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Introducción 



El glioblastoma multiforme (GBM), también conocido como glioblastoma, 

representa aproximadamente el 50% de los gliomas malignos diagnosticados en la 

edad adulta 1–3, y es uno de los tipos de cáncer más agresivos que existen. Este tumor 

se caracteriza por un crecimiento descontrolado, invasión difusa del tejido y 

neurodegeneración 4–7 , haciendo que la esperanza de vida media de los pacientes, 

pese a ser tratados, sea aproximadamente de 15 meses 8. 

Según el proyecto Globocan, perteneciente a la Asociación Internacional de 

Registros de Cáncer (más conocida por las siglas inglesas IARC), en 2012 se dieron en el 

mundo 256.213 nuevos casos de tumores cerebrales y del sistema nervioso central 

(SNC). Concretamente, en España se estima que se produjeron alrededor de 3.717 

nuevos casos, y se prevé que su incidencia se incremente hasta aproximadamente 

5.092 nuevos casos en 2035 (Gráfica 1). Pese a las estimaciones de la IARC (Incidencia 

2015: 3.889 casos), la Red Española de Registros de Cáncer (REDECAN), ese mismo año 

registró una incidencia de tumores del SNC ligeramente superior (4.042 casos) 9. 

Gráfica 1: Estimación de la incidencia y mortalidad en España de tumores cerebrales y del SNC. 

Datos: GLOBOCAN 2012 (IARC)-27.08.2018 
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1. Las células gliales y el glioma

Las células gliales constituyen aproximadamente un 50% de la masa cerebral 

humana 10,11 , y su mayor diferencia con respecto a las neuronas, es que no participan 

directamente en la sinapsis y señalización eléctrica. Su papel principal es como soporte 

estructural del sistema nervioso, además de soporte metabólico,  ayudando de este 

modo a mantener la homeostasis del medio 12,13, y  posibilitando el correcto 

funcionamiento neuronal 14,15. 

Existen diferentes tipos de células gliales, cada una de ellas con funciones muy 

distintas en el sistema nervioso. Los oligodendrocitos, que constituyen el 45-75% de las 

células gliales del SNC 11, depositan mielina alrededor de los axones de algunas 

neuronas. En el sistema nervioso periférico (SNP), las células encargadas de elaborar la 

mielina son las células de Schwann. Los astrocitos representan el 19-40% de las células 

gliales del SNC 11, y desarrollan funciones muy diversas. Sirven como soporte 

estructural o metabólico al ambiente neuronal, contribuyen en la reparación y 

regeneración neuronal, forman parte de la barrera hematoencefálica  (BHE) y captan y 

almacenan neurotransmisores, aislando así la sinapsis 16,17. La microglía constituye 

aproximadamente un 10% de las células gliales del SNC 11 , y son los macrófagos más 

abundantes y estudiados de este sistema. Otras células que se encuentran formando 

parte de la glía son los ependimocitos, que se encargan principalmente de la 

producción del líquido cefalorraquídeo (LCR), y las células satélite, que tienen variedad 

de funciones, algunas de ellas muy similares a los astrocitos 18. 

Se conocen como gliomas a los tumores que se originan a partir de células gliales 

3, ya sea de un solo tipo (astrocitoma, oligodendroglioma o ependimoma) o de un 
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conjunto de ellas, a los que se denominan gliomas mixtos. Actualmente, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica a cada uno de estos gliomas en 

diferentes grados de malignidad atendiendo a sus características histológicas y 

moleculares o genéticas 19. Este último criterio se ha comenzado a usar recientemente, 

lo que ha permitido establecer subtipos dentro de la gradación de los tumores, 

permitiendo un diagnóstico y un tratamiento mucho más preciso y específico. 

2. Glioblastoma multiforme (GBM)

2.1. Estructura

El GBM es un astrocitoma muy heterogéneo donde se pueden encontrar células 

tumorales con diferentes grados de malignidad. Al igual que ocurre con otros tipos de 

tumores sólidos, su estructura también es muy heterogénea (razón por la que recibe el 

nombre de multiforme). El crecimiento del GBM conlleva la  formación dentro del 

tumor de zonas de hipoxia que evolucionan a áreas necróticas 20–23. Alrededor del 

tumor se encuentran células no tumorales, ya sean astrocitarias o de otro tipo,  que 

constituyen el microambiente del tumor. 

2.2. Causas y  factores de riesgo 

2.2.1. Alteraciones genéticas 

El 90% de los casos de GBM se producen de novo, a los que se conocen como 

GBM primarios y suelen darse en pacientes mayores de 50 años 3. El GBM secundario, 

mucho menos frecuente, resulta de la progresión de un tumor de bajo grado (grado I o 

II) previo 24, que suele manifestarse en pacientes más jóvenes 3. A pesar de que ambos

tipos de GBM tienen unas características histopatológicas similares, presentan 

distintas anomalías moleculares, y diferentes rutas de señalización alteradas 3,25–27. 

Una de las variaciones moleculares más comunes es la amplificación del gen EGFR 
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(Epidermal growth factor receptor), que se da en el 40% de los casos de GBM primario 

28. Esta amplificación suele conllevar mutaciones, siendo la más frecuente la deleción

de la región de los exones del 2 al 7, generando la variante EGFRvIII 29. Estudios de 

asociación del genoma completo (más conocidos por las siglas inglesas GWAS), han 

relacionado un aumento en el riesgo de desarrollar gliomas de alto grado, con la 

variación hereditaria de una región que contiene el gen CDKN2B (Cyclin-dependent 

kinase inhibitor 2B), en el cromosoma 9p21, y en dos SNPs (Single nucleotide 

polymorphism) de RTEL1 (Regulator of telomere elongation helicase 1) 30. 

Las diferentes poblaciones celulares que forman el tumor presentan distintas 

anomalías genéticas. Esto hace que, pese a que el diagnóstico de todos los tumores 

sea glioblastoma, su tratamiento con terapias moleculares específicas deba ser 

revisado y amoldado a cada caso. Por esta razón, recientemente la OMS ha subdividido 

cada uno de los grados de malignidad de los gliomas, atendiendo también a 

alteraciones genéticas 31. 

2.2.2. Edad y género 

Pese a que el GBM también se da en niños, su incidencia es mucho menor que en 

adultos, siendo el 7-9% de los tumores pediátricos diagnosticados del SNC 32–34. En 

adultos, el GBM suele producirse entre los 45 y 70 años. Por consiguiente la edad es 

uno de los factores que influyen en la aparición del GBM. 

Hoy en día se desconoce la relación que guardan el género y la incidencia de 

GBM. No obstante, se ha observado que el GBM y los tumores relacionados con el 

SNC, son más frecuentes en hombres que en mujeres (Gráfica 2) 35,36. Estudios 

apuntan que hay una relación sexo-dependiente de los mecanismos moleculares que 
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se encuentran alterados en estas células tumorales 37. Además, dependiendo del grado 

de necrosis tumoral (alto o bajo), y del sexo del paciente, la esperanza de vida varía 37. 

Gráfica 2: Estimación de la incidencia y mortalidad en España de tumores cerebrales y del SNC 

en hombres (H) y mujeres (M). Datos: GLOBOCAN 2012 (IARC)-27.08.2018 

2.3. Síntomas 

Los síntomas del GBM son muy diversos. Debido a la presión intracraneal que el 

tumor ejerce, produce en los pacientes dolores de cabeza, náuseas y vómitos.  A su 

vez, los pacientes experimentan trastornos neurofisiológicos, trastornos en la visión y 

deficiencia motora. Otros síntomas están relacionados con la psicología y comprenden 

cambios de humor, irritabilidad, delirios y depresión 38,39.  

2.4. Diagnóstico y Clasificación 

Actualmente, disponemos de herramientas no invasivas como la tomografía 

computorizada (TC/TAC) o la imagen por resonancia magnética (IRM), que permiten 

localizar de forma muy precisa al tumor. Una vez que el tumor ha sido localizado, el 

neurocirujano realiza una biopsia para que el paciente pueda ser diagnosticado 

correctamente por un neuropatólogo, y tratado en consecuencia. 
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Hoy en día se emplean criterios histológicos como la atipia nuclear, la actividad 

mitótica (proliferativa), el grado de vascularización y el de necrosis 40, junto con 

criterios moleculares como por ejemplo la mutación en IDH (Isocitrate dehydrogenase) 

19, que es entre otros, un factor que influye de manera positiva en la esperanza de vida 

de los pacientes 19,41. 

La OMS establece para el astrocitoma cuatro grados de malignidad, y dentro de 

cada uno de ellos diferentes subgrupos 31. Los astrocitomas de grado I y II (astrocitoma 

pilocítico y difuso, respectivamente), son considerados gliomas de bajo grado, ya que 

se caracterizan por un crecimiento relativamente lento, y el paciente tiene una 

esperanza de vida media de 7-8 años 2,3. Por otro lado, los grados III (astrocitoma 

anaplásico) y IV (GBM), son considerados gliomas de alto grado, ya que crecen más 

rápidamente, produciendo progresivamente neurodegeneración y por último la 

muerte del paciente, cuya esperanza de vida tras el tratamiento es actualmente de 2-5 

años para los tumores anaplásicos y 9-15 meses para el GBM 2,3,8. 

2.5. Tratamientos estandarizados 

El tratamiento estandarizado para los pacientes de GBM consiste en una primera 

intervención quirúrgica para eliminar la masa tumoral. Este es un paso crítico, puesto 

que hay que eliminar el máximo volumen tumoral sin dañar las funciones cerebrales. El 

volumen residual es uno de los factores que posiblemente modulan la esperanza de 

vida de los pacientes 42,43. Posterior a la cirugía, se sigue un tratamiento con 

radioterapia y quimioterapia con Temozolomida (TMZ) concomitante y adyuvante, que 

ha probado ser la combinación más eficaz para aumentar la calidad y esperanza de 

vida de los pacientes 44–46. La TMZ alquila/metila el ADN generalmente en las 

posiciones N7 o O6 de las guaninas. Esta metilación daña al ADN e induce citotoxicidad 
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en la célula, al inhibir la progresión del ciclo celular. Sin embargo, muchos GBM suelen 

desarrollar resistencia, lo que hace que la esperanza de vida de los pacientes se vea 

comprometida. Esta resistencia se debe principalmente a la actividad de la enzima 

reparadora del ADN AGT (O6-alkylguanine DNA alkyltransferase), codificada por el gen 

MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase) 47,48. Las células tratadas con TMZ 

inducen la expresión de MGMT y una parada en el ciclo celular en la fase G2-M, usada 

para la reparación de su ADN. Así, la metilación (represión) de la región promotora del 

gen MGMT es otro de los factores que influyen en la esperanza de vida media de los 

pacientes. 

Por otro lado, el GBM es un tumor altamente recurrente, originándose de nuevo 

a 1-2cm de la localización original 49. Esto puede deberse, en parte, a su alta 

heterogeneidad celular. Además, la hipótesis de las células madre tumorales (CMT) 

propone que dentro de esta población celular, existen células multipotentes que se 

caracterizan por la expresión de marcadores de células madre, su capacidad de 

autorrenovación, diferenciación multilineal, y el restablecimiento del tumor después 

de la cirugía 50–54. Adicionalmente, estas células son resistentes a la radiación y a la 

quimioterapia 55,56. Estas pueden ser algunas de las razones por las que el tumor vuelve 

a aparecer, pese a haberse eliminado el mayor volumen posible.  

Actualmente se investiga el modo de sensibilizar a estas células a la radiación 57 y 

la quimioterapia 58, y existen un gran número de ensayos clínicos cuyo propósito es 

probar combinaciones de diferentes dosis de radiación y/o quimioterápicos (ej. 

NCT01062399; NCT02344355; NCT01478854). Pero no existe un tratamiento 

estandarizado para el GBM recurrente. Las opciones incluyen una nueva intervención 

quirúrgica para eliminar la masa tumoral seguida de radioterapia, tratamientos con 

In
tro

du
cc

ió
n

11



anticuerpos monoclonales (ej. Bevacizumab, Cetuximab) y/o quimioterapia (Ej. 

Irinotecan, RAD001, Carmustina, Tenipósido). Sin embargo la supervivencia media de 

estos pacientes es de tan solo 6 meses 3. Hay una gran variedad de estudios y ensayos 

clínicos que han estudiado las posibles combinaciones de estos tratamientos para 

discernir cuál es el camino más adecuado a seguir. Pese a que en algunos de ellos se 

han obtenido resultados alentadores 59–62, en otros, los niveles de hemotoxicidad o la 

tasa de complicaciones derivadas, han sido mayores que los beneficios obtenidos 63,64. 

3. El microambiente tumoral

Las células tumorales se encuentran en contacto con otras no malignas como
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fibroblastos, células de los vasos sanguíneos, ganglios linfáticos o del sistema inmune, 

constituyendo el microambiente tumoral (MAT). En teoría, las células del sistema 

inmune pueden eliminar estas células tumorales mediante un proceso conocido como 

vigilancia inmunológica 65. Anteriormente se pensaba que en el SNC no podía 

producirse una respuesta inmune debido a la BHE, la falta de drenaje linfático y la 

actuación de la microglía. Sin embargo, estudios más recientes indican que los 

leucocitos pueden trasladarse al SNC sin necesidad de que la BHE se encuentre 

alterada 66–68, y que además el SNC dispone de sistema linfático 69,70. Por otro lado, los 

gliomas de alto grado presentan generalmente una BHE más permeable 20,71,72 y 

necrosis tumoral. A su vez, las células del GBM secretan diferentes citoquinas y 

factores de crecimiento capaces de reclutar a las diferentes células del sistema 

inmune. De esta manera, la alteración de la BHE, junto con la expulsión de antígenos 

procedentes de la necrosis, y las citoquinas y factores de crecimiento secretados al 

medio, explican en parte, el alto número de células dendríticas (CD), macrófagos M2, 

microglía, natural killers (NKT) y linfocitos T, que se encuentran alrededor del tumor 
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40,68,73–79. La respuesta inmune antitumoral más efectiva es la respuesta citotóxica y su 

principal componente son los linfocitos T citotóxicos (CD8+). Estas células reconocen 

péptidos antigénicos mediante sus receptores TCR (T-cell receptor), y amplifican la 

respuesta al interaccionar con otras células inmunes, como las presentadoras de 

antígenos (CPA). Las CPAs producen péptidos y proteínas asociadas a tumores que se 

presentan a los linfocitos T mediante los complejos mayores de histocompatibilidad 

(MHC) I y II. 

No obstante, los pacientes de GBM presentan de forma local y sistémica, un 

sistema inmune deficiente, especialmente relacionado con la inmunidad mediada por 

células. Esto se debe a que las células de GBM secretan diferentes biomoléculas como 

citoquinas y quimioquinas (ej. IL-6, CSF-1, IL-10, IL-11, LIF, OSM 80–85), factores de 

crecimiento (ej. VEGF 86–88, TGF-β 80), enzimas inflamatorias y metaloproteasas de 

matriz (ej. MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-14 89–91), que modifican las propiedades 

físicas y químicas del tejido, además de alterar la función de otras células en su 

beneficio. De esta forma las NKT, las células derivadas de mieloides supresoras 

(MDSC), macrófagos M2 o linfocitos T reguladores (Treg) que se encuentran en el MAT, 

suprimen la función de las células T citotóxicas 92,93, y promueven la infiltración del 

glioma mediante la producción de variedad de citoquinas y factores de crecimiento 

79,92,94,95. Las células tumorales también expresan MHC I en su superficie, sin embargo 

disminuyen su expresión para no ser detectadas por el sistema inmune 96. De esta 

forma el MAT queda en las condiciones idóneas para facilitar el crecimiento y la 

expansión tumoral. 

Por lo tanto, la escasa permeabilidad de la BHE junto con la inmunosupresión del 

MAT, contribuyen a que el tratamiento del GBM sea un reto para la inmunoterapia 97. 
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No obstante, recientemente un estudio in vivo en un modelo xenógrafo de GBM, ha 

conseguido que los linfocitos T traspasen con mayor facilidad la BHE, entren en 

contacto con las células tumorales, y se produzca una remisión completa del tumor y 

una mayor supervivencia 98. Sin embargo, estos resultados son todavía preliminares, y 

se debe investigar más sobre su seguridad y efectividad, antes de poder aplicarse en la 

clínica. 

4. Empleo de virus oncolíticos en los tratamientos antitumorales

El tratamiento de tumores con virus oncolíticos es una de las clases de terapia 

que se usan actualmente. Generalmente, estos virus son modificados para infectar y 

replicarse selectivamente en las células tumorales, aunque algunos de ellos presentan 

un tropismo natural por ellas 99. Su empleo como agentes terapéuticos en el 

tratamiento del GBM resulta muy atractivo, ya que los tumores del SNC no suelen 

desarrollar metástasis, por lo que pueden usarse de manera local. Por otro lado, 

además de infectar a las células tumorales, pueden a su vez inducir la muerte de las 

CMT 21. A parte de la oncólisis directa  y la producción de proteínas tóxicas 100, el uso 

de virus en los tratamientos antitumorales se ve reforzado por la estimulación del 

sistema inmune 99. La función principal del sistema inmune es detectar rápidamente, 

impedir la acción, y finalmente eliminar al virus que ha infectado la célula. La 

replicación viral dentro de las células tumorales, hace que la célula hospedadora 

produzca una serie de respuestas que conllevan la producción de citoquinas 101, 

patrones moleculares asociados a patógeno (PMAP) 102,103 y patrones moleculares 

asociados a daño (PMAD) 104,105, que atraen hacia el MAT a las células del sistema 

inmune, y facilitan el reconocimiento de antígenos asociados a tumor (AAT) 99,104,105, 

produciéndose de este modo una respuesta antiviral y antitumoral. De esta manera, 
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existen una gran variedad de estudios preclínicos y clínicos que usan diferentes tipos 

de virus para tratar el GBM 99,106. 

