (ID) y la descripcion (Description) del término enriquecido se incluyen en
la tabla. Gene Ratio se refiere a la relacion entre k/n, donde n es el tamafio de la lista de
genes de interés y k es el numero de genes dentro de esa lista que estan anotados en el
conjunto de genes. BgRatio se refiere a la distribucion del background que consiste en
M/N, donde N es el numero total de genes en la distribucion de fondo (background) y M es
el numero de genes dentro de la distribucion que estan anotados en relacion al conjunto
de genes de interés. p.adjust se refiere al valor p ajustado por pruebas multiples
(correcciéon FDR). El conteo (Count) es el numero neto de genes que contribuyen a la
categoria sobrerrepresentada.

Cellular Component (CC)
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ID
GO:0005743
GO:0005759
G0:0005925
GO:0070161
G0:0043025
GO:0016604
GO0:0005765
GO:0030424
G0:0098978
GO:0031410
GO:0005788
GO0:0005764
GO0:0005874
G0:0005768
GO:0014069
G0:0031012
G0:0015629
GO0:0005694
GO0:0045121
GO0:0031965
GO0:0005929
G0:0010008
G0:0005802
GO0:0005911
GO:0005741
G0:0030027
GO:0005814
GO0:0005815
GO0:0036064

Description
mitochondrial inner membrane
mitochondrial matrix
focal adhesion
anchoring junction
neuronal cell body
nuclear body
lysosomal membrane
axon
glutamatergic synapse
cytoplasmic vesicle
endoplasmic reticulum lumen
lysosome
microtubule
endosome
postsynaptic density
extracellular matrix
actin cytoskeleton
chromosome
membrane raft
nuclear membrane
cilium
endosome membrane
trans-Golgi network
cell-cell junction
mitochondrial outer membrane
lamellipodium
centriole
microtubule organizing center
ciliary basal body

GeneRatio
265/8776
247/8776
244/8776
240/8776
214/8776
213/8776
193/8776
192/8776
192/8776
185/8776
181/8776
178/8776
171/8776
170/8776
147/8776
146/8776
144/8776
137/8776
135/8776
134/8776
134/8776
133/8776
108/8776
106/8776
105/8776
104/8776
102/8776

98/8776
98/8776

BgRatio
464/20472
390/20472
424/20472
481/20472
407/20472
339/20472
373/20472
361/20472
373/20472
325/20472
306/20472
309/20472
326/20472
317/20472
267/20472
259/20472
258/20472
256/20472
251/20472
241/20472
242/20472
253/20472
191/20472
192/20472
191/20472
192/20472
159/20472
160/20472
168/20472

p.adjust
6,7955,E-08
1,0433,E-13
1,2120,E-07
3,2646,E-02
2,9701,E-03
2,8431,E-11
1,4115,E-02
2,9701,E-03
1,7614,E-02
2,6321,E-05
1,1217,E-06
1,5733,E-05
1,3765,E-02
3,7205,E-03
2,9161,E-03
7,7487 E-04
1,5631,E-03
1,7099,E-02
1,4608,E-02
3,0075,E-03
3,5612,E-03
3,6915,E-02
5,5465,E-03
1,7173,E-02
2,1172,E-02
3,6064,E-02
9,4041,E-06
2,7091,E-04
2,9701,E-03

Count
265
247
244
240
214
213
193
192
192
185
181
178
171
170
147
146
144
137
135
134
134
133
108
106
105
104
102

98
98
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G0:0043197
GO:0001650
GO0:0031966
GO0:0005819
GO:0005770
GO0:0016363
GO:0055037
G0:0000922
GO:0005777
G0:0042383
GO:0016605
GO0:0034451
GO0:0000151
GO0:0005604
G0:0043202
G0:0042470
GO:0001726
GO0:0044297
GO:0030670
GO0:0030175
GO0:0005901
G0:0033116
GO:0035861
GO:0001725
GO0:0005762
GO:0005747
GO0:0005782
GO:0005876
G0:0032839
GO:0090734
GO:0070469
GO0:0005652

dendritic spine
fibrillar center
mitochondrial membrane
spindle
late endosome
nuclear matrix
recycling endosome
spindle pole
peroxisome
sarcolemma
PML body
centriolar satellite
ubiquitin ligase complex
basement membrane
lysosomal lumen
melanosome
ruffle
cell body
phagocytic vesicle membrane
filopodium
caveola
endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment membrane
site of double-strand break
stress fiber
mitochondrial large ribosomal subunit
mitochondrial respiratory chain complex |
peroxisomal matrix
spindle microtubule
dendrite cytoplasm
site of DNA damage
respiratory chain
nuclear lamina