4.1. Los adenovirus 

Los adenovirus (Adv) (familia Adenoviridae) son virus de tamaño medio (70-

100nm), sin envoltura (desnudos), cuyo material genético, una doble hélice lineal de 

ADN de 30-40kb, se encuentra dentro de una nucleocápside icosaédrica 107,108.  Esta 

cápside la componen tres proteínas mayoritarias (II, III y IV) y cinco minoritarias (IIIa, 

IVa2, VI, VIII y IX) 108–112 (Figura 1). El hexón (proteína II) es el componente principal de 

la cápside del adenovirus. Cada una de las 20 caras que forman el icosaedro está 

compuesta por trímeros de la proteína II que forman los hexones. 12 hexones forman 

cada una de las 20 caras del icosaedro 108. Los vértices del icosaedro están ocupados 

por unas unidades denominadas pentones, que resultan de la unión no covalente de 

una base pentónica (5 proteínas III) y una fibra (trímero de la proteína IV) 108,112,113. La 

fibra posee tres dominios: cola, eje o dominio fibroso y cabeza. Los pentones son clave 

en la unión e internalización del adenovirus en la célula hospedadora 114. En la mayoría 

de adenovirus humanos la infección depende, en primera instancia, de la interacción 

de los receptores coxackie (CAR-Coxackie adenovirus receptor) de la célula 

hospedadora, con el dominio C-terminal de la cabeza de la fibra del adenovirus 115. 

Posteriormente, se produce la interacción entre el motivo RGD (Arg-Gly-Asp) de la 

base pentónica del adenovirus y las integrinas αvβ1, αvβ3, αvβ5, α5β1 y αMβ2 116–118 

de la célula, lo que conlleva la internalización del adenovirus mediante endocitosis, la 

protección de las células frente a apoptosis 119, y la expresión de citoquinas 

proinflamatorias 120. Tan pronto como se produce la unión del adenovirus a la célula, 

se desencadena la activación de la señalización celular mediante los receptores 
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celulares y las proteínas citosólicas 121. A su vez, la célula provoca cambios en la 

estructura del adenovirus y estimula la liberación del genoma adenoviral 121.  

Las proteínas codificadas por el genoma adenoviral se clasifican en dos grupos, 

tempranas y tardías, dependiendo de si se expresan antes o después de la replicación 

del ADN adenoviral 122. Los transcritos tardíos codifican para las proteínas estructurales 

que forman la cápside del adenovirus (II, III, IIIa, IV, VI, VIII, IX) 112, o bien pueden 

encontrarse en la cápside envolviendo y condensando el ADN adenoviral (VII) 123. Un 

caparazón de la proteína tardía V cubre el complejo VII-ADN 124,125, separándolo de la 

cápside externa. Por último Mu (m), que se sintetiza como proteína precursora (pre-

Mu), es escindida por una proteinasa codificada por el adenovirus hasta su 

forma madura 126 (Figura 1). Se cree que pre-Mu interacciona y ayuda a condensar 

fuertemente el ADN viral dentro de la cápside, y la escisión de pre-Mu puede 

servir para relajar parcialmente esta estructura antes de su entrada en el núcleo 

127. Por otro lado, las proteínas tempranas (early) E1a, E1b, E3 y E4, codifican

para las proteínas que se requieren para transactivar otras regiones del genoma 

viral, modificar el entorno de la célula infectada, alterar la respuesta inmune o, 

como la proteína E2, codificar las proteínas directamente implicadas en la 

replicación del ADN adenoviral 112. Tanto la replicación del ADN adenoviral como 

el ensamblaje de los viriones descendientes ocurren dentro del núcleo celular 

112,128. La replicación comienza aproximadamente a las 7 horas posteriores a la 

infección (hpi). Los viriones comienzan su ensamblaje alrededor de 24hpi, y 

continúan aumentando en abundancia hasta las 48 o 72hpi 129.   
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Figura 1: Estructura y composición proteica del adenovirus. Figura adaptada de Russell et al. 2009 

La proteína pRB (Retinoblastoma) es una fosfoproteína crítica para la regulación 

del ciclo celular 130,131, y junto con sus proteínas reguladoras (Cyclin-dependent kinase 

inhibitor 2A (p16INK4a), cyclin-dependent kinases 4 y 6 (CDK4, CDK6) y cyclin D1), 

interacciona con proteínas claves en esta regulación 6,132 . En diferentes tipos de 

tumor, incluyendo el GBM, es frecuente encontrar esta ruta de señalización alterada 

6,20,132. La entrada no programada en la fase S del ciclo celular puede deberse a la 

inactivación mutacional del gen RB o de sus proteínas reguladoras 133, a alteraciones 

epigenéticas, o a la sobreexpresión de estas últimas 133. Por ejemplo, cuando pRB 

se encuentra hipofosforilada, está unida al factor de transcripción celular E2F 134, 

inhibiendo su actuación e impidiendo la transcripción de genes esenciales para 

la mitosis y la progresión del ciclo celular desde el punto de control G1/S. Pero 
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los niveles de fosforilación de pRB aumentan conforme la célula se aproxima a la 

fase S del ciclo, y esta fosforilación hace que pRB pierda su función represora. De esta 

forma E2F queda liberada y realiza su función como factor de transcripción 131, 

induciendo a las células a la progresión hacia la fase S del ciclo celular. Diferentes 

tipos de virus, incluyendo los adenovirus, inducen la entrada en la fase S del ciclo 

celular a las células que infectan, y el mantenimiento de una pseudo-fase S 

mediante la detención del ciclo celular en G2/M 135–138. La proteína viral E1A 

compite con E2F por la unión de la pRB 139. De esta forma, E2F queda liberada y por 

consiguiente activada, produciéndose la progresión a la fase S del ciclo celular. Esto 

permite al adenovirus replicarse, a la vez que induce muerte celular programada 

por autofagia en las células que infecta, para finalmente liberar su progenie 

adenoviral mediante la lisis celular 21,140–142. 

La fosfoproteína celular p53 (Cellular tumor antigen p53), en respuesta a diversos 

tipos de estrés celular, participa en diferentes procesos antiproliferativos como 

la inducción de apoptosis. Las infecciones virales son un tipo de estrés celular, y de 

este modo, la célula infectada activa su mecanismo de muerte celular 

programada por apoptosis, impidiendo así que el virus  se replique e infecte a otras 

células 143–147. Por esta razón, otra de las proteínas adenovirales tempranas, la 

E1B-55KDa, se une a la proteína p53 e impide su acción 148,149. Asimismo, la 

expresión de p53 está regulada positivamente por el complejo que forma la 

proteína CBP (CREB binding protein) y p300 (Histone acetyltransferase p300) 150–153. 

Pero el adenovirus tiene más formas de evitar la apoptosis temprana. La proteína 

viral E1A presenta una región de unión a miembros de la familia proteica CBP/p300, 

que impide que el complejo se forme y por lo tanto inhibe la activación de p53 150.   
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El conocimiento de estas interacciones ha llevado a diseñar adenovirus con 

deleciones en su genoma en relación con las proteínas E1A y E1B. Así se consigue que 

los adenovirus queden condicionados a replicarse solamente en células que tengan 

alteradas la rutas de señalización de RB o p53 154. 

5. Adenovirus Delta-24-RGD (DNX-2401)

5.1. Generación del adenovirus Delta-24-RGD

Pese a que no se conocen en profundidad las alteraciones genéticas que dan 

lugar a los gliomas malignos, se sabe que la pRB o sus proteínas reguladoras, se 

encuentran alteradas en un amplio porcentaje de gliomas malignos 6,132.  Esta ruta de 

señalización es crítica en el control el ciclo celular y su alteración implica desregulación 

del ciclo, un crecimiento anormal de las células, y la progresión al fenotipo maligno 

que presentan la mayor parte de los tumores. Por esta razón, una de las estrategias 

terapéuticas más comunes consiste en modificar genéticamente la proteína adenoviral 

E1A. Esta proteína tiene dominios de unión con las proteínas p300/CBP, pRB y 

proteínas relacionadas con la pRB 155,156. 

El Delta-24-RGD (DNX-2401) es un adenovirus oncolítico tipo 5 (Adv5) modificado 

para aumentar su tropismo por las células tumorales, mejorar su capacidad infectiva y 

la capacidad de replicarse en células cancerígenas con la ruta de señalización de pRb 

alterada 157. La selectividad o especificidad tumoral se adquiere mediante la deleción 

de 24 pares de bases (pb) en el gen E1A, en la región dónde se une la pRb (pb: 923-

946), originándose el adenovirus Delta-24 49. Esta modificación hace que el adenovirus 

se replique eficientemente en células con la ruta de pRb alterada, mientras que no lo 

hará en células normales (sanas) 138,157. Por otro lado, la infección de las células 

tumorales depende de la unión del adenovirus a sus receptores CAR 115 y su 
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internalización mediante las integrinas αvβ3 y αvβ5 116. Sin embargo, las células de 

GBM, al igual que otras células cancerígenas 158,  expresan unos niveles muy bajos de 

estos receptores 157,158, y altos niveles de las integrinas αvβ3 y αvβ5 21,157,159,160 . De 

este modo, para mejorar el tropismo del adenovirus, se modificó su fibra añadiendo el 

motivo ACDCRGDCFCG (RGD-4C) en el bucle HI de la cabeza 161, dando lugar al 

adenovirus Delta-24-RGD. Este péptido se une fuertemente a ambas integrinas 162,163 y 

funciona como receptor primario. De esta forma se consigue una infección 

independiente de CAR, aumentando de este modo la capacidad infectiva y citopática 

del Delta-24 en distintos tipos de células tumorales 157,161. 

5.2. Tratamiento del glioblastoma con el adenovirus  Delta-24-RGD 

Estudios in vitro e in vivo han demostrado la eficacia del adenovirus Delta-24-

RGD en el tratamiento de diferentes tumores, incluyendo el GBM. Los primeros 

experimentos quisieron probar la capacidad infectiva y citopática que otorgaba la 

modificación de la fibra. Estudios in vitro de diferentes tipos de células tumorales 

(adenocarcinoma de pulmón, cáncer de próstata y glioblastoma), demostraron que el 

adenovirus Delta-24-RGD infecta y se propaga más eficientemente, produciendo 

mayor citopaticidad en las células tumorales de lo que lo hace el adenovirus Delta-24 

157,161. Los estudios preclínicos se han realizado principalmente en ratones atímicos 

xeno-injertados con células tumorales humanas, a los que se trató con inyecciones 

intratumorales de los adenovirus (Delta-24 y Delta-24-RGD). Ambos tratamientos 

aumentaron la esperanza de vida de los animales. No obstante, el tratamiento con el 

adenovirus Delta-24-RGD consiguió una remisión completa del tumor, y triplicó la 

esperanza de vida que otorga el tratamiento con adenovirus Delta-24 157. Otros 

estudios han observado que las células tumorales infectadas mueren mediante muerte 
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celular programada por autofagia 140,164,165, y las partículas víricas se expanden de 

forma centrífuga y exponencial dentro de la masa tumoral 157, infectando a nuevas 

células y produciendo la disminución del volumen tumoral. 

Además de su capacidad lítica, diferentes estudios han demostrado que la 

eficacia de la viroterapia en el tratamiento de tumores depende de la respuesta 

inmune del hospedador 166. Los pacientes con GBM suelen presentar un sistema 

inmune suprimido. Esto se debe a cambios de algunas células inmunitarias a un 

fenotipo maligno, que contribuye a inhibir la actividad de otras células del sistema 

inmune 92,93. Sin embargo, estudios in vitro y pre-clínicos, han demostrado que esta 

inmunosupresión puede revertirse en gran medida por la terapia vírica con el 

adenovirus Delta-24-RGD. Se ha observado que la infección del adenovirus activa el 

sistema inmune innato promoviendo, por ejemplo, un cambio en el fenotipo de los 

macrófagos pro-tumorales M2 hacia M1 167, e induciendo la creación de un 

microambiente pro-inflamatorio 105,167. La activación del sistema inmune innato 

desencadena a su vez la activación del sistema inmune adaptativo 105,168,169. A esta 

activación también contribuye la lisis celular producida por el adenovirus, puesto que 

facilita la presentación de antígenos a las células inmunitarias 105,168,169.  

A principios de 2018, Lang F et al. publicaron los resultados de la fase I de un 

ensayo clínico donde 37 pacientes diagnosticados con gliomas malignos recurrentes, 

fueron tratados con inyecciones intratumorales del adenovirus Delta-24-RGD (DNX-

2401) 170. Los pacientes fueron divididos en 2 grupos. Con el primer grupo se quiso 

evaluar la seguridad y la respuesta de los pacientes a 8 niveles de dosis diferentes del 

adenovirus Delta-24-RGD. El segundo grupo se usó para investigar su mecanismo de 

acción, por lo que 14 días tras el tratamiento adenoviral, el tumor fue extraído, y a los 
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pacientes se les dio una nueva dosis del adenovirus. El 72% de los pacientes del primer 

grupo experimentaron una reducción del tumor, y un 20% de ellos sobrevivió más de 3 

años. Sin embargo, la esperanza media de vida con independencia de la dosis de 

adenovirus, fue de 9,5 meses. Al igual que se observó en los ensayos preclínicos, el 

adenovirus se expandió de forma centrífuga dentro del tumor, diferenciándose 3 zonas 

(zona 1: necrosis producida por el adenovirus, zona 2: replicación activa del 

adenovirus, y zona 3: células de la periferia sin infectar). Alrededor del tumor se pudo 

observar un aumento de la inflamación y del número de linfocitos. De esta forma 

quedó demostrado que el tratamiento con el  adenovirus Delta-24-RGD provoca la lisis 

de las células tumorales, seguido de una respuesta inmune anti-tumoral. 

Debido a que los tratamientos de radioterapia y quimioterapia se encuentran 

dentro del tratamiento estándar para el GBM, otros estudios han analizado el efecto 

que tiene la combinación de estos tratamientos junto con el adenovirus Delta-24-RGD. 

Gracias a ellos sabemos que existe una sinergia al combinar el adenovirus Delta-24-

RGD con radioterapia 171, o con los quimioterapéuticos  TMZ 47 y Everolimus (RAD001) 

172.  

Por otro lado, el conocimiento de las interacciones de las proteínas virales con 

las de la célula hospedadora, ha dado lugar al diseño de virus capaces de replicarse 

exclusivamente en las células tumorales. Partiendo del adenovirus modificado Delta-

24, se crearon otros adenovirus además del Delta-24-RGD. Estos han probado su 

eficacia en mayor o menor medida en el tratamiento del GBM. 

• El adenovirus Delta-24-RIVER (Delta-24-Retargeted Infectivity Via EGFR)

es un adenovirus modificado para infectar las células de GBM de una  forma 

independiente de CAR. Para ello usa el epítopo extracelular único de la mutación 
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EGFRvIII (células que expresan EGFRvIII) 173,174. Su efecto ha sido testado tanto in vitro 

como in vivo, y se ha demostrado que este adenovirus se replica con mayor eficiencia 

en las células que presentan la mutación EGFRvIII, y que aumenta la supervivencia de 

ratones xeno-injertados con células de glioblastoma U87-ΔEGFR 174. 

• El adenovirus ICOVIR abarca las modificaciones del Delta-24-RGD

además de  la inclusión de elementos sensibles a E2F1 como promotor ectópico para 

E1A 175. Este adenovirus ha probado su eficacia y especificidad en modelos animales 

176, pero presenta una serie de obstáculos relacionados con su biodistribución y 

propagación intratumoral 177. 

• Al igual que el anterior, el Delta-24RGDOX (DNX-2440) es un adenovirus

que abarca las modificaciones del Delta-24-RGD, además de expresar el coestimulador 

del sistema inmune OX40L. Al igual que el Delta-24-RGD, este adenovirus atrae a los 

linfocitos a la zona tumoral e induce muerte celular inmunogénica 178. Recientemente 

se ha iniciado un ensayo clínico fase I (NCT03714334) donde este adenovirus se está 

empleando frente a GBM recurrente, con el objetivo de evaluar la seguridad de la 

terapia. 

• El ONYX-015 es un adenovirus cuya replicación está condicionada por el

estado de la proteína pro-apoptótica p53. Esta proteína se une a la proteína viral E1B-

55KDa y queda inhibida, impidiéndose así la apoptosis celular y  permitiendo que el 

virus pueda replicarse en la célula, y finalmente lisarla e infectar a las células de su 

alrededor 179. En una amplia mayoría de células tumorales, la proteína p53 se halla 

mutada y la ruta apoptótica alterada. La deleción de E1B-55KDa en el adenovirus 

ONYX-015, le permite replicarse en las células tumorales con la ruta de p53 alterada, 
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pero no en las sanas. A pesar de que ha demostrado ser una terapia segura, el ONYX-

015 no es un tratamiento muy eficaz para tratar el glioma 180. 

6. Proteómica en oncólisis adenoviral

6.1. Ciencias ómicas

En los últimos años, gracias a los avances logrados en el campo de la biología y la 

bioinformática, se ha desarrollado una visión más global de los procesos biológicos. 

Esto se debe al reciente desarrollo de las ciencias o tecnologías ómicas. El sufijo -oma, 

significa “conjunto de”. Gracias a las tecnologías ómicas se alcanza una visión holística 

de las moléculas que forman una célula, un tejido o el organismo completo. Por ello, la 

adición de este sufijo a los diferentes campos de la biología, cubre las nuevas 

aproximaciones, más globales y masivas del estudio de cada uno de ellos (ADN-

genómica, ARN-transcriptómica, proteínas-proteómica y metabolitos-metabolómica). 

Las diferentes ómicas pueden integrarse y complementarse (Figura 2), surgiendo lo 

que se denomina biología de sistemas 181. 

Figura 2: Esquema de las diferentes aproximaciones ómicas. Esquema donde se representan las 

diferentes ciencias ómicas y cómo todas ellas pueden integrarse y complementarse en un estudio de biología de 

sistemas. Figura modificada de Goodacre, R. Metabolomics (2005). 

Una de las grandes diferencias con respecto a las aproximaciones más 

tradicionales es el momento en que se establece la hipótesis. El planteamiento más 
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clásico a la hora de hacer un experimento requiere el establecimiento de una hipótesis 

que intenta ser probada usando diferentes técnicas o tecnologías. Sin embargo las 

ómicas permiten invertir este proceso. A través de la enorme cantidad de datos y los 

resultados que estos generan, se pueden establecer las hipótesis que posteriormente 

serán validadas mediante otras técnicas 182. 

6.2. Proteómica y su uso como herramienta de estudio 

Marc Wilkins, en 1994, definió y acuñó el término proteoma 183. Este término 

engloba al conjunto de proteínas que se expresan en una  célula, tejido u organismo 

concreto, en un tiempo determinado 184,185. Gracias al proyecto del genoma humano, 

se estima que el ser humano tiene entre 19.587 y 20.245 genes codificantes de 

proteínas 186–188. Sin embargo, el número de proteínas humanas es mucho mayor que 

el de genes codificantes. Esto se debe al splicing alternativo (presente en 

aproximadamente un 93% de los genes humanos 189), los SNPs, las mutaciones, los 

errores en la traducción, y/o las diferentes modificaciones postraduccionales (MPT) 190. 

Cada una de las variaciones moleculares de una proteína se denomina proteoforma 191, 

e influye en la actividad y función de la proteína. Debido a las diferentes 

combinaciones de estas variaciones, una proteína puede presentar multitud de 

proteoformas 190. Así, se conoce como proteómica al análisis global de un conjunto de 

proteínas, y resulta extremadamente útil para comprender en profundidad cómo 

funciona un sistema biológico 192. A su vez, el proteoma es muy dinámico, puesto que 

se ve alterado por perturbaciones externas y cambios en la expresión génica, que 

definen el estado funcional del organismo de estudio y su fenotipo 185. El proteoma 

asociado a un fenotipo concreto, se define como un proteotipo 185. La mayoría de 

enfermedades se deben a múltiples factores que suelen manifestarse a través de 

In
tro

du
cc

ió
n

25



cambios en los niveles de expresión, MPT y función de las proteínas 185,193. Por 

otro lado, uno de los objetivos de las terapias farmacológicas, es interferir 

específicamente en la actividad de una o varias de las proteínas alteradas en la 

enfermedad y sus rutas de señalización 194. De este modo los estudios proteómicos 

resultan extremadamente útiles a la hora de caracterizar una patología, como 

es por ejemplo el cáncer, y establecer potenciales dianas terapéuticas. 

6.2.1. Espectrometría de masas 

La mayoría de técnicas usadas para el análisis de las proteínas en un sistema 

biológico, solo permiten analizar una o unas pocas proteínas al mismo tiempo. Sin 

embargo, la espectrometría de masas posibilita identificar de manera específica y 

cuantificar con precisión, casi cualquier proteína expresada en una célula o tejido, 

además de identificar y localizar las diferentes MPT que las proteínas puedan tener 

185,195,196. De esta manera, se consigue generar un conocimiento más profundo del 

sistema biológico que se está estudiando, que a su vez  puede combinarse con otros 

estudios ómicos. Por esta razón, la espectrometría de masas es la herramienta central 

en los análisis proteómicos. 

Existen dos métodos diferentes para analizar las proteínas mediante 

espectrometría de masas. Uno de ellos, conocido como “top-down”, estudia las 

proteínas como entidades intactas 197. Sin embargo, el análisis “botton-up” está mucho 

más extendido, ya que su flujo de trabajo y análisis computacional resulta mucho más 

manejable 185 (Figura 3). En este último, las proteínas una vez extraídas son digeridas 

mediante una o varias proteasas, generándose péptidos de diferentes tamaños. Una 

de las proteasas más usadas es la tripsina, que corta las proteínas en el extremo 
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carboxilo terminal de sus residuos de lisina (Lys) y arginina (Arg), dando lugar a los 

denominados péptidos trípticos. Antes de su análisis con el espectrómetro de masas, 

los péptidos son separados mediante cromatografía liquida en fase reversa, que se 

encuentra acoplada al espectrómetro de masas (LC-MS: Liquid chromatography mass 

spectrometer). La capacidad y la resolución de la cromatografía están relacionadas con 

la longitud de la columna, el tamaño de la partícula y la longitud del gradiente 198.  Hoy 

en día se suele usar cromatografía líquida de fase reversa C18, nano-flujo y presión 

ultra-alta 199. Por otro lado, si la muestra es muy compleja, es recomendable realizar 

un fraccionamiento previo adicional mediante un procedimiento ortogonal  199. El 

objetivo del fraccionamiento es hacer que las proteínas minoritarias no queden 

enmascaradas por las mayoritarias, y que de este modo puedan ser identificadas y 

cuantificadas con mayor facilidad 200,201.  Tras su elución del HPLC (High performance 

liquid chromatography), los péptidos son ionizados  y transferidos a fase gaseosa 

mediante electro-spray (ESI: Electrospray ionization). El ESI puede producir iones de 

diferentes cargas. En el caso de los péptidos trípticos, estos suelen cargarse doble o 

triplemente 202. El espectrómetro de masas mide la relación masa/carga (m/z) de los 

iones (nivel MS). Algunos de estos iones se seleccionan atendiendo a ciertas 

características, para ser fragmentados mediante espectrometría de masas en tándem 

(MS/MS). Dependiendo de la técnica de fragmentación, el tamaño de los péptidos y los 

aminoácidos que los componen, se obtendrán diferentes tipos de iones. La disociación 

inducida por colisión (CID: Collision-induced dissociation) junto con el uso de una 

energía de colisión baja (<100 eV), produce la fragmentación aleatoria del péptido por 

el enlace peptídico, dando lugar a los iones de la serie “b” (protón en el N-terminal) e 

iones de la serie "y” (protón en el C-terminal) 202–205. Gracias a esta fragmentación, los 
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péptidos pueden ser identificados al comparar sus espectros de fragmentación 

(secuencia de aminoácidos) con diferentes bases de datos de secuencia de proteínas 

190,196,203,206. La presencia de una proteína en la muestra se deduce de la identificación 

de sus péptidos, en un proceso conocido como “inferencia de proteínas” 207,208. Estas 

identificaciones son validadas estadísticamente, generalmente mediante el uso de 

bases de datos señuelo (decoy) donde los espectros de fragmentación obtenidos se 

comparan con ellas para estimar la tasa de falsas identificaciones (FDR: False discovery 

rate) 209–211. Esta base de datos aleatorizada se genera a partir de la base de datos de 

referencia, invirtiendo la secuencia de sus aminoácidos. Los espectros de buena 

calidad se emparejan fácilmente con su correspondiente secuencia en la base de datos 

original. Sin embargo, conforme la calidad de los espectros comienza a disminuir, este 

emparejamiento se vuelve más aleatorio, llegando a asociar algunos de 

estos espectros con identificaciones de la base de datos señuelo. De esta manera, el 

FDR determina el número de falsos positivos que se aceptan en una lista de proteínas 

identificadas, siento el valor más habitual FDR < 1%.

Figura 3: Flujo de trabajo convencional para el análisis proteómico mediante espectrometría de 

masas. 

28

In
tro

du
cc

ió
n



Existen diferentes metodologías complementarias de cuantificación de proteínas 

mediante espectrometría de masas. Se puede usar una aproximación libre de marcaje 

(conocida como label-free) o las muestras pueden ser marcadas químicamente. En la 

estrategia label-free la cuantificación se hace a través del recuento espectral, la 

intensidad de señal de los péptidos detectados (nivel MS), y/o el área cromatográfica 

del pico de elución. Si se quiere comparar los niveles de proteínas específicas entre las 

distintas muestras, es esencial obtener un buen alineamiento entre los diferentes 

cromatogramas. En el caso del marcaje, los péptidos resultantes de la digestión 

proteica son marcados químicamente de manera diferencial en cada una de las 

muestras. Una vez marcadas, las muestras se juntan y se analizan simultáneamente 

mediante espectrometría de masas. Los espectros de fragmentación permitirán 

identificar las diferentes proteínas, y los marcajes químicos la cuantificación de las 

mismas entre las diferentes muestras. Esto posibilita que la cuantificación sea 

independiente de la cromatografía, un tiempo total de experimentación menor, 

además de reducir las variaciones técnicas, lo que proporciona mayor potencia 

estadística 199. Existen distintos tipos de marcaje. Las muestras pueden ser marcadas in 

vivo mediante el uso de diferentes marcajes metabólicos. Sin embargo estos tipos de 

marcajes son caros 213, además de estar restringidos a cultivos celulares 214,215 y 

algunos modelos in vivo 216–218. Por otro lado, una vez extraída la proteína, esta puede 

ser marcada mediante isótopos químicos. Dentro de este grupo, la tecnología iTRAQ 

(isobaric tags for relative and absolute quantification) usa un marcaje isobárico. Esto 

quiere decir que todos los marcajes aportan la misma masa al péptido (Figura 4), y que 

por tanto los mismos péptidos de diferentes muestras, tendrán la misma masa en el 

espectrómetro de masas (nivel MS). El marcaje iTRAQ permite marcar hasta 8 
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muestras diferentes, que posteriormente podrán agruparse en un pool, y de esta 

forma ser analizadas en un único análisis. La cuantificación y diferenciación de las 

muestras marcadas se hace a nivel MS/MS. Al fragmentarse los péptidos por el enlace 

peptídico se genera la información de su secuencia de aminoácidos. En paralelo, la 

fragmentación de la etiqueta isobárica, da lugar a iones reporteros con m/z específicas 

de cada uno (113-119 y 121 m/z), cuya señal es proporcional a la abundancia relativa 

del péptido en cada muestra. Por otro lado, el agrupamiento de las muestras no solo 

permite reducir el tiempo de experimentación y las variaciones técnicas, sino que 

ayuda a aumentar la cobertura del proteoma caracterizado. El análisis conjunto de las 

muestras produce una adición de los iones precursores únicos (péptidos) a nivel MS 

que hace que los péptidos que tengan una baja abundancia en algunas muestras, y que 

con la metodología label-free quedarían enmascarados por los más abundantes, 

puedan ser identificados y cuantificados. Además, el pool de muestras marcadas puede 

fraccionarse, lo que también puede contribuir a aumentar la cobertura del proteoma. 

Sin embargo, la aproximación  iTRAQ puede subestimar la tasa de cambio de las 

proteínas 219,220 debido al co-aislamiento de los iones precursores 221,222. Esto ocurre 

cuando en la selección del precursor, co-eluyen péptidos de la misma m/z, y se 

fragmentan todos ellos. De esta manera, los iones precursores adicionales, generan en 

el espectro MS/MS etiquetas isobáricas, que se suman a las del péptido de interés, 

subestimando las diferencias cuantitativas entre las muestras. Este fenómeno puede 

paliarse mediante fraccionamientos previos 201,220, y/o un doble método de 

aislamiento (MS3) 223. 
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Figura 4: Esquema las etiquetas isobáricas utilizadas en iTRAQ. A) Esquema de la etiqueta isobárica 

de iTRAQ. B) Representación de los valores de los iones reporteros y el grupo balance de un iTRAQ 8-plex 

Tras la obtención de los datos del espectrómetro de masas, para la identificación 

y cuantificación de las proteínas presentes en cada muestra, se utilizan diferentes 

motores de búsqueda 224. Una vez obtenidos estos datos, herramientas 

bioinformáticas como Ingenuity® Pathway Analysis (IPA), STRING (Search Tool for the 

Retrieval of Interacting Genes/Proteins) o DAVID (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) resultan indispensables para interpretar el 

significado biológico de los mismos 225. Estas herramientas se apoyan en la literatura, 

en otros experimentos ómicos o en la estructura de las proteínas, para establecer 

redes de interacción entre las proteínas que encontramos en las muestras biológicas 

en estudio (Figura 3). Además, el software IPA, propone potenciales proteínas (hubs) 

que podrían verse desreguladas atendiendo a las alteraciones en los niveles de 

expresión de otras proteínas de la muestra. De esta forma, proporciona nuevos 

candidatos para incrementar el conocimiento biológico del sistema experimental. 
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6.3. Proteómica en el estudio del glioblastoma 

La caracterización molecular de los gliomas, especialmente el GBM, es clave 

tanto para el diagnóstico, elección de tratamiento y pronóstico de los pacientes de 

forma más temprana y precisa, como para el desarrollo de terapias más específicas y 

eficientes contra el tumor. Los estudios proteómicos contribuyen de manera 

significativa a estos objetivos al permitir caracterizar las rutas de señalización 

alteradas, y el potencial descubrimiento de nuevos biomarcadores y dianas 

terapéuticas. 

Con estos objetivos, diferentes grupos de investigación han caracterizado el 

proteoma de los gliomas mediante diferentes aproximaciones proteómicas, y a 

diferentes niveles (líneas celulares, modelos animales, biopsias de pacientes y fluidos 

corporales). Además también han estudiado las variaciones en el proteoma producidas 

por ciertos tratamientos contra el tumor. En la Tabla suplementaria 1, se encuentran 

resumidos algunos de los estudios proteómicos que se han llevado a cabo en 

astrocitoma en la última década, junto con los resultados obtenidos en cada uno de 

ellos. 

6.4. Proteómica en el estudio de la oncólisis adenoviral 

La mayoría de estudios proteómicos sobre infecciones adenovirales han 

intentado caracterizar en profundidad el proteoma de estos adenovirus 226–231, y de 

este modo entender mejor el ciclo adenoviral. Otros estudios se han enfocado en 

establecer las interacciones que se producen entre las proteínas del adenovirus y las 

de la célula  hospedadora, y por lo tanto comprender qué rutas de señalización se ven 

alteradas. La aproximación más utilizada para este tipo de estudios consiste en una 

inmunoprecipitación o una purificación por afinidad de la proteína de interés, seguida 
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de la identificación de las proteínas que la acompañan mediante LC-MS/MS. En los 

últimos años este tipo de estudios han ido en aumento (Tabla suplementaria 2). 

Por otro lado, la identificación de proteínas mediante espectrometría de masas 

en tándem, requiere de la previa existencia de una base de datos fiable que permita 

obtener el mayor número de identificaciones posibles con la máxima confianza. En el 

caso de los virus, si sus genomas no están caracterizados completamente, las 

identificaciones y la dinámica de sus proteomas no pueden ser estudiadas en 

profundidad. En 2012 Evans et al. superaron esta barrera mediante la metodología PIT 

(Proteomics informed by transcriptomics). Este grupo analizó los cambios en el 

proteoma y transcriptoma de las células de cáncer cervical HeLa, infectadas con un 

Adv5 a las 8 y 24hpi 232. Para el ensamblaje de novo del transcriptoma se empleó el 

método Trinity (tres módulos de software: Inchworm, Chrysalis and Butterfly) 233, y 

estas “proteínas PIT” se utilizaron como base de datos en el motor de búsqueda 

MaxQuant para la identificación de los datos obtenidos mediante LC-MS/MS. A su vez, 

el análisis permitió examinar la estabilidad de las proteínas después de la transcripción 

e identificar cuáles de ellas eran degradadas por efecto del adenovirus (dianas de la 

ubiquitina ligasa), debido a que se apreciaba una disminución significativa de los 

niveles de proteínas que no se correspondía con los de su ARNm. Los datos 

transcriptómicos también permitieron identificar el exón del que procedían los ARNs. 

Por lo tanto, el análisis PIT permitió visualizar datos genómicos, transcriptómicos y 

proteómicos fácilmente sin una base de datos proteómicos previa. 

En resumen, el GBM es un tumor muy agresivo cuyas terapias estándar confieren 

a los pacientes una esperanza de vida media de poco más de un año. Una de las 

aproximaciones terapéuticas más novedosas es el tratamiento del GBM con el 
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adenovirus oncolítico Delta-24-RGD (DNX-2401). Sin embargo, la esperanza de vida 

media de estos pacientes continua siendo baja. Si se quiere avanzar en el desarrollo de 

terapias más eficaces y específicas, como el diseño de adenovirus modificados más 

potentes en el tratamiento del GBM, es imprescindible caracterizar en profundidad las 

alteraciones proteómicas producidas en las células de glioblastoma por el tratamiento 

actual. La espectrometría de masas es la aproximación discovery más adecuada para 

este fin, puesto que permite identificar y cuantificar con precisión casi cualquier 

proteína expresada en estas células, y de este modo establecer las bases moleculares 

para el desarrollo de nuevos vectores adenovirales más eficaces. 
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Objetivos 



El tratamiento del GBM con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD, ha 

demostrado ser seguro y específico. Esta nueva terapia contribuye a la remisión del 

tumor mediante diversos mecanismos, como la lisis celular y la activación del sistema 

inmune. No obstante, un alto porcentaje de pacientes no responde adecuadamente a 

este tratamiento oncolítico, y su esperanza de vida continua siendo baja. Se sabe que 

el adenovirus Delta-24-RGD induce la muerte celular programada por autofagia en las 

células que infecta. Sin embargo se desconocen los mecanismos moleculares que se 

ven alterados durante este proceso. Es por ello que los objetivos de la presente tesis 

doctoral son: 

1. Caracterización de la señalización inducida tras la adhesión e internalización (5,

15 y 30 minutos posteriores a la infección (mpi)) del adenovirus Delta-24-RGD

en células de glioblastoma humano U87

a. Análisis de actividad de rutas de señalización

2. Monitorizar el efecto del adenovirus Delta-24-RGD durante la replicación del

ADN adenoviral (3-10hpi) en células de glioblastoma U87

a. Análisis del proteoma intracelular (6-10hpi)

b. Análisis del secretoma (3-10hpi)

c. Análisis funcional del proteoma diferencial

d. Caracterización de las rutas de señalización alteradas

3. Analizar el efecto del adenovirus Delta-24-RGD durante el proceso de autofagia

(24-48hpi) en células de glioblastoma humano U87

a. Análisis del proteoma intracelular
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b. Análisis del secretoma

c. Análisis funcional del proteoma diferencial

d. Caracterización de las rutas de señalización alteradas
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Material y Métodos 



1. Materiales

1.1. Muestras biológicas

1.1.1. Línea celular de glioblastoma U87 

La línea celular U87, formalmente conocida como U87-MG (U87-Malignat 

Glioma) (ATCC: HTB-14),  es una línea celular humana de glioblastoma primario. Las 

U87 son células adherentes con morfología epitelial y alta tasa de proliferación (Figura 

5). 

Figura 5: Fotografías de la línea celular de glioblastoma humano U87 cultivada en una placa de 

cultivos. A) Imagen 10X. B) Imagen 20X. 

Las células se cultivaron en DMEM/F12-GlutaMAX (Gibco 10565018) 

suplementado con 10% FBS y 1% penicilina/estreptomicina. El cultivo se hizo en 

atmósfera húmeda, a 37°C y 5% CO2. Se hicieron sucesivos subcultivos hasta conseguir 

el número deseado de células para cada experimento (Tabla 1). El subcultivo se hizo 

lavando las placas con PBS (Lonza) y añadiendo un volumen adecuado de tripsina 

(Lonza), a la que se dejó actuar unos minutos en el incubador a 37°C. Pasado este 
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tiempo la tripsinización se paró al añadir a las placas el medio de cultivo suplementado 

y se hizo la dilución adecuada en nuevas placas de cultivo. 