Biological Process (BP)

98/8776
93/8776
89/8776
87/8776
83/8776
78/8776
T7/18776
75/8776
69/8776
68/8776
67/8776
67/8776
66/8776
62/8776
61/8776
61/8776
60/8776
53/8776
50/8776
50/8776
49/8776
49/8776
47/8776
45/8776
41/8776
36/8776
35/8776
30/8776
26/8776
23/8776
22/8776
11/8776

168/20472
149/20472
157/20472
148/20472
148/20472
129/20472
133/20472
129/20472
112/20472
106/20472
106/20472
117/20472
115/20472
94/20472
96/20472
103/20472
101/20472
87/20472
74/20472
81/20472
77/20472
79/20472
77/20472
73/20472
57/20472
50/20472
53/20472
44/20472
35/20472
31/20472
30/20472
11/20472

2,9701,E-03
1,7198,E-04
1,7121,E-02
4,5136,E-03
3,3000,E-02
3,3328,E-03
1,7173,E-02
1,7173,E-02
3,7205,E-03
1,0554,E-03
2,1309,E-03
4,3894,E-02
4,3894,E-02
7,7487,E-04
3,2719,E-03
2,8636,E-02
2,8636,E-02
2,7575,E-02
2,1309,E-03
2,6600,E-02
1,4115,E-02
2,6466,E-02
4,3753,E-02
4,2949,E-02
1,5023,E-03
3,5612,E-03
3,3134,E-02
3,6966,E-02
1,7173,E-02
3,3134,E-02
4,9371,E-02
3,3019,E-02

98
93
89
87
83
78
77
75
69
68
67
67
66
62
61
61
60
53
50
50
49
49
47
45
41
36
35
30
26
23
22
1
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D
GO:0016567
GO0:0007399
GO0:0015031
GO0:0035556
G0:0051301
GO0:0007049
GO0:0050790
G0:0043065
G0:0006281
G0:0051726
GO0:0006974
G0:0042493
G0:0030335
GO0:0016477
G0:0007420
GO0:0001525
GO0:0006325
GO0:0060271
GO0:0043123
GO0:0001934
GO:0007568
GO0:0008283
G0:0000209
GO0:0051092
GO0:0030198
GO0:0043524
GO0:0006470
G0:0000278
GO:0006260
GO0:0000226
G0:0051091
GO0:0032355
GO:0042060
GO0:0032543
GO0:0000724
G0:0046330
GO0:0030324
G0:0001938
GO0:0032092
GO0:0021987
GO:0009060
GO:0048661
G0:0042776
GO0:0030199
G0:0060021
GO0:0045785
G0:0006879
GO0:0034097
G0:0002062
GO0:0031397
G0:0010212
GO0:0001837
G0:0006120
GO0:0036297

Description
protein ubiquitination
nervous system development
protein transport
intracellular signal transduction
cell division
cell cycle
regulation of catalytic activity
positive regulation of apoptotic process
DNA repair
regulation of cell cycle
cellular response to DNA damage stimulus
response to drug
positive regulation of cell migration
cell migration
brain development
angiogenesis
chromatin organization
cilium assembly
positive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB signaling
positive regulation of protein phosphorylation
aging
cell proliferation
protein polyubiquitination
positive regulation of NF-kappaB transcription factor activity
extracellular matrix organization
negative regulation of neuron apoplotic process
protein dephosphorylation
mitotic cell cycle
DNA replication
microtubule cytoskeleton organization
positive regulation of sequence-specific DNA binding transcription factor activity
response to estradiol
wound healing
mitochondrial translation
double-strand break repair via homologous recombination
positive regulation of JNK cascade
lung development
positive regulation of endothelial cell proliferation
positive regulation of protein binding
cerebral cortex development
aerobic respiration
positive regulation of smooth muscle cell proliferation
mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport
collagen fibril organization
palate development
positive regulation of cell adhesion
cellular iron ion homeostasis
response to cytokine
chondrocyte differentiation
negative regulation of protein ubiquitination
response to ionizing radiation
epithelial to mesenchymal transition
mitochondrial electron transport, NADH to ubiquinone
interstrand cross-link repair

GeneRatio
257/8342
244/8342
241/8342
233/8342
214/8342
212/8342
209/8342
178/8342
175/8342
170/8342
169/8342
165/8342
152/8342
150/8342
150/8342
147/8342
141/8342
130/8342
123/8342
118/8342
112/8342
109/8342
104/8342
101/8342
96/8342
95/8342
92/8342
90/8342
81/8342
81/8342
73/8342
69/8342
68/8342
67/8342
64/8342
61/8342
58/8342
53/8342
52/8342
51/8342
49/8342
48/8342
47/8342
46/8342
44/8342
41/8342
40/8342
38/8342
38/8342
38/8342
37/8342
37/8342
35/8342
31/8342