1.1.2. Adenovirus oncolítico Delta-24-RGD 

1.1.2.1. Producción del adenovirus oncolítico Delta-24-RGD 

El adenovirus Delta-24-RGD fue proporcionado por la doctora Marta Mª Alonso 

(Universidad de Navarra). Este adenovirus surge a partir de dos modificaciones hechas 

en el adenovirus humano tipo 5 157,161. Por un lado se construyó el vector Ad5lucRGD, 

que expresa luciferasa, contiene la fibra recombinante RGD y E1 está eliminada 163. 

Esto se consiguió mediante recombinación homóloga de la región E1 que contenía el 

gen de luciferasa en el plásmido pVK503 que contenía la fibra modificada 163. Por otro 

lado, se delecionaron 24pb (923-946 ambas inclusive) del genoma adenoviral que 

codifica para la proteína E1A, concretamente la región donde se une la pRB 232. Para 

ello se empleó el plásmido pXC1, que contiene la secuencia del adenovirus tipo 5 del 

nucleótido 22 al 5790 y se delecionaron las 24pb mediante cebadores (primers) 

mutagénicos fosforilados (pXC1-Delta24) 138. Posteriormente este fragmento de E1A-

Delta24 se escindió del plásmido pXC1-Delta24, y se clonó mediante recombinación 

homóloga en el plásmido pVK503, digerido con ClaI 161,163. El genoma de este nuevo 

adenovirus se liberó de la cadena principal del plásmido mediante la digestión con PacI 

y se transfectaron las células HEK-293 (células embrionarias de riñón humano) para 

obtener el adenovirus Delta-24-RGD 161.  

1.1.2.2. Infección de las células de glioblastoma U87 

Una vez alcanzado el número de células deseado (Tabla 1), se sembraron en 

placas con medio de cultivo suplementado (DMEM/F12-GlutaMAX, 10% FBS y 1% 

penicilina/estreptomicina) y 16 horas más tarde, cuando las células se adhirieron y 
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alcanzaron un 80% de confluencia, el medio fue retirado, se lavó la placa con PBS y se 

añadió DMEM/F12-GlutaMAX suplementado solamente con 1% 

penicilina/estreptomicina. Estas células se infectaron con el adenovirus Delta-24-RGD a 

una MOI=25 (multiplicity of infection) y se incubaron en atmósfera húmeda a 37°C y 

5% CO2 durante 30 minutos. Posteriormente se añadió al anterior medio, el doble de 

volumen de medio DMEM/F12-GlutaMAX suplementado con 10% FBS y 1% 

penicilina/estreptomicina. Las células se incubaron en estas condiciones hasta alcanzar 

los periodos de tiempo indicados (3, 6, 10, 24 y 48 hpi). Tras estos periodos de 

incubación, el medio fue retirado, filtrado (filtros de 0.22µm; Sigma-Aldrich Z359904-

50EA) y guardado a -80°C hasta su posterior utilización para el análisis del secretoma. 

Las placas fueron lavadas 2 veces con PBS y las células se lisaron usando diferentes 

tampones de lisis según el experimento (Tabla 1).  

Experimento Placa Nº de células/placa Tampón de lisis Tiempos tras la 
infección 

Array de quinasas 
fosforiladas 

150mm 3 x 106 células 
urea 6M; tiourea 2M; 

inhibidores de proteasas 
y fosfatasas 

Mock (x3) 

 5 min (x3) 

15 min (x3) 

30 min (x3) 

Extracto total 150mm 3,5 x 106 células 
urea 6M; tiourea 2M; 

DTT 50Mm 

Mock (x3) 

3h (x3) 

6h (x3) 

10h (x3) 

Fracciones citosólica 
y nuclear 

150mm 3,5 x 106 células 
10% NP40 ; Inhibidores 

de proteasas; en PBS 

Mock (x3) 

6h (x3) 

10h (x3) 

Extracto total  100mm 106 células 
urea6M; tiourea 2M; 

DTT 50Mm 

Mock (x3) 

24h (x3) 

48h (x3) 

Tabla 1. Resumen de los cultivos de las células de glioblastoma U87 y los tiempos de infección 
con el adenovirus Delta-24-RGD. Todos los experimentos se realizaron incluyendo 3 réplicas biológicas por 
condición. 
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Por otro lado, en los experimentos de tiempo de incubación corto (5, 15 y 30 

mpi) (Tabla 1), se utilizó la misma MOI de 25 que en el resto de experimentos, pero se 

usó exclusivamente medio de infección (DMEM/F12-GlutaMAX suplementado con 1% 

penicilina/estreptomicina) debido a los tiempos de estudio. Cuando las células se 

recogieron en tampón de lisis, fueron inmediatamente congeladas en nitrógeno 

líquido. 

1.2. Reactivos 

Nombre del reactivo Fabricante 
 40% solución de Acrilamida/Bis BioRad 
 Acetonitrilo (ACN)  ThermoFisher Scientific 

 Ácido fórmico (FA) Sigma-Aldrich 
 Ácido fosfórico (H3PO4) Sigma-Aldrich 

 Albumina Sigma-Aldrich 
 Albumina (2mg/mL) Sigma-Aldrich 
 Bicarbonato de amonio (ABC) (CH5NO3) Acros organics 
 Bio-Rad protein assay (Reactivo para ensayo de Bradford) BioRad 
 Brilliant blue R (Azul de Coomassie) Sigma-Aldrich 
 Cloroformo Fisher-Chemical 
 Cloruro de potasio (KCl) Sigma-Aldrich 
 Complete EDTA-free (inhibidor de proteasas) Roche 
 Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich 
 Dodecil sulfato de sodio (SDS) BioRad 

 Fosfato monopotásico (KH2PO4) Sigma-Aldrich 
 Iodacetamida (IAA) Sigma-Aldrich 
 Metanol Fisher-Chemical 

 Metanotiosulfonato de metilo (MMTS)  Kit de iTRAQ (Sciex) 
 NP40  ThermoFisher Scientific 
 phosphoSTOP (inhibidor de  fosfatasas) Roche 
 Rojo Ponceau Sigma-Aldrich 
 Tetrametiletilendiamina (TEMED) BioRad 
 Tiourea GE Healthcare 
 Trietilamonio bicarbonato (TEAB) ThermoFisher Scientific 
 Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP)  Kit de iTRAQ (Sciex) 
 Tween 20 Sigma-Aldrich 
 Urea GE Healthcare 
 Western Lighting plus-ECL Perkin Elmer 

Tabla 2. Reactivos. Se indican los reactivos empleados durante la realización de este estudio y el 
fabricante. 
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1.3. Tampones 

Tampón Composición 
Tampón A (Fase movil-Cromatografía) 100% agua; 0,1% FA 
Tampón B (Fase movil-Cromatografía) 100% ACN; 0,1% FA 
Tampón de carga de las proteínas en el gel de acrilamida Laemmli sample buffer 4X (BioRad) 
Tampón de carrera para proteínas Tris 25mM; glicina 192mM; 0,1% 

SDS; pH=8,3 (BioRad) 
Tampón de lisis para el estudio de quinasas fosforiladas urea 6M; tiourea 2M; inhibidores 

de proteasas y fosfatasas 
Tampón de lisis para extracto total  urea 6M; tiourea 2M; DTT 50mM 
Tampón de lisis para fraccionamiento subcelular 
(fracción citosólica y nuclear) 

10% NP40 ; Inhibidores de 
proteasas; en PBS 

Tampón para la digestión en solución (iTRAQ) TEAB 0,5M; urea 6M 

TBS 10X Tris 200mM; NaCl 1,5M; HCl 1M; 
pH=7,6 

TBS-Tween 1X TBS 1X; 0,1% de Tween 20 

Tabla 3. Tampones. Se indican los tampones utilizados y su composición. 

1.4. Equipos 

Nombre Descripción Fabricante 
5600 Triple TOF  Espectrómetro de masas Q-Q-TOF  Sciex 

Branson 2510 ultrasonic 
cleaner 

 Sonicador de baño    (ultrasonidos)  Marshall Scientific 

Centrifuge 5427R  Centrífuga  Eppendorf 
Chemidoc MP Imaging 
System 

 Sistema de imagen para geles y blots  BioRad 

 Concentrator plus  Concentrador a vacío  Eppendorf 
CP100WX  Ultracentrífuga  Hitachi 
Evolution 201  Espectrofotómetro  ThermoFisher Scientific 

nanoLC ultra 1D plus  Sistema de cromatografía HPLC  Eksigent 
Trans-Blot Turbo   Sistema de transferencia de Western-

Blot de alto rendimiento 
 BioRad 

Vibra cell 75185  Sonicador de vástago  Bioblock Scientific 

Tabla 4. Equipos utilizados en el estudio. Se indica el nombre, la descripción y el fabricante de los 
aparatos empleados.  
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2. Análisis proteómico

2.1. Extracción de proteínas

2.1.1. Obtención del proteoma celular total 

Se recogieron y lisaron triplicados de 3 x 106  células  por condición (Mock, 3, 6 y 

10hpi), y 106 células por condición (Mock, 24 y 48hpi) con tampón de lisis (urea 6M, 

tiourea 2M y DTT 50mM). Se dejó el lisado 30 minutos en hielo, las muestras se 

sonicaron con un sonicador de vástago para ayudar a la lisis y romper el ADN  y 

finalmente se centrifugaron durante 1h a 15°C y 20.000g. El sobrenadante se pasó a un 

tubo nuevo (extracto total) y el pellet fue descartado. La concentración de extracto 

total de las proteínas celulares se obtuvo mediante  el ensayo Bradford (Biorad). 

2.1.2. Obtención del proteoma subcelular 

Se recogieron triplicados de 3.5 x 106 de células por condición (Mock, 6 y 10hpi) y 

se homogeneizaron en el buffer NP40 con inhibidores de proteasas. Seguidamente los 

lisados se centrifugaron durante 1 minuto a 4°C y 18.000g. Los sobrenadantes 

obtenidos correspondían a la fracción citosólica y los pellets a la nuclear. Los pellets se 

lavaron con PBS y se centrifugaron de nuevo 1 minuto a 4°C y 18.000g para eliminar el 

PBS. Posteriormente, los pellets se  resuspendieron en tampón de lisis (urea 6M, 

tiourea 2M, DTT 50mM) y se incubaron 30 minutos en hielo. Tras este paso, los lisados 

se centrifugaron durante 20 minutos a 15°C y 20.000g. Los sobrenadantes se pasaron a 

un tubo nuevo (fracción nuclear), mientras que los pellets se desecharon. La 

concentración de proteínas de cada fracción se obtuvo mediante el ensayo Bradford 

(Biorad). 
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2.2. Análisis del proteoma 

2.2.1. iTRAQ 

El análisis del proteoma de la fracción citosólica se hizo mediante una 

aproximación shotgun usando el marcaje isobárico iTRAQ 233. El experimento se hizo 

con 2 réplicas biológicas del control (Mock) y 3 de cada una de los tiempos de cada 

infección (6 y 10hpi). 300 µg de proteína de cada muestra se precipitaron con 

metanol/cloroformo, y los pellets se resuspendieron en TEAB 0.5M (Trietilamonio 

bicarbonato), urea 6M. Posteriormente se cuantificó la proteína mediante el ensayo 

Bradford (Biorad). Se marcaron 80µg de proteína de cada una de las muestras. Este 

marcaje se hizo siguiendo las indicaciones del kit de iTRAQ (Sciex). Los 80µg de 

muestra primero se redujeron con  TCEP 50mM (Tris (2-carboxietil) fosfina) a 

temperatura ambiente durante 1h, y seguidamente, se alquilaron los residuos de 

cisteína de las proteínas con  MMTS 200mM (Metanotiosulfonato de metilo) durante 

10 minutos a temperatura ambiente. La digestión se hizo con tripsina (Promega V5117) 

a una ratio de 1:50 a 37°C durante 16h. Cada digerido se marcó con las siguientes 

etiquetas químicas: 

Tras 2h de incubación, se hizo un pool con todas las muestras y se evaporaron en 

el concentrador a vacío. Para aumentar la cobertura en el estudio del proteoma, el 

pool se fraccionó mediante cromatografía SCX (Strong Cation Exchange 

chromatography) (ThermoFisher 90008). Para ello, el pool se resuspendió en fosfato 

• 113: Sin infectar: Mock-1

• 114: Sin infectar: Mock-2

• 115: 6hpi-1

• 116: 6hpi-2

• 117: 6hpi-3

• 118: 10hpi-1

• 119: 10hpi-2

• 121: 10hpi-3
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monopotásico 10mM (KH2PO4), 20% ACN, pH: 3. Seguidamente se sonicó durante 10 

minutos (sonicador ultrasonidos) y centrifugó 3 minutos a temperatura ambiente y 

18.000g. El sobrenadante se pasó a un tubo nuevo y se usó ácido fosfórico 0.5M 

(H3PO4) para reducir el pH de la muestra (pH˂ 3). Como fase móvil se empleó un 

gradiente de 1mM a 500mM de cloruro de potasio (KCl), obteniéndose 7 fracciones 

diferentes (25mM, 75mM, 100mM, 125mM, 150mM, 200mM y 250mM). Para purificar 

y concentrar los péptidos de cada una de ellas se utilizaron puntas C18 Zip Tip Solid 

Phase Extraction (Millipore ZTSCXS096). Las muestras se secaron usando el 

concentrador a vacío y se reconstituyeron en 10μl de 2% ACN, 0.1%  acido fórmico 

(FA), 98% agua-MilliQ antes de ser analizadas por espectrometría de masas. 

2.2.2. Label-free 

Para el análisis proteómico de la fracción nuclear y extracto total de las células 

U87, se empleó una aproximación libre de marcaje (Label-free). Para ello, 15µg de 

extractos nucleares y 20µg de extracto total de las células U87 infectadas y sin infectar, 

se diluyeron con Laemmli buffer (Biorad) y se cargaron en un gel de poliacrilamida (4%-

stacking; 12.5%-resolving) de 1mm de grosor. La electroforesis se paró tan pronto 

como la muestra entró 3mm en el resolving, quedando el proteoma concentrado en la 

interfase. A continuación se tiñó la banda de proteína con azul de Coomassie, se cortó 

la banda, y se puso en un tubo nuevo. Seguidamente la banda se destiñó a 40°C 

usando una solución de ABC 50mM (Bicarbonato de amonio) y 50% ACN, y se 

deshidrató a la misma temperatura con 100% ACN. Las muestras se redujeron con DTT 

10mM (Ditiotreitol) en ABC 100mM durante media hora a 40°C. Posteriormente se 

añadió IAA 55mM (Iodacetamida) en ABC 100mM para alquilar la muestra durante 
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media hora a 40°C. Pasado este tiempo, se añadió 100% ACN y se incubó la muestra 5 

minutos a 40°C. El siguiente paso fue el lavado de la muestra con ABC 100mM durante 

10 minutos y ABC 50mM con 50% ACN durante 5 minutos, todo a 40°C. Para la 

deshidratación de la banda se usó 100% ACN durante 5 minutos a 40°C y después de 

eliminarlo, se dejó secar la banda otros 10 minutos a 40°C. El siguiente paso fue la 

digestión de los 15µg de proteína, que se hizo mediante tripsina (Promega V5117) a 

una ratio 1:20 a 37°C durante 16h 234. Posteriormente se procedió a la extracción de 

los péptidos a temperatura ambiente. Para ello, se añadió a la muestra/banda una 

solución de 2% ACN, 0.5% FA y se incubó durante 30 minutos. El sobrenadante se 

recogió en un tubo nuevo Protein LoBind (Eppendorf). De nuevo se añadió a la banda 

la solución de 2% ACN, 0.5% FA además del mismo volumen de 100% ACN, y se dejó 

actuar durante media hora. El sobrenadante se recogió en el tubo Protein LoBind. 

Seguidamente se añadió a la banda 100% ACN y se le dejó actuar 5 minutos. El 

sobrenadante fue pasado al tubo Protein LoBind, y el proceso se repitió hasta que la 

banda quedó blanca y seca. Finalmente, la solución con los péptidos digeridos (tubo 

Protein LoBind) se secó con un concentrador a vacío. Tras este paso, los péptidos se 

resuspendieron en 10µl de 2% ACN, 0.5% FA, para proceder a la purificación y 

concentración de la muestra con puntas C18 Zip Tip Solid Phase Extraction (Millipore 

ZTSCXS096). Después de este paso, las muestras se secaron con un concentrador a 

vacío, y se reconstituyeron en 10μl de 2% ACN, 0.1% FA, 98% agua-MilliQ antes de ser 

analizadas en el espectrómetro de masas. 

2.2.3. Espectrometría de masas 

Antes del análisis con el espectrómetro de masas, los péptidos se separaron 

mediante cromatografía de fase reversa usando una bomba nanoLC Ultra 1D plus de 
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Eksigent equipada con una columna de diámetro interno de 75μm (Thermo Scientific 

C18, 0.075 x 250 mm). Previamente, la muestra se concentró en una precolumna de 

0.5cm de longitud con un diámetro interno de 100μm y empaquetada con la misma 

química que la columna de separación. Como fase móvil se usaron los tampones A 

(100% agua, 0.1% FA) y B (100% ACN, 0.1% FA). 

En el análisis de la fracción citosólica, el gradiente de la columna se desarrolló en 

un total de 135 minutos. Primero el gradiente aumentó de 5% de tampón B a 25% en 

120 minutos y posteriormente del 25% al 70% en 15 minutos. La columna se equilibró 

con un 95% de tampón B durante 9 minutos y seguidamente 14 minutos con un 5%. En 

el caso del análisis de la fracción nuclear, el gradiente de la columna se desarrolló en 

un total de 240 minutos. En los primeros 210 minutos el porcentaje de tampón B 

aumentó del 5 al 25% y en los 30 minutos restantes, este aumentó del 25 al 40%. La 

columna se equilibró con un 95% de tampón B durante 9 minutos y seguidamente 14 

minutos con un 5%. Para el análisis del extracto total se empleó un gradiente de 240 

minutos. Primero el gradiente aumentó de 5% de tampón B a 30% en 225 minutos. 

Posteriormente desde el 30% al 70% en 15 minutos. La columna se equilibró con un 

95% de B durante 5 minutos y seguidamente 13 minutos con un 5%. Durante todos los 

procesos, la precolumna estuvo en línea con la columna y el flujo se mantuvo a lo largo 

del gradiente a 300nl/min. 

Después de su elución de la columna, los péptidos fueron analizados en el 

espectrómetro de masas 5600 Triple-TOF (Sciex) 235. La adquisición de datos se realizó 

tras un escaneo en un rango de 350-1250 m/z en 250ms. Los 25 péptidos más 

abundantes de la fracción citosólica, y los 35 de la fracción nuclear y extracto total, se 

seleccionaron para su posterior fragmentación. Para los péptidos procedentes de la 
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fracción citosólica, el tiempo mínimo de acumulación para MS/MS se estableció en 75 

milisegundos (ms), lo que dio un ciclo total de 2.1 segundos (seg). Los iones resultantes 

se escanearon en un rango de 100-1500 m/z y se excluyeron de otra fragmentación 

durante 15 seg. En el caso de los péptidos procedentes de la facción nuclear, el tiempo 

mínimo de acumulación para MS/MS se estableció en 100 ms, dando lugar a un ciclo 

de 3.8 seg. Los productos iónicos se escanearon en un rango de 230-1500 m/z y se 

excluyeron de una nueva fragmentación durante 15 seg. Para los péptidos procedentes 

de extracto total, el tiempo mínimo de acumulación para MS/MS se estableció en 100 

ms, lo que dio un ciclo total de 3.8 seg. Los iones resultantes se escanearon en un 

rango de 100-1500 m/z y se excluyeron de otra fragmentación durante 15 seg. Los 

datos se adquirieron usando el software Analyst 1.7.1 (Sciex). 

2.3. Análisis bioinformático 

2.3.1. Identificación y cuantificación de proteínas 

Los datos de la fracción citosólica, nuclear y extracto total, se analizaron 

mediante Protein PilotTM(v.5.0-Sciex), que usó el algoritmo ParagonTM (v.5.0.1) 236 con 

las modificaciones más habituales definidas por este, junto con las modificaciones en 

las cisteínas producidas por MMTS en el caso de las muestras de fracción citosólica. 

ProgroupTM se utilizó para la agrupación de los datos. En la identificación de las 

proteínas citosólicas se emplearon las bases de datos de Uniprot: 

• Fracción citosólica y nuclear (6 y 10hpi): humana (ID: UP000005640,

diciembre 2015) y de adenovirus humano tipo 5 (ID: UP000004992,

septiembre 2016)

• Extracto total (24 y 48hpi): humana (ID: UP000005640, septiembre 2016)

y de adenovirus humano tipo 5 (ID: UP000004992, septiembre 2016)
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Para el cálculo del FDR se utilizó un método de ajuste no lineal 239 usando la base 

de datos señuelo, obtenida a partir de la base de datos de referencia. Las 

identificaciones aceptadas fueron aquellas que presentaron un FDR < 1% a nivel de 

proteína.  

En el análisis cuantitativo de la fracción citosólica se utilizó el software Protein 

PilotTM (v.5.0-Sciex). Las intensidades de los iones reporteros se corrigieron de acuerdo 

a las indicaciones de pureza proporcionadas por el fabricante (Sciex).  El criterio usado 

para la identificación de las proteínas requería que al menos uno de sus péptidos 

hubiese obtenido un score superior al 99% de confianza y un FDR del 1% o mejor. Sin 

embargo se excluyeron de la cuantificación los péptidos a los que no se les había 

detectado su correspondiente etiqueta iTRAQ, los identificados con una confianza baja 

(<1%), los que la suma de las ratios señal/ruido de sus picos era <6. Quedaron 

excluidas de la cuantificación las proteínas que no habían sido identificadas al menos 

con 2 péptidos únicos. Además, para los valores cuantitativos, se tuvieron 

exclusivamente en cuenta la cuantificación de los péptidos únicos, excluyendo los 

comunes a otras isoformas o proteínas de la misma familia proteica. 

El análisis cuantitativo de la fracción nuclear y el extracto total se hizo mediante 

el software Progenesis® LC-MS, Nonlinear Dynamics (ver. 2.0.5556.29015, para la 

fracción nuclear; ver.4.0.6403.35451, para el extracto total). Para la comparación 

cuantitativa de las muestras, el software alinea el área cromatográfica de los péptidos 

de las muestras para compensar las variaciones entre cada una de ellas debido al 

sistema de separación nanoLC. Para ello los runs se alinearon con respecto a uno de 

referencia, elegido de forma aleatoria por el software, que a su vez proporciona 

valores de calidad de este alineamiento. Posteriormente se aplicaron otros filtros para 
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cuantificar las proteínas identificadas. Quedaron excluidas de la cuantificación las 

proteínas identificadas mediante la base de datos señuelo, las identificadas 

exclusivamente en base a modificaciones, los potenciales contaminantes y las 

proteínas que no habían sido identificadas al menos con 2 péptidos únicos. 

Los análisis estadísticos para establecer el proteoma diferencial en las fracciones 

citosólicas y nucleares se hicieron mediante R, mientras que para el análisis del 

proteoma diferencial de extracto total se utilizó el software Perseus v.1.5.6 240. Se 

consideraron proteínas diferenciales aquellas cuya tasa de cambio (TC) fue igual o 

mayor del 30% (TC<0.77 o >1.3) y su pVal<0.05. Así las proteínas con una TC >1.3 se 

consideraron sobre-expresadas, mientras que las que tenían una TC <0.77 se consideró 

que disminuían sus niveles de expresión por efecto de la infección adenoviral. 

2.3.2. Funcionalidad 

Con el fin de comprender las implicaciones biológicas que conlleva la infección 

de las células de glioblastoma U87 con el adenovirus Delta-24-RGD, se analizó el 

proteoma diferencial de estas células durante la replicación del ADN viral (6 y 10hpi) y 

el inicio del proceso autofágico (24 y 48hpi) mediante la herramienta bioinformática 

Ingenuity® Pathway Analysis (IPA) (QIAGEN Redwood City, 

www.qiagen.com/ingenuity). Este software contiene información curada de bases de 

datos de origen experimental y predictivo. De esta forma, IPA permite la 

caracterización de funciones, rutas de señalización y redes de interacción 

representadas en el set de datos analizado. El software genera valores de significación 

(pVal) de cada función biológica o molecular representada en función del test de Fisher 

(p ≤ 0.05), y presenta cada uno de estos datos de forma jerárquica. 
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2.4. Imnunodetección (Western-blot) 

Mediante Western-blot (WB)  se validaron e hicieron los análisis funcionales de 

diferentes rutas de señalización alteradas durante la replicación del ADN adenoviral (3-

10hpi) y durante la autofagia (24 y 48hpi). Se utilizaron los geles 4-15% CriterionTM TGX 

Stain-FreeTM (#5678085, BioRad), donde se cargaron 5µg de proteína de cada muestra. 

Estos geles permiten la visualización de las proteínas una vez resueltas en el gel o 

transferidas a la membrana  sin necesidad de tinción. Una vez que las proteínas se 

resolvieron a lo largo del gel, las proteínas se transfirieron electroforéticamente a una 

membrana de nitrocelulosa con el Trans-blot Turbo (BioRad) en 7 minutos a una 

constante de 2.5A y 25V. Como control de carga, se utilizó tanto la digitalización de los 

geles stain-free como la tinción con Ponceau. Las membranas se incubaron con los 

anticuerpos primarios (Tabla 5), con 5% de leche o albúmina (BSA), y a la dilución 

correspondiente según las instrucciones del fabricante.  Para los anticuerpos 

secundarios, se usó una dilución 1:5000.  
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Nombre de la proteína Origen Tipo Fabricante 
Anti- p38 MAPK fosforilada 
(Thr180/Tyr182) 

Conejo Policlonal Cell Signaling 

Anti-AKT Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-AKT fosforilada (Ser473) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-c JUN Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-c JUN fosforilada (Ser73) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-c-SRC Ratón Monoclonal Santa Cruz 
Anti-c-SRC fosforilada (Tyr419) Ratón Monoclonal Santa Cruz 
Anti-E1A Conejo Policlonal Santa Cruz 
Anti-ERK1/2 Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-ERK1/2 fosforilada (Thr202/Tyr204) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-GAPDH Ratón Monoclonal Calbiochem 
Anti-GSK3 alfa/beta Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-GSK3 alfa/beta fosforilada (Ser21/9) Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-H3 dimetilada (Lys9) Conejo Policlonal Merck 
Anti-IκB alfa Ratón Monoclonal Cell Signaling 
Anti-MEK1/2 Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-MEK1/2 fosforilada (Ser217/221) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-NFkB p65 Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-NFkB p65 fosforilada (Ser536) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-nmt55/p54nrb Conejo Policlonal Abcam 
Anti-OXSR1 Conejo Policlonal Abcam 
Anti-p38 MAPK Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PDK1 Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PDK1 fosforilada (Ser241) Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PKAc Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PKAc fosforilada (Thr197) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-PKC fosforilada (Thr514) Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PKC pan Conejo Policlonal Sigma Aldrich 
Anti-PLC gamma Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PLC gamma fosforilada (Tyr783) Conejo Monoclonal Cell Signaling 
Anti-PP1 alfa Ratón Monoclonal Santa Cruz 
Anti-PP1 alfa fosforilada (Thr320) Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-PP2A alfa/beta Conejo Monoclonal Abcam 
Anti-Prohibitin 1 Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-Proteína de fibra Ratón Monoclonal ThermoFisher Scientific 
Anti-SAPK/JNK Conejo Policlonal Cell Signaling 
Anti-SAPK/JNK fosforilada (Thr183/Y185) Ratón Monoclonal Cell Signaling 
Anti-STAT3 Ratón Monoclonal Cell Signaling 
Anti-STAT3 fosforilada (Tyr705) Conejo Monoclonal Cell Signaling 

Tabla 5. Anticuerpos empleados. Se indica el nombre, la especie en la que se ha producido, el tipo de 
anticuerpo y el fabricante que lo comercia. 

La detección de las proteínas se hizo mediante quimioluminiscencia, incubando 
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-Enhanced chemiluminescence) (Perkin Elmer) y el sistema 

ChemidocTMMP Imaging System (BioRad). Para medir las intensidades de las 

bandas de proteínas se usó el software Image Lab v.5.2 (BioRad). 

Posteriormente estas intensidades se normalizaron con GAPDH (Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) o proteína total en cada muestra del gel. 

2.5. Arrays de proteínas 

2.5.1. Análisis del secretoma 

El array empleado para el análisis de citoquinas y factores de crecimiento fue el 

Human Cytokine Antibody array (Abcam ab133998). Este permite  analizar la presencia 

y los niveles de expresión de 80 citoquinas y factores de crecimiento humanos  de 

manera simultánea (Tabla 6). En el presente estudio, se usó este kit para chequear el 

secretoma de las células U87 durante la replicación del ADN adenoviral (3, 6, 10hpi) y 

durante el inicio de la autogafia (24 y 48hpi), siguiendo el protocolo descrito por el 

fabricante. Se incubó 1ml de medio (previamente filtrado y sin diluir) de cada una de 

las muestras,  durante 16 horas a 4°C y en agitación, sobre membranas con los 

anticuerpos específicos de las citoquinas y factores de crecimiento. Posteriormente se 

lavó cada membrana y se incubó,  durante 16h horas a 4°C en agitación,  con un coctel 

de anticuerpos con una biotina conjugada y específicos contra las proteínas de interés. 

De nuevo las membranas se lavaron y se incubaron con estreptavidina, que se une a la 

biotina de los anticuerpos anteriores, durante 16 horas a 4°C en agitación. Tras este 

paso, las membranas se lavaron y las proteínas fueron detectadas por 

quimioluminiscencia al añadir un buffer de detección que reaccionó con la 

estreptavidina. Las imágenes se obtuvieron mediante ChemidocMP Imaging System 

(Biorad), y con el software ImageLab 5.2 (Biorad) se cuantificaron los niveles de 
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expresión de las distintas citoquinas y factores de crecimiento. Los valores 

cuantitativos seleccionados fueron los volúmenes ajustados (Adjust Volume), donde el 

software elimina los valores de cuantificación que aporta el fondo (background) que se 

obtiene al revelar el array. 

 ENA-78  MCP-1  VEGF-A  IGFBP-3 
 GCSF  MCP-2  PDGF-BB  IGFBP-4 
 GM-CSF  MCP-3  Leptin  IL-16 
 GRO  MCSF  BDNF  IP-10 
 GRO-alpha  MDC  BLC  LIF 
I-309  MIG  Ckß8-1  LIGHT 

 IL-1alpha  MIP-1beta  Eotaxin  MCP-4 
 IL-1beta  MIP-1delta  Eotaxin-2  MIF 
 IL-2  RANTES  Eotaxin-3  MIP-3 alpha 
 IL-3  SCF  FGF-4  NAP-2 
 IL-4  SDF-1  FGF-6  NT-3 
 IL-5  TARC  FGF-7  NT-4 
 IL-6  TGF-beta1  FGF-9  Osteopontin 
 IL-7  TNF-alpha  Flt-3 Ligand  Osteoprotegerin 
 IL-8  TNF-beta  Fractalkine  PARC 
 IL-10  EGF  GCP-2  PLGF 
 IL-12 p40/p70  IGF-I  GDNF  TGF-beta2 
 IL-13  Angiogenin  HGF  TGF-beta3 
 IL-15  Oncostatin M  IGFBP-1  TIMP-1 
 IFN-gamma  Thrombopoietin  IGFBP-2  TIMP-2 

Tabla 6. Citoquinas y factores de crecimiento analizados en el estudio. Human Cytokine Antibody 
array (Abcam ab133998). 

2.5.2. Análisis de la fosforilación de quinasas y factores de 

transcripción 

El array empleado para el análisis de la fosforilación de quinasas y factores de 

transcripción de las células de glioblastoma U87 a diferentes tiempos tras la infección 

con el adenovirus Delta-24-RGD fue el Human Phospho-Kinase array (R&D Systems 

ARY003B). Este array permite detectar simultáneamente los niveles de fosforilación de 
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43 sitios de fosforilación de diferentes quinasas y factores de transcripción humanos 

(Tabla 7). 

Nombre 
Residuo 

fosforilado 
Nombre 

Residuo 
fosforilado 

Proteína 
total 

p38α T180/Y182 STAT3 S727 β-Catenin 

ERK1/2 
T202/Y204 
T185/ Y187 STAT3 Y705 HSP60 

JNK 1/2/3 T183/Y185 
T221/ Y223 

STAT5a/b Y694/Y699 

GSK-3α/β S21/S9 STAT5a Y694 
EGF R Y1086 STAT5b Y699 

MSK1/2 S376/S360 STAT6 Y641 
AMPKα1 T183 p70 S6 Kinase T421/S424 
Akt 1/2/3 S473 RSK1/2/3 S380/S386/S377 
Akt 1/2/3 T308 eNOS S1177 

TOR S2448 Fyn Y420 
CREB S133 Yes Y426 

HSP27 S78/S82 Fgr Y412 
AMPKα2 T172 p27 T198 
p70 S6 
Kinase T389 PLC-γ1 Y783 

p53 S46 Hck Y411 
p53 S392 Chk-2 T68 
p53 S15 FAK Y397 

c-Jun S63 PDGF Rβ Y751 
SRC Y419 WNK1 T60 
Lyn Y397 PYK2 Y402 
Lck Y394 PRAS40 T246 

STAT2 Y689 
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Tabla 7. Fosfoquinasas y factores de transcripción analizados en el estudio. Nombres y residuos 

de fosforilación de diferentes quinasas y factores de transcripción targets del kit Human Phospho-Kinase array 

(R&D Systems ARY003B). 

Se recogieron triplicados de 3 x 106 de células por condición (0, 5 ,15 y 30mpi) en 

tampón de lisis con inhibidores (urea 6M, tiourea 2M, inhibidores de proteasas y 

fosfatasas) y se congelaron en nitrógeno líquido. Posteriormente se descongelaron, 

sonicaron y se centrifugaron 1 hora a 15°C y 20.000g. El sobrenadante se transfirió a 

un nuevo tubo y se determinó la concentración de proteínas mediante el ensayo 

Bradford (Biorad). El kit requiere entre 200-600µg de proteína por cada set 
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(Membrana A y B). El volumen de lisado de cada condición fue dividido en 2 volúmenes 

idénticos y concentrado mediante Amicon Ultra-0.5ml 10K (Millipore UFC501096). 

Previo paso de bloqueo de las membranas, la muestra concentrada se diluyó en 2 ml 

de buffer de bloqueo y se incubó sobre las membranas 16h a 4°C en agitación. Pasado 

este tiempo las membranas se lavaron e incubaron 2h a temperatura ambiente y 

agitación con anticuerpos con una biotina conjugada, y específicos contra las proteínas 

de interés. De nuevo las membranas se lavaron e incubaron con estreptavidina a 

temperatura ambiente y agitación durante media hora. Finalmente tras otro paso de 

lavado, las proteínas se detectaron por quimioluminiscencia al añadir un buffer de 

detección que reaccionó con la estreptavidina. Las imágenes se obtuvieron mediante 

ChemidocMP Imaging System (Biorad). Los niveles de fosforilación de cada una de las 

quinasas representadas en el array se cuantificaron con el software ImageLab 5.2 

(Biorad). Los valores cuantitativos seleccionados fueron los volúmenes ajustados 

(Adjust Volume). 

2.5.3. Análisis estadístico de los arrays de proteínas 

Para poder comparar los niveles de fosforilación de las distintas quinasas, y los 

niveles de expresión de las distintas citoquinas y factores de crecimiento entre 

condiciones, los datos se normalizaron usando la siguiente fórmula: 

X(Ny) = X(y) * P1/P(y) 

X(Ny) = Intensidad de la proteína “X” normalizada en el array “Y” 

X(y) = Intensidad de la proteína “X” en el array “Y” 

P1 = Media de las intensidades de los controles positivos del array de referencia 

P(y) = Media de las intensidades de los controles positivos del array “Y” 
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Para el análisis estadístico de las proteínas diferenciales se empleó el software 

Perseus 1.5.6 238. La matriz de datos normalizados mediante la anterior fórmula se 

importó al software Perseus 1.5.6, donde transformaron los datos a Log2 con el fin de 

trabajar con ellos y representarlos en diferentes gráficos de manera más sencilla. 