BgRatio
496/19256
414/19256
439/19256
450/19256
382/19256
359/19256
376/19256
328/19256
294/19256
316/19256
276/19256
293/19256
256/19256
268/19256
270/19256
252/19256
254/19256
222/19256
192/19256
209/19256
194/19256
186/19256
173/19256
160/19256
165/19256
158/19256
155/19256
154/19256
121/19256
134/19256
119/19256
112/19256
103/19256
96/19256
94/19256
98/19256
91/19256
77119256
77119256
76/19256
70/19256
70/19256
65/19256
60/19256
66/19256
59/19256
58/19256
51/19256
53/19256
55/19256
45/19256
46/19256
47119256
38/19256

p.adjust
2,1600,E-02
3,9096,E-07
4,7687,E-04
3,9602,E-02
3,4906,E-04
3,5612,E-06
7,2999 E-04
1,4724,E-02
2,7195,E-05
2,9444 E-02
3,9752,E-06
2,7568,E-03
2,4634,E-04
9,0944,E-03
1,3315,E-02
8,4893,E-04
2,0454 E-02
2,3653,E-03
1,5049,E-05
2,8911,E-02
1,4980,E-02
9,5939,E-03
4,0073,E-03
4,2634,E-04
2,9231,E-02
8,7160,E-03
1,8051,E-02
3,5447 E-02
2,6784,E-04
2,0454,E-02
2,3923,E-02
2,9231,E-02
2,5594,E-03
3,0215,E-04
1,2060,E-03
4,4844 E-02
2,9444 E-02
4,9008,E-03
1,1191,E-02
1,4980,E-02
5,3622,E-03
1,2852,E-02
2,5594,E-03
3,7007 E-04
4,7061,E-02
2,5624,E-02
3,5447 E-02
6,7577,E-03
1,9493,E-02
4,7061,E-02
3,4906,E-04
6,9984,E-04
1,3315,E-02
2,7568,E-03

Count
257
244
241
233
214
212
209
178
175
170
169
165
152
150
150
147
141
130
123
118
112
109
104
101

96
95
92
90
81
81
73
69
68
67
64
61
58
53
52
51
49
48
47
46
44
41
40
38
38
38
37
37
35
31
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Molecular Function (MF)

ID
G0:0044877
G0:0019899
G0:0004674
GO0:0000977
GO0:0001227
G0:0031625
G0:0016787
G0:0004842
G0:0016491
G0:0000287
G0:0008022
G0:0005178
G0:0005201
G0:0003824
G0:0002020
G0:0004725
G0:0000049
G0:0050660
G0:0051539
G0:0008137
G0:0043236

Description
macromolecular complex binding
enzyme binding
protein serine/threonine kinase activity
RNA polymerase |l regulatory region sequence-specific DNA binding
RNA polymerase |l transcription regulatory region sequence-specific binding
ubiquitin protein ligase binding
hydrolase activity
ubiquitin-protein transferase activity
oxidoreductase activity
magnesium ion binding
protein C-terminus binding
integrin binding
extracellular matrix structural constituent
catalytic activity
protease binding
protein tyrosine phosphatase activity
tRNA binding
flavin adenine dinucleotide binding
4 iron, 4 sulfur cluster binding
NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity
laminin binding

GeneRatio
228/8563
220/8563
217/8563
199/8563
197/8563
191/8563
166/8563
149/8563
139/8563
136/8563
127/8563
111/8563

85/8563
81/8563
71/8563
70/8563
50/8563
49/8563
35/8563
32/8563
22/8563

BgRatio
414/18811
390/18811
392/18811
364/18811
331/18811
305/18811
272/18811
253/18811
241/18811
233/18811
208/18811
161/18811
138/18811
132/18811
109/18811
107/18811

75/18811

68/18811
47/18811
43/18811
26/18811

p.adjust
1,2204,E-02
2,9991,E-03
1,2204,E-02
4,2293,E-02
9,5951,E-05
1,2261,E-06
9,5951,E-05
4,3292,E-03
2,2420,E-02
1,3224,E-02
1,9791,E-03
1,6089,E-06
2,6679,E-02
4,0663,E-02
1,1112,E-02
1,0871,E-02
4,5907,E-02
4,9247 E-03
2,4772,E-02
4,2293,E-02
3,3067,E-02

Count
228
220
217
199
197
191
166
149
139
136
127
111

85
81
71
70
50
49
35
32
22
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