Posteriormente se realizó el test estadístico (T-test), donde el criterio empleado para 

considerar a las proteínas diferenciales fue la significación estadística (pVal <0.05). 

A continuación se muestra un esquema (Figura 6) que resume los diferentes 

enfoques proteómicos utilizados para caracterizar el mecanismo de acción del 

adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma. 

Figura 6. Esquema global de los análisis proteómicos que se llevaron a cabo durante la 

internalización del adenovirus Delta-24-RGD, la replicación de su ADN y el inicio del proceso 

autofágico en las células de glioblastoma U87. 
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Resultados 



1. Cambios en el fosfoproteoma de las células de glioblastoma U87

tras la adhesión e internalización del adenovirus Delta-24-RGD

Con el objeto de identificar las rutas de señalización que se alteran por la 

adhesión e internalización del adenovirus Delta-24-RGD en células de glioblastoma, se 

analizó mediante un array  43 sitios de fosforilación de quinasas y factores de 

transcripción (Tabla 7) a los 5, 15 y 30mpi. Durante estos tiempos se produjo una 

disminución de los niveles de fosforilación de manera tiempo dependiente de rutas de 

supervivencia específicas (Akt, GSK-3, ERK1/2, p38 MAPK y MSK1/2, entre otras) 

(Figuras 7 y 8). Así mismo, los factores de transcripción p53, CREB (Cyclic AMP-

responsive element-binding protein), STAT-2 (Signal transducer and activator of 

transcription-2) y STAT5b también disminuyeron su actividad significativamente a los 

30mpi. Sin embargo c-Jun (Transcription factor AP-1) fue el único factor de 

transcripción que aumentó sus niveles de fosforilación activadora en los primeros 

15mpi. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de fosforilación del 

resto de proteínas analizadas (Tabla 7). 

Figura 7. Array de fosfoquinasas diferenciales durante la adhesión e internalización del 

adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma U87. Imágenes representativas de tres 

experimentos independientes. 
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Figura 8: Cambios en la fosforilación de quinasas y factores de transcripción como respuesta a 

la infección del adenovirus Delta-24-RGD en los primeros 30 mpi.  

2. Alteraciones en el proteoma de las células de glioblastoma durante la

replicación del ADN del adenovirus oncolítico Delta-24-RGD

2.1. Caracterización de los cambios proteostáticos mediante

proteómica subcelular 

Para caracterizar las alteraciones proteómicas inducidas por el adenovirus 

oncolítico Delta-24-RGD en las células de glioblastoma durante la replicación del ADN 

adenoviral, se analizó por separado el proteoma citosólico y nuclear de células U87 a 

las 6 y 10hpi. Un paso previo fue la comprobación de que el protocolo de 

fraccionamiento funcionaba adecuadamente. A simple vista se aprecia que el perfil del 

proteoma obtenido es muy diferente entre la fracción citosólica y nuclear (Figura 9A). 

Mediante WB se analizó la presencia de la proteína citosólica OXSR1 (Serine/threonine 

protein kinase OSR1), la mitocondrial PHB1 (Prohibitin 1) y la enzima glicolítica GAPDH, 
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además de la proteína nuclear histona dimetilada H3. Los controles de calidad 

realizados demostraron una óptima eficacia a la hora de obtener ambas fracciones 

subcelulares Figura 9B. 

Figura 9: Validación del protocolo de enriquecimiento de la fracción citosólica y nuclear. A) 

Electroforesis del extracto total, y las fracciones citosólicas y nucleares (gel stain-free). B) WBs de las proteínas 

citosólicas (OXSR1, PHB1 y GAPDH) y de la nuclear (histona dimetilada H3 Lys9). 

El estudio de los proteomas citosólico y nuclear se realizó mediante 

espectrometría de masas empleando dos metodologías de cuantificación 

complementarias. La fracción citosólica de las muestras fue marcada mediante iTRAQ 

pero debido a la escasez de muestra, la fracción nuclear no se marcó y se estudió 

mediante label-free. Del total de las proteínas cuantificadas (1397), 202 (6hpi) y 286 

(10hpi) cambiaron sus niveles de expresión por la acción del adenovirus Delta-24-RGD 

(Figura 10A). Tal como se observa en las Figuras 10B, 11 y Figura suplementaria 1, la 

mayoría de proteínas alteradas pertenecían a la fracción nuclear. Por otro lado, se 
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observó una alteración temprana de los componentes proteicos de las uniones 

adherentes y de las vesículas extracelulares, lo que sugiere cambios en la plasticidad 

de las células tumorales. 

Figura 10: Modulación del proteoma de las células de glioblastoma U87 durante la replicación 

del ADN adenoviral. A) Volcano plots donde se representan las tasa de cambio (TC) y la significación estadística 

(pVal) de las proteínas de las fracciones citosólicas y nucleares a las 6 y 10hpi. Las proteínas con pVal>0.05 y/o 

TC<30% se consideraron no diferenciales (coloreadas en azul). Las proteínas con una TC>30% se encuentran 

representadas en amarillo si el pVal<0.05, y en verde si el pVal<0.01. B) Histograma que representa el proteoma 

diferencial en cada fracción subcelular a las 6 y 10hpi. En verde, están representadas las proteínas que disminuyen 

significativamente su nivel de expresión, y en rojo las que lo aumentan. C) Diagrama de Venn de las proteínas 

diferenciales a las 6 y 10hpi.  
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Figura 11: Localización de las proteínas diferenciales a las 6 y 10hpi utilizando la herramienta 

software DAVID 239. 

En la Tabla 8 se muestran las proteínas con mayores tasas de cambio con 

respecto al control. NONO (Non-POU domain-containing octamer-binding protein) es 

una proteína nuclear reguladora de la transcripción que participa en la regulación de la 

respuesta inmune innata mediada por ADN-virus 240. Con el fin de validar las 

identificaciones y cuantificaciones obtenidas mediante espectrometría de masas, se 

analizó la expresión de NONO en la fracción nuclear y extracto total de estas células. 

Como se puede observar en la Figura 12, el adenovirus Delta-24-RGD indujo la 

expresión de la proteína NONO a las 6hpi, validando parcialmente los datos obtenidos 

mediante espectrometría de masas. 
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Gen Proteínas nucleares (6hpi) Gen Proteínas citosólicas (6hpi) 
Descripción pVal TC Descripción pVal TC 

F2 Prothrombin 0,015 0,31 HIST1H4A Histone H4 0,005 0,35 

SSRP1 FACT complex subunit SSRP1 0,026 0,32 H3F3B Histone H3 (Fragment) 0,001 0,40 

SUPT16H FACT complex subunit SPT16 0,007 0,34 HIST1H1E Histone H1.4 0,002 0,42 

SCAF1 Splicing factor, arginine/serine-rich 19 0,017 0,35 HIST1H1B Histone H1.5 0,010 0,46 

MTA1 Metastasis-associated protein MTA1 0,044 0,36 HIST1H2BK Histone H2B type 1-K 0,003 0,47 

HIST1H1C Histone H1.2 0,040 0,36 ERH Enhancer of rudimentary homolog 0,023 0,64 

HIST1H1B Histone H1.5 0,040 0,36 SHMT2 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial 0,003 0,64 

H2AFY Core histone macro-H2A.1 0,027 0,39 H2AFV Histone H2A.V 0,043 0,65 

RSL24D1 Probable ribosome biogenesis protein RLP24 0,016 0,43 SFPQ Splicing factor, proline- and glutamine-rich 0,002 0,69 

UBTF Nucleolar transcription factor 1 0,013 0,43 SQRDL Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial 0,026 0,69 

RFC2 Replication factor C subunit 2 0,012 2,73 PSMD9 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 0,038 1,33 

EIF3E Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E 0,007 2,87 HDGF Hepatoma-derived growth factor 0,025 1,37 

EIF3L Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 0,030 2,93 TOMM70 Mitochondrial import receptor subunit TOM70 0,043 1,43 

ARID2 AT-rich interactive domain-containing protein 2 0,047 3,03 SNX6 Sorting nexin 6, isoform CRA_b 0,007 1,52 

EIF3H Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H 0,044 3,07 A2M Alpha-2-macroglobulin 0,006 1,59 

RACK1 Receptor of activated protein C kinase 1 0,002 3,08 LTF Lactotransferrin 0,001 1,86 

G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 0,000 3,14 NASP Nuclear autoantigenic sperm protein 0,010 3,18 

CPSF7 Cleavage and polyadenylation-specificity factor subunit 
7 (Fragment) 

0,007 3,54 AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein (Fetuin-A) 0,023 3,66 

SRSF2 Serine/arginine-rich-splicing factor 2 (Fragment) 0,020 3,66 

NONO Non-POU domain-containing octamer-binding protein 0,004 4,31 

Gen Proteínas nucleares (10hpi) Gen Proteínas citosólicas (10hpi) 
Descripción pVal TC Descripción pVal TC 

RRP7A Ribosomal RNA-processing protein 7 homolog A 0,022 0,25 HIST1H2BK Histone H2B type 1-K 0,004 0,49 

HIST1H1C Histone H1.2 0,006 0,28 HIST1H4A Histone H4 0,015 0,32 

F2 Prothrombin 0,032 0,31 H3F3B Histone H3 (Fragment) 0,010 0,35 

H2AFY Core histone macro-H2A.1 0,001 0,32 HIST1H1E Histone H1.4 0,024 0,47 

SCAF1 Splicing factor, arginine/serine-rich 19 0,043 0,34 HIST1H1B Histone H1.5 0,036 0,48 

ARPC4 Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 0,026 0,36 SHMT2 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial 0,018 0,53 

IMP3 U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3 0,007 0,36 SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 0,003 0,60 

NUP50 Nuclear pore complex protein Nup50 0,025 0,38 AKAP2 A-kinase anchor protein 2 0,012 0,62 

UTP6 U3 small nucleolar RNA-associated protein 6 homolog 0,016 0,38 SUPT16H FACT complex subunit SPT16 0,010 0,63 

SSRP1 FACT complex subunit SSRP1 0,049 0,39 PCNA Proliferating cell nuclear antigen 0,032 0,69 

NONO Non-POU domain-containing octamer-binding protein 0,003 3,12 RPL23 60S ribosomal protein L23 0,015 1,31 

RRBP1 Ribosome-binding protein 1 0,033 3,18 DNAJC8 DnaJ homolog subfamily C member 8 0,025 1,35 

NMT1 Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1 0,016 3,51 KYNU Kynureninase 0,035 1,40 

RACK1 Receptor of activated protein C kinase 1 0,000 3,52 A2M Alpha-2-macroglobulin 0,022 1,43 

ANXA2 Annexin A2 0,011 3,56 RPN2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit 2 

0,003 1,45 

RFC2 Replication factor C subunit 2 0,008 3,69 CNDP2 Cytosolic non-specific dipeptidase 0,029 1,46 

ARID2 AT-rich interactive domain-containing protein 2 0,042 4,33 PSMD9 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 0,021 1,55 

EIF3F Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F 0,038 4,58 HDGF Hepatoma-derived growth factor 0,033 1,65 

PDCD6 Programmed cell death protein 6 0,014 4,93 LETM1 LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, 
mitochondrial 

0,003 2,73 

RPS15 40S ribosomal protein S15 0,032 6,43 NASP Nuclear autoantigenic sperm protein 0,026 3,36 

Tabla 8: Proteínas con mayores tasas de cambios en las fracciones citosólicas y nucleares de las 

células de glioblastoma U87 a las 6 y 10hpi con el adenovirus Delta-24-RGD. El listado completo de 

proteínas diferenciales se encuentra en las Tablas suplementarias 3 y 4. 

Figura 12: Cambios en la expresión de NONO durante la infección temprana de las células de 

glioblastoma U87 con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD. WBs de A) fracción nuclear y B) extracto total 

de las células de glioblastoma U87 infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD. 
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2.2. Estudio de las alteraciones funcionales producidas por el 

adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma 

Con el fin de entender el significado biológico de las alteraciones tempranas 

producidas por la infección con el adenovirus Delta-24-RGD, se utilizó la herramienta 

bioinformática IPA. Este software permitió explorar las redes de interacción entre los 

componentes proteicos que se ven alterados durante la infección. Este enfoque hizo 

posible: 

• Dilucidar la función biológica y el contexto molecular de las proteínas

celulares alteradas en cada uno de los tiempos.

• Establecer un marco para mapear la potencial interacción entre

proteínas alteradas y módulos de red durante la infección.

• Definir posibles reguladores causales de las redes dependientes del

tiempo, que pueden considerarse potenciales dianas para modular la

infección del adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioma.

Se analizó el proteoma alterado común a las 6 y 10hpi (148 proteínas) (Figura 

10C). Las redes de interacción entre estas proteínas revelaron que el adenovirus Delta-

24-RGD impactó en redes de señalización específicas como: la señalización de RAN

(GTP-binding nuclear protein RAN) (pVal: 2.08E-6), el control de la replicación 

cromosómica en el ciclo celular (pVal: 2.99E-6), y la señalización del factor de 

transcripción EIF2 (pVal: 7.6E-10). Estos datos indicaron una alteración progresiva en el 

transporte entre el citosol y el núcleo mediante el complejo del poro nuclear (NPC), 

cambios en la replicación del ADN (pVal: 2.7E-8), la transcripción (pVal: 7.7E-7) y la 

traducción del RNAm (pVal: 4.1E-11) (Figura 13). 
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Figura 13: Perfiles funcionales del proteoma diferencial detectados en las células de 

glioblastoma U87 a las 6 y 10hpi con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD. Representación de las redes 

de interacción entre proteínas diferenciales comunes a las 6 y 10hpi. En rojo están representadas las proteínas que 

aumentan sus niveles de expresión respecto al control (mock) y en verde las que disminuyen. Los interactomas de 

las proteínas EIF2, MCM (Minichromosome maintenance) y RAN modulados por el adenovirus Delta-24-RGD se 

encuentran resaltados.  IPA Network score: A) 52 B) 49
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Además del alto número de proteínas y funciones biológicas alteradas a las 6 y 

10hpi, existen procesos biológicos exclusivamente alterados en uno de los tiempos 

analizados. A las 6hpi se produjeron cambios de la morfología, diferenciación y 

adhesión celular, mientras que a las 10hpi se dieron alteraciones en la parada en la 

progresión del ciclo celular, la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la 

respuesta antiviral (Figura 14). 

Figura 14. Representación de los procesos y funciones biológicas en las que participan las 

proteínas diferenciales a las 6 y 10hpi. 
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2.3. Moduladores de la alteración proteómica inducida por el 

adenovirus Delta-24-RGD 

Con el objeto de comprender qué actividades biológicas son las responsables de 

los cambios en el proteoma celular tras la infección, se realizó un análisis predictivo de 

reguladores de la expresión de estas proteínas (upstream regulators) mediante IPA. 

Los reguladores sugeridos fueron STAT3 y JUN (Figura 15A). De esta manera, se 

monitorizó su perfil de activación durante las primeras horas posteriores a la infección. 

Como se aprecia en la Figura 15B, ambos factores de transcripción se encontraron 

inhibidos transitoriamente a las 3 y 10hpi.  

Figura 15: Perfiles de activación de STAT3 y c-Jun durante la replicación del material genético 

del adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma U87. A) Reguladores propuestos por el 

software IPA. B) Niveles de expresión y fosforilación específica de STAT3 y c-Jun a las 3, 6 y 10hpi. Las muestras de 

los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa de los geles se evaluó 

mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron por la GAPDH. *(pVal<0.05) 

R
es

ul
ta

do
s

70



Otro factor de transcripción, NFκB (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cells), propuesto como posible regulador de los cambios en la expresión de 

algunas proteínas a las 6hpi en las redes de IPA (Figura 16), aumentó sus niveles de 

fosforilación en la Ser536 a las 6hpi (Figura 17), lo que sugiere una 

activación transitoria de este factor de transcripción. A su vez la proteína PKC (Protein 

kinase C), interconectada con algunas proteínas del proteoma diferencial a 10hpi 

(Figura 18), incrementó sus niveles de activación a 6hpi (Figura 19), posiblemente 

debido a un aumento de su expresión, la cual disminuyó posteriormente. 

Figura 16: Red de interacción de proteínas diferenciales a las 6hpi donde NFκB se sugiere como 

interactor y proteína potencialmente alterada. En las redes de interacción, en rojo están representadas las 

proteínas que aumentan sus niveles respecto al control (mock) y en verde las que los disminuyen.  IPA Network 

score: 62
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Figura 18: Red de interacción de proteínas diferenciales a las 10hpi donde PKC se sugiere como 

interactor y proteína potencialmente alterada. En las redes de interacción, en rojo están representadas las 

proteínas que aumentan sus niveles respecto al control (mock) y en verde las que los disminuyen.  IPA Network score: 

57

Figura 19: El adenovirus Delta-24-RGD modula la actividad de PKC en los estadíos tempranos 

de la infección de las células de glioblastoma U87. Niveles de fosforilación y expresión de PKC a las 3, 6 y 

10hpi. Las muestras de los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa 

de los geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron por la GAPDH. 

*(pVal<0.05). 
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2.4. Modulación selectiva de rutas de supervivencia por acción del 

adenovirus Delta-24-RGD 

Por otro lado, se estudiaron las potenciales rutas de señalización que podían 

verse comprometidas a cada uno de los tiempos en base al proteoma diferencial en 

cada uno de ellos. La señalización de mTOR (mammalian Target of rapamycin) e EIF2 

(Eukaryotic translation initiation factor 2) fueron las rutas  con mayor número de 

proteínas afectadas a ambos tiempos (Figura 20), y su activación se ha descrito 

previamente en infecciones adenovirales 241.  
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Figura 20: Representación de las rutas de señalización en las que participan las proteínas 

alteradas durante la replicación del ADN del adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma 

U87. 



Con el objeto de profundizar en la dinámica de activación de algunas de estas 

rutas de supervivencia, se incluyó un tiempo más temprano de 3hpi. Pese a las 

predicciones de alteración de numerosas rutas de señalización durante la replicación 

del material genético adenoviral (Figura 20), no se detectaron cambios significativos 

en la activación de PLC-γ (Phospholipase C-gamma), AKT (Protein kinase B), SAPK/JNK 

(Stress-activated protein kinase/Jun amino terminal kinase), PDK1 (Phosphoinositide-

dependent protein kinase 1), PKA (Protein kinase A) ni MEK 1/2 (Mitogen-activated 

protein kinase 1/2)  (Figura 21B y Figura suplementaria 2). Sin embargo, la actividad de 

las proteínas quinasas p38 MAPK (Mitogen-activated protein kinase p38a) y ERK1/2 

(Mitogen-activated protein kinase 1/2) sí se vio comprometida tras la infección (Figura 

21A). La actividad de ERK disminuyó de una forma tiempo-dependiente mientras que 

la actividad y niveles de p38 MAPK se vieron reducidos a las 10hpi. 
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 Figura 21: Rutas de señalización alteradas en células de glioma por la infección con el 

adenovirus Delta-24-RGD. Niveles de expresión y fosforilación específica de A) p38 MAPK y ERK 1/2 B) PLC γ, 

AKT, SAPK/JNK, PDK1 y PKA C, a las 3, 6 y 10hpi. Las muestras de los WBs son representativas de tres experimentos 

independientes donde la carga equitativa de los geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas 

se normalizaron con los niveles de GAPDH. *(pVal<0.05)  
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3. Alteraciones del proteoma de glioblastoma durante la autofagia

inducida tras la infección con el adenovirus Delta-24-RGD

Para replicarse eficientemente y liberar mediante la lisis celular su progenie, el 

adenovirus Delta-24-RGD induce autofagia en células que infecta a las 48hpi 

140,164,165,242. Con el propósito de determinar las alteraciones proteómicas que se 

producen en las células de glioblastoma en este estadío, y en paralelo con la 

producción de las proteínas adenovirales (Figura 22A), se analizó el proteoma de las 

células de glioblastoma U87 a las 48hpi. Se cuantificaron 1616 proteínas, de las cuales 

240 proteínas celulares resultaron ser diferenciales (127 proteínas aumentaron su 

expresión, 113 la disminuyeron) (Figura 22B; Tabla suplementaria 5). La distribución 

subcelular del proteoma diferencial corresponde mayoritariamente al núcleo, citosol, 

exosomas y membranas (Figura 22C). Por otro lado, 18 proteínas adenovirales también 

fueron detectadas por espectrometría de masas (Tabla suplementaria 5). Parte de las 

proteínas diferenciales participan no solo en la ruta de señalización de la autofagia sino 

en la respuesta a estrés oxidativo, inflamación (señalización de IL-8), organización del 

citoesqueleto (señalización de RhoA e ILK), diferenciación celular (señalización de HGF 

y Tec) y en la señalización de EIF2 y mTOR (Figura 22D). 
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Figura 22: Expresión de las proteínas diferenciales en el estadío final de la infección adenoviral. 

A) Expresión de las proteínas adenovirales E1A y proteína de fibra en las células infectadas. B) Volcano plot donde se

representa la tasa de cambio (TC) y la significación (pVal) de las proteínas cuantificadas en las células de

glioblastoma a las 48hpi con el adenovirus Delta-24-RGD. En verde están representadas las proteínas que

significativamente disminuyen sus niveles de expresión (pVal<0.05; TC>30%)  y en rojo las que lo aumentan

(pVal<0.05; TC>30%). C) Distribución subcelular de las proteínas diferenciales utilizando la herramienta software

DAVID 239. Los valores de enriquecimiento de la distribución subcelular son los siguientes: Adhesión focal

(pVal=1,60E-12); Nucleolo (pVal=2,50E-07); R.E (pVal=9,80E-09); Mitocondria (pVal=1,90E-07); Membrana

(pVal=9,00E-16); Exosoma (pVal=2,50E-10); Citosol (pVal=3,40E-12); Núcleo (pVal=1,60E-03). D) Representación de

las rutas de señalización en las que participan parte de las proteínas diferenciales a las 48hpi. Valores de

enriquecimiento de cada una de estas rutas atendiendo a las proteínas cuantificadas que participan en cada una de

ellas, y porcentaje de proteínas diferenciales en cada ruta de señalización: señalización de RhoA (pVal=1,90546E-07)

(11,10%); señalización de HGF (pVal=0,011748976)(18,75%); señalización de ILK (pVal=6,4565E-07)(14,29%); 

señalización de IL-8 (pVal=0,00323594)(19,23%); señalización de Tec Kinase (pVal=0,02137962)(30,00%);

señalización de mTOR (pVal=1,2589E-23)(9,52%); Autofagia (pVal=0,03311311)(50,00%); Ubiquitinización de

proteínas (pVal=5,0119E-30)(8,64%); señalización de integrinas (pVal=7,9433E-13)(16,33%); señalización de las

uniones GAP (pVal=0,00012023)(30,00%); Respuesta a estrés oxidativo (pVal=1E-15)(23,53%); señalización de EIF2

(pVal=3,9811E-62)(16,05%). 
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Del mismo modo, se estudiaron los cambios en las proteínas celulares 

producidos por el adenovirus Delta-24-RGD a las 24hpi (Tabla suplementaria 6). Como 

puede observarse en la Figura 22A, a este tiempo las proteínas adenovirales 

comienzan a expresarse, y sin embargo el proceso autofágico aún no se ve iniciado 164. 

33 de las proteínas diferenciales a las 24hpi fueron comunes a las 48hpi (Figura 23 y 

Tabla suplementaria 7). El patrón de expresión de las 33 comunes, progresó de 

manera tiempo-dependiente, llegando a decuplicarse en algunas de ellas. 

Figura 23: Diagrama de Venn de las proteínas diferenciales comunes y únicas a las 24 y 48hpi. 

(Mock vs 24 y 48hpi). 18 de las proteínas comunes pertenecen al adenovirus Delta-24-RGD y 15 son de las células de 

glioblastoma U87 (Ver Tabla suplementaria 7). 

3.1. Alteraciones funcionales producidas por la infección con el 

adenovirus Delta-24-RGD en las células de glioblastoma U87 a las 

48hpi 
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Para caracterizar en detalle los cambios proteómicos de las células de 

glioma debidos a la infección con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD y 

discernir sus implicaciones biológicas, las 240 proteínas celulares diferenciales 

se analizaron mediante el software STRING (v.10.5). Como se aprecia en la Figura 24, 

el tratamiento prolongado (48hpi) de las células U87 con este adenovirus afectó a la 
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poliadenilación del ARN, la traducción del ARN, el splicing alternativo, el metabolismo 

de AMP(Adenosine monophosphate), y la señalización por tirosina quinasas en 

estadíos avanzados de la infección.  

Figura 24: Red de interacción funcional de las proteínas celulares de la línea de glioblastoma 

U87, alteradas por la infección con el adenovirus Delta-24-RGD en el estadío autofágico. Para el análisis 

se utilizó el software STRING (v.10.5) y el ID de cada una de las proteínas, representadas con un nodo. Las líneas 

continuas representan interacciones físicas entre ellas, mientras que las discontinuas representan interacciones 

funcionales. Estas interacciones se fundamentan en la literatura o información canónica de la base de datos de 

STRING. Las interacciones representadas presentan una confianza alta (>0.7) en la base de datos. Se usó la opción K 

means clustering para visualizar mejor la funcionalidad de las subredes de interacción. 

3.2. Alteración específica de rutas de supervivencia durante la 

autofagia inducida por el adenovirus Delta-24-RGD 

La herramienta bioinformática IPA, permite realizar un análisis similar a STRING, 

además de proponer mediadores cuya alteración se encuentra potencialmente 

relacionada con las alteraciones previamente caracterizadas por proteómica. De esta 
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manera, una de las redes de IPA propuso a NFκB como una proteína potencialmente 

alterada a las 48hpi (Figura 25). Mediante WB se monitorizó la expresión y activación 

de NFκB a las 24 y 48hpi. El aumento en la fosforilación de la S536, junto con un 

descenso en los niveles de expresión de su inhibidor (IκB-α: NF-kappa-B inhibitor 

alpha) a las 48hpi, sugirieron una activación de este factor de trascripción (Figura 26).  

Figura 25: Red de interacción de las proteínas diferenciales durante el inicio del proceso 

autofágico, donde NFκB se sugiere como interactor y proteína potencialmente alterada. Representación 

de las redes de interacción de algunas proteínas que se sobreexpresan (rojo) o disminuyen (verde) a las 48hpi con el 

adenovirus Delta-24-RGD.  IPA Network score: 61
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Figura 26: La infección de las células de glioma U87 con el adenovirus Delta-24-RGD produce 

cambios en la actividad de NFκB en las células de GBM. Niveles de fosforilación y expresión de NFκB. Las

muestras de los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa de los 

geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron por la tinción total en cada carril 

del gel.*(pVal<0.05) 

En otra red de interacción se propuso a la familia quinasas SRC (Proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase Src) como potenciales proteínas alteradas tras la infección 

(Figura 27).  

Figura 27: Red de interacción de las proteínas diferenciales durante el inicio del proceso 

autofágico, donde SRC se sugiere como interactor y proteína potencialmente alterada. Representación 

de las redes de interacción de algunas proteínas que se sobreexpresan (rojo) o disminuyen (verde) a las 48hpi con el 

adenovirus Delta-24-RGD. IPA Network score: 47
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Se apreció una disminución significativa en el estado de fosforilación y 

expresión de esta proteína a las 48hpi. En la misma red, los datos de espectrometría 

de masas indicaron una reducción en los niveles de expresión de PKC, que se 

confirmaron mediante WB (Figura 28).

Figura 28: El adenovirus Delta-24-RGD modula la actividad de SRC y PKC en el estadío 

autofágico inducido en las células de glioma a las 48h tras la infección. Niveles de fosforilación y expresión

de PKC y c-SRC a las 24 y 48hpi. Las muestras de los WBs son representativas de tres experimentos independientes 

donde la carga equitativa de los geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron 

por la tinción total en cada carril del gel.*(pVal<0.05); ***(pVal<0.001) 

El adenovirus también afectó a la señalización de MAPK puesto que los niveles de 

ERK disminuyeron (Tabla suplementaria 5), al igual que los de MEK 1/2 (Figura 29).

Debido a la disminución de PRKAR1A (cAMP-dependent protein kinase type I-alpha 

regulatory subunit) (Figura 29 y Tabla suplementaria 5), se comprobó la expresión y

estado de activación de PKA. Los niveles de fosforilación de la proteína aumentaron a 

las 24hpi pero disminuyeron a las 48hpi. GSK3 (Glycogen synthase kinase-3) es otra de

las proteínas propuestas por IPA como potencial regulador. Como se puede apreciar en 

la Figura 29, a las 24hpi se produjo un descenso en los niveles de fosforilación de

GSK3α/β, mientras que los niveles de la proteína tienden a disminuir a las 48hpi. 
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Figura 29: La infección de las células de glioblastoma U87 con el adenovirus Delta-24-

RGD modula la actividad de quinasas específicas: MEK, PKAc, GSK3. Representación de las redes de 

interacción de algunas proteínas que se sobreexpresan (rojo) o disminuyen (verde) a las 48hpi con el adenovirus 

Delta-24-RGD. Niveles de fosforilación y expresión de MEK, PKAc, GSK3 a las 24 y 48hpi. Las muestras de 

los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa de los geles se 

evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron por la tinción total en cada carril del 

gel. *(pVal<0.05); ***(pVal<0.001) IPA Network score: 28
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Por otro lado, el sistema de fosfatasas también es diana del adenovirus 

Delta-24-RGD durante el proceso autofágico. La infección del adenovirus Delta-24-

RGD indujo la producción de PPP6C (Serine/threonine-protein phosphatase 6 

catalytic subunit), PP4R3A (Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory 

subunit 3A) y PPP1CB (Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta 

catalytic subunit) (Tabla suplementaria 5). PP2A (Serine/threonine-protein 

phosphatase 2) se encontró junto con PP1 (Serine/threonine-protein phosphatase 1) 

regulando parte del interactoma de las proteínas diferenciales (Figura 30!). PP1α 

(Serine/threonine-protein phosphatase 1 alpha catalitic subunit) disminuyó sus 

niveles de fosforilación en T320 (fosforilación inhibitoria) a 24 y 48hpi, mientras que 

su expresión, al igual que la de PP2A, decreció a las 48hpi (Figura 30B).  
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Figura 30: La infección de las células de glioblastoma U87 con el adenovirus Delta-24-RGD 

modula la actividad de fosfatasas específicas: PP1α y PP2A. A) Representación de las redes de interacción de 

algunas proteínas que se sobreexpresan (rojo) o disminuyen (verde) a las 48hpi con el adenovirus Delta-24-RGD. B) 

Niveles de fosforilación y/o expresión  de PP1α y PP2Aα/β a las 24 y 48hpi. Las muestras de los  WBs son 

representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa de los geles se evaluó mediante 

Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron por la tinción total en cada carril del gel. *(pVal<0.05); 

***(pVal<0.001) IPA Network score: 22

4. Modulación del proteoma extracelular de las células de glioblastoma

durante la infección con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD

Debido a la importancia del microambiente tumoral en la progresión o remisión 

de los tumores, y a la estimulación del sistema inmune producida por el adenovirus 

oncolítico Delta-24-RGD 105,157,170,243, se quiso monitorizar la respuesta extracelular de 

las células de glioblastoma a este tratamiento mediante el análisis parcial de su 

secretoma usando un array comercial de citoquinas y factores de crecimiento. 

Durante la replicación del ADN adenoviral (3, 6 y 10hpi), 23 citoquinas y factores 

de crecimiento aumentaron sus niveles de forma significativa y tiempo-

dependiente (Figura 31). De este modo, factores de crecimiento y citoquinas como 

EGF (Epidermal growth factor), GDNF (Glial cell line-derived neurotrophic factor), NT-3 

(Neutrophin-3) o IL-1β (Interleukin-1β), aumentaron sus niveles extracelulares 

exclusivamente a las 3hpi. Otras citoquinas como IL-13 o TNF-β (Tumor necrosis factor 

beta), y factores de crecimiento como TGF-β3 (Tumor growth factor-β3) lo hicieron

85

R
es

ul
ta

do
s



R
es

ul
ta

do
s

86

exclusivamente a las 6hpi. A las 10hpi se produjo un aumento en el medio de IL-2 y de 

GCSF (Granulocyte colony stimulating factor). A su vez, RANTES (Regulated on 

activation normal T cell expressed and secreted) (CCL5) y LIF (Leukemia inhibitory 

factor) se encontraron aumentadas en todos los tiempos posteriores a la infección. 

Figura 31: Monitorización de las citoquinas y factores de crecimiento secretados por las células 

de glioblastoma U87  infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD a las 3, 6 y 10hpi. Variaciones 

significativas y tiempo-dependientes en la expresión de 23 de las 80 citoquinas y factores de crecimiento humanos 

analizados en el medio de las células de glioblastoma U87 tratadas con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD vs 

mock. Resultados de tres experimentos independientes. *(pVal<0.05) ** (pVal<0.01) ***(pVal<0.001) 
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Por otro lado, en estadíos iniciales del proceso autofágico (24 y 48hpi), 14 de las 

80 citoquinas y factores de crecimiento analizados aumentaron significativamente sus  

niveles de expresión de una forma tiempo-dependiente (Figura 32). TGF-β3 aumentó 

significativamente sus niveles en el medio exclusivamente a las 24hpi, mientras que  

otros factores quimiotácticos como GRO (CXCL1), los inhibidores de metaloproteinasas 

TIMP-1 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-1) y TIMP-2 lo hicieron a las 24 y 48hpi. 

Otras citoquinas como GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony stimulating factor), 

IL-8, angiogenina, BCL (CXCL13), HGF (Hepathocyte growth factor), IGFBP-1 (Insulin-like 

growth factor-binding protein 1), MIF (Macrophage migration inhibitory factor), 

osteopontina y osteoprotegerina (TNFRSF11B), aumentaron sus niveles 

significativamente a las 48hpi. 

Figura 32: Monitorización de las citoquinas y factores de crecimiento secretados por las células 

de glioblastoma U87 infectadas a con el adenovirus Delta-24-RGD las 24 y 48hpi. Variaciones 

significativas y tiempo-dependientes en la expresión de 14 de las 80 citoquinas y factores de crecimiento humanos 

analizados en el medio de las células de glioblastoma U87 tratadas con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD vs 

mock. Resultados de tres experimentos independientes. *(pVal<0.05) ** (pVal<0.01) ***(pVal<0.001)
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No se identificaron cambios significativos en el resto de citoquinas y factores de 

crecimiento analizados (Tabla 6).Todos estos datos demuestran que la infección del 

adenovirus Delta-24-RGD conlleva un aumento tiempo-dependiente en la secreción 

devariedad de biomoléculas que potencialmente puedan estar relacionadas con 

el crecimiento tumoral y el reclutamiento de células del sistema inmune. 

Además, se quiso profundizar en la implicación y acción cooperativa entre los 

proteomas diferenciales intra y extracelulares. Para ello se combinaron los datos 

diferenciales de cada uno de los tiempos y se hizo un nuevo análisis con IPA. Las rutas 

de señalización alteradas se relacionan con comunicación celular, sistema inmune y 

respuesta a infección, tanto a los tiempos más tempranos tras la infección como a las 

48hpi (Figura 33). 



Figura 33: La infección del adenovirus Delta-24-RGD modula diferentes rutas de señalización del 

sistema inmune. Representación de las rutas de señalización durante A) la replicación adenoviral (3, 6 y 10hpi) y 

B) el inicio de la autofagia (24 y 48hpi), en las que participan las proteínas intra y extracelulares de las células de

glioblastoma U87 cuyos niveles de expresión se alteran por la infección del adenovirus oncolítico Delta-24-RGD.
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Discusión 



El glioblastoma multiforme (GBM) es uno de los tipos de tumores más 

agresivos que existen, debido a que los pacientes presentan una esperanza de vida 

media de tan solo 15 meses tras recibir el tratamiento estándar 8. Esto se debe 

principalmente a su alta heterogeneidad y la presencia de CMT, que suelen presentar 

resistencia al tratamiento 55,56 y hacen que el tumor surja nuevamente a pocos 

centímetros del lugar original 49. Una alternativa terapéutica contra los tumores es el 

uso de virus oncolíticos. Estos virus son modificados para infectar y replicarse de 

manera selectiva en las células tumorales 99. Su uso como agentes terapéuticos en el 

tratamiento del GBM resulta muy adecuado ya que este tipo de tumor no suele 

metastatizar, haciendo que el tratamiento viral pueda aplicarse de manera local. El 

adenovirus Delta-24-RGD es uno de los más estudiados con el fin de lograr ese 

propósito. Diferentes estudios in vitro e in vivo, han caracterizado los mecanismos 

moleculares que regulan la muerte celular programada por autofagia, que el 

adenovirus produce en las células que infecta (entre ellas las de GBM 140,164,165), para 

así replicarse y finalmente liberar su progenie adenoviral mediante la lisis celular. 

También se ha evaluado la seguridad y la eficacia del tratamiento en ensayos clínicos, 

donde se ha observado una supervivencia >3 años en un 20% de los pacientes 

tratados, y una reducción ≥95% de la masa tumoral, junto con una supervivencia libre 

de progresión tumoral en 3 de estos pacientes 21. 

Al igual que ocurre en otros tipos de cáncer 244, el GBM surge de la 

acumulación de diferentes alteraciones genéticas 3,24,28. Sin embargo, el análisis del 

genoma cancerígeno no refleja adecuadamente los cambios que se producen en estas 
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células, ya que son las proteínas las principales entidades funcionales a este nivel 245. 

Debido a la heterogeneidad del cáncer 246,  multitud de proteínas y rutas de 

señalización se encuentran involucradas en el inicio y la progresión tumoral 247. Por 

otro lado, las alteraciones de estas proteínas pueden producirse a diferentes niveles 

(ej. estructural, funcional y/o MPTs), por lo que resulta complicado estudiar los 

mecanismos subyacentes durante la progresión tumoral. Gracias a las tecnologías 

ómicas en general, y a la proteómica en particular, podemos profundizar en las 

proteínas, rutas de señalización y funciones celulares, que se ven alteradas en los 

distintos tipos de cáncer. Por otra parte, los estudios proteómicos permiten identificar 

nuevas dianas terapéuticas, y predecir o monitorizar la respuesta a los diferentes 

tratamientos 248. Con el fin de caracterizar en detalle cada una de las anomalías 

proteicas implicadas en la aparición y evolución del tumor, se han empleado diferentes 

tipos de aproximaciones y tecnologías, que han ido evolucionando con el tiempo 245. 

En concreto, estas tecnologías se han utilizado para caracterizar el proteoma 

diferencial en los diferentes grados de astrocitoma (Tabla suplementaria 1). También 

se han empleado para caracterizar el proteoma de distintos tipos de adenovirus, 

donde se han identificado interacciones específicas entre algunas proteínas 

adenovirales y de la célula hospedadora (Tabla suplementaria 2). Sin embargo, muy 

pocos estudios han profundizado en las alteraciones proteómicas que se producen en 

la célula tumoral tras la infección con un adenovirus oncolítico. En el caso del 

adenovirus Delta-24-RGD, el conocimiento de las alteraciones del proteoma intra y 

extracelular de las células de glioma puede resultar muy útil para el descubrimiento de 

potenciales dianas terapéuticas, nuevas modificaciones del adenovirus, así como 

posibles combinaciones terapéuticas que incrementen la eficacia del tratamiento 
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oncolítico. Con este objetivo, en el presente estudio se han monitorizado las rutas de 

señalización que se alteran al inicio de la infección adenoviral (internalización: 5-

30mpi), en las etapas de replicación del ADN adenoviral (3-10hpi), y en los estadíos 

pre-autofágico y autofágico (24 y 48hpi) de las células de glioblastoma infectadas con 

el adenovirus Delta-24-RGD. Para ello, se integraron los datos cuantitativos 

diferenciales obtenidos mediante espectrometría de masas, junto con datos del 

interactoma de los mediadores proteicos detectados, y otras aproximaciones 

bioquímicas. Debido a que el microambiente juega un papel importante en el 

desarrollo del tumor, y a que diferentes estudios apuntan a un cambio en él producido 

por el tratamiento con el adenovirus Delta-24-RGD 105,170,249, también se profundizó en 

la caracterización del secretoma de estas células en las etapas de replicación 

adenoviral y autofagia. Para ello se utilizó un array de citoquinas y factores de 

crecimiento, una aproximación targeted utilizada en la caracterización de otros tipos 

de cáncer 250,251, el microambiente tumoral 252, y/o las respuestas a tratamientos 253,254. 

El Adv5, junto con el tipo 2, son los más utilizados en la clínica debido a que 

son los adenovirus de los que mayor conocimiento biológico se tiene. Además de los 

receptores CAR y las integrinas, estos adenovirus presentan otros factores de unión a 

HSPG (Heparan sulfate proteoglycan), FX (Coagulation factor X), DPP (Dipalmitoyl 

phosphatidylcholine) y Lf (Lactoferrin) 121,255, lo que implica la alteración de distintas 

rutas de señalización. Los adenovirus se adhieren y penetran en la célula hospedadora 

en los primeros 20 minutos de contacto, y seguidamente las partículas adenovirales se 

desplazan hasta el núcleo para transferir su material genético (30-40mpi) 256–258. Pese a 

que se conocen algunas de las rutas de señalización que se alteran debido a esta 

infección 121,259,260, no existen estudios realizados en células de glioblastoma. Además
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el adenovirus Delta-24-RGD infecta a las células de manera independiente de CAR 157, 

por lo que las rutas de señalización alteradas por este adenovirus pueden ser 

diferentes a las del Adv5. Por estas razones, se quisieron estudiar los cambios en los 

patrones de fosforilación de quinasas y factores de transcripción de las células de 

glioblastoma U87 debidos al acoplamiento e internalización del adenovirus Delta-24-

RGD a los 5, 15 y 30mpi. Como puede verse en las Figuras 7 y 8,  c-Jun fue el único 

factor de transcripción analizado que aumentó su fosforilación activadora (Ser63) en 

los primeros minutos posteriores a la infección. A pesar de que las quinasas c-Jun N-

terminal (JNKs), entre las que se encuentra SAPK/JNK, son reguladores canónicos de la 

actividad de c-Jun 261–263, en estos primeros minutos esta quinasa no aumentó su 

activación, y por lo tanto la activación de c-Jun probablemente se deba a otras 

quinasas como por ejemplo Cdk3 264 o VRK1 (Vaccinia-related kinases) 265. La 

activación de JNK, ERK1/2 y p38 MAPK en estos primeros minutos, está ligada a la 

unión de la cabeza de la fibra adenoviral con CAR 260, y trabajos previos corroboran que 

p38 MAPK y ERK aumentan sus niveles de fosforilación en estos primeros minutos 

posteriores a la infección 266,267, aunque se observa una caída de la fosforilación de p38 

MAPK a los 30mpi 267. La discrepancia en los resultados de este trabajo puede deberse 

a la modificación en la fibra del adenovirus Delta-24-RGD (independiente de CAR, 

dominio RGD en la fibra), puesto que se ha descrito previamente una disminución en la 

fosforilación de JNK, ERK1/2 y p38 MAPK en estos primeros minutos, cuando las 

células exclusivamente contactan con la base pentónica (dominio RGD) o el hexón 

adenoviral 260. Por otro lado la activación de p38 MAPK junto con MK2 (MAPKAP kinase 

2) y HSP27 (Heat shock 27kDa protein), promueven el desplazamiento del adenovirus a

través del citosol hasta llegar al núcleo 268. HSP27 es fosforilada en S78 y S82 por MK2 
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como resultado de la activación de p38 MAPK 269,270, lo que explica la disminución en la 

fosforilación de HSP27 (Figura 8) y p38 MAPK cuando el material genético ya ha sido 

transferido 256,257. La proteína WNK-1 (T60) (Serine/threonine-protein kinase WNK1), 

que disminuyó su fosforilación en los 15 primeros minutos tras la infección, es un 

sustrato no solo de AKT sino también de SGK1 (Serine/threonine-protein kinase Sgk1) 

271,272, lo que puede explicar parcialmente que la disminución de sus niveles de 

fosforilación no siga la misma tendencia que presenta AKT (Figura 8). Se sabe que 

WNK-1 aumenta sus niveles de expresión y fosforilación en las células de glioma 273. De 

hecho, la activación de la ruta de señalización WNK-1/OSR1/NKCC1 facilita la migración 

de las células de glioma, y la resistencia anti-apoptótica al tratamiento de las células 

con TMZ 273. De esta manera se refuerza la idea de que el tratamiento conjunto de 

quimioterapia con TMZ y el adenovirus Delta-24-RGD puede conseguir un efecto 

terapéutico mayor 47. La activación de la ruta de señalización PI3K (Phosphatidylinositol 

3-kinase)/AKT/mTOR regula negativamente la autofagia 274. AKT disminuyó

progresivamente su actividad durante los primeros minutos posteriores a la infección 

(Figura 8), mientras que la posible inhibición de mTOR se reflejó exclusivamente a los 

30mpi, mediante la desfosforilación de P70 S6 (70 kDa ribosomal protein S6 kinase 1) 

140,275 (Figura 8). Estos datos sugieren una potencial activación del proceso autofágico 

como respuesta antiviral. Las células de GBM se caracterizan por tener una alta tasa 

proliferativa, por lo que una de las aproximaciones para el tratamiento de estos 

tumores es el uso de inhibidores de la proliferación celular como AT7867 276 y 

Witaferina A 277, e inhibición de PDK1 278. La inhibición de la proliferación celular 

mediante estos tratamientos, tiene asociada la disminución de los niveles de activación 

de AKT y p70 S6 276–278, generalmente elevados en los pacientes con GBM 279. De este 
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modo, el adenovirus Delta-24-RGD contribuye a la inactivación tempranda de ambas 

quinasas, y una disminución de las señales de proliferación tumoral en estos primeros 

minutos. Estos resultados deben ser estudiados en mayor profundidad, además de 

analizar el efecto de la combinación en el tratamiento del GBM de este adenovirus 

modificado con los diferentes inhibidores de la proliferación celular. La rápida 

inhibición de los factores de transcripción CREB, STAT2 y STAT5b (Figura 8) por parte 

del adenovirus Delta-24-RGD, pueden estar relacionados con la inhibición de la 

progresión tumoral 280–282, y el bloqueo de la respuesta antiviral 283. La fosforilación de 

p53 en S392 se encuentra aumentada en diferentes tipos de células tumorales, 

incluidas células de glioblastoma 284, contribuyendo a su progresión 285.  A los 15 

minutos posteriores al tratamiento con el adenovirus Delta-24-RGD, los niveles de esta 

fosforilación activadora cayeron (Figura 8). Sin embargo, en los 15 minutos siguientes, 

p53 recupera unos valores de fosforilación similares a los iniciales. Esta dinámica 

puede ser debida a la transferencia del ADN adenoviral al núcleo celular, donde la 

fosforilación de p53 (S392) aumenta su interacción con el ADN 286,287 y su actividad 

transcripcional 288, iniciándose así la expresión de las primeras proteínas adenovirales. 

Hay que tener en cuenta que debido a la aproximación utilizada, en este estudio no se 

analizó el estado de fosforilación de todas las quinasas y factores de transcripción que 

pueden verse implicados en la adhesión e internalización del adenovirus Delta-24-RGD, 

y que posiblemente haya otras quinasas y factores de transcripción que jueguen un 

papel importante durante su internalización. Por lo tanto, y a la vista de los resultados 

obtenidos, son necesarios estudios adicionales de fosfoproteómica en los que a escala 

masiva, se caractericen en detalle el efecto de la fosforilación o defosforilación del 

proteoma tumoral en los primeros minutos de la infección. 
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Para el estudio de las alteraciones intracelulares que se producen en las 

células de glioblastoma U87 durante la replicación del adenovirus oncolítico Delta-24-

RGD (6-10hpi) se utilizó una aproximación subcelular, de manera que los proteomas 

nucleares y citosólicos se analizaron independientemente. Sin embargo, la autofagia 

altera los orgánulos celulares 164, por lo que no se realizó un enriquecimiento 

subcelular cuando quisimos estudiar el proteoma alterado al inicio del proceso 

autofágico (24-48hpi). La replicación adenoviral comienza aproximadamente a las 7hpi 

129, y las partículas víricas empiezan su ensamblaje en el núcleo alrededor de 24hpi 128, 

y continúan hasta las 48-72hpi 129,164. Aproximadamente a las 48hpi comienza la 

autofagia celular 289, que el adenovirus induce para liberar su progenie viral 164,290. De 

las 36 proteínas alteradas tanto en las fases de replicación del material genético (6-

10hpi) como en el ensamblaje de las partículas adenovirales (24-48hpi), 16 fueron 

proteínas adenovirales (Figura 34). Todas ellas alcanzan su máxima expresión a las 

48hpi, y correspondiendo con el aumento de la progenie adenoviral, las proteínas 

estructurales que forman la cápside fueron las que experimentaron mayor tasa de 

cambio (Tabla suplementaria 6). Sin embargo, la proteína adenoviral más expresada a 

las 48hpi fue Early E3 14.5kDa, que protege a las células de la citólisis inducida por TNF 

291. De esta forma se evita que la célula se lise antes de tiempo y la progenie adenoviral

no pueda expandirse. Por el contrario, la dinámica que siguieron las 20 proteínas 

celulares restantes varía en función del estadío del ciclo adenoviral. Resulta 

interesante destacar que, pese al aumento de la expresión de proteínas adenovirales 

(Figura 22A), algunas proteínas celulares relacionadas con la síntesis de proteínas 

(ribosomales, proteínas de unión al ARN y al ADN), disminuyeron su expresión durante 

los estadios más tardíos de la infección (Tabla suplementaria 8). De hecho, diferentes 
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estudios han observado que durante la fase tardía de la infección viral se produce una 

disminución no solo de la síntesis de proteínas celulares, sino también del ADN celular 

129,292, mientras que la traducción de proteínas adenovirales continua 293. Esta 

selectividad en la traducción de proteínas adenovirales y silenciamiento de las 

proteínas celulares se debe a diferentes mecanismos moleculares como la interacción 

de las proteínas adenovirales E1B-55KDa y E4orf6 294–296, o la inhibición de E2Fα 

mediante la kinasa celular DAI (Double-stranded RNA-activated inhibitor) 297. Esta 

selectividad ha llevado también a suponer la existencia dentro de la célula de dos 

compartimentos aislados entre sí, en los que se distribuye la maquinaria de síntesis de 

proteínas 297. 

Figura 34: Diagrama de Venn de las proteínas alteradas durante la replicación del ADN 

adenoviral (6 y 10hpi) y el inicio de la autofagia celular (24 y 48hpi). 

En la etapa de replicación adenoviral, el proteoma nuclear presentó mayor 

número de proteínas alteradas que el proteoma citosólico (Figura 10B y 11). Tanto el 

aumento tiempo-dependiente del proteoma diferencial como la localización de estas 

proteínas se explica debido a la infección, puesto que el adenovirus induce 

modificaciones  estructurales y funcionales en el núcleo de las células que infecta 298–

300. Los resultados obtenidos a las 6, 10 y 24hpi, se compararon con los de un análisis
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proteogenómico realizado en células de cáncer de cérvix (HeLa) infectadas con el Adv5 

en unas condiciones de infectividad similares 230 (Figuras 35 y 36). Ambos datasets se 

superpusieron, validando parcialmente el enfoque proteómico utilizado, e 

identificando mecanismos moleculares comunes asociados a la infección de células 

tumorales con Adv5. 

Figura 35: Comparativa entre las proteínas alteradas en las células U87 infectadas con el 

adenovirus Delta-24-RGD a las 6 y 10hpi, y el estudio proteogenómico realizado por Evans VC et 

al.2012 
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Figura 36: Superposición entre el análisis proteómico durante el estadio pre-autofágico (24hpi) 

y el estudio proteogenómico realizado por Evans VC et al.2012 

La ruta de señalización de EIF2, encargada de la regulación de la síntesis de 

proteínas 301, fue la que presentó un mayor número de proteínas alteradas en ambas 

etapas del ciclo adenoviral (Figuras 20 y 22D). En un trabajo previo con Adv5 y células 

tumorales HeLa, se observó que la actividad de esta proteína oscila a lo largo del 

tiempo, disminuyendo en las etapas más tardías de la infección 302. Estos datos 

sugieren que alteraciones similares pueden estar ocurriendo en las células de 

glioblastoma cuando son tratadas con el Adv5 modificado Delta-24-RGD. Por otro lado, 

la señalización de mTOR, cuya activación inhibe la autofagia 303, también se vio 

afectada en ambos estadíos infectivos. Al inicio de la infección adenoviral (6 y 10hpi), 

el adenovirus Delta-24-RGD alteró diferentes proteínas implicadas en la señalización 

de mTOR (Figura 20), cuya activación se ha relacionado con la entrada de las células 

infectadas en la fase S del ciclo celular y la replicación adenoviral 241. Conforme la 

infección progresó (48hpi), el número de proteínas alteradas relacionadas con esta 

ruta de señalización disminuyó, pero se incrementó el número de proteínas 
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diferenciales relacionadas con autofagia (Figuras 20 y 22D), corroborando de este 

modo el inicio del proceso autofágico. La mayoría de funciones biológicas y rutas de 

señalización alteradas variaron según la etapa infectiva. A las 6hpi, se produjeron 

alteraciones en la expresión de proteínas relacionadas con la reparación y unión al 

ADN, además de la alteración progresiva de la transcripción y traducción de proteínas 

(6 y 10hpi). Al final de esta etapa (10hpi), comenzaron a producirse diferentes 

respuestas ante el estrés generado por la infección. Una de estas es la síntesis de ROS 

(Figura 14) 304,305, que se reflejó a las 48hpi como respuesta al estrés oxidativo (Figura 

22D). El aumento de ROS ocasiona muerte celular, y por ello, se ha estudiado su 

potencial uso terapéutico en el tratamiento de GBM 306–309. De este modo, el efecto 

terapéutico del adenovirus Delta-24-RGD queda reforzado, además de su posible uso 

junto con otras terapias inductoras de la producción de ROS.  

Durante la replicación del ADN adenoviral y el proceso autofágico se produjo 

la activación del factor de transcripción NfκB (Figuras 17 y 26). Estudios previos 

muestran que las infecciones adenovirales inducen la activación de NfκB tanto en 

células no tumorales 310–312 como tumorales 313,314, como respuesta inmune ante la 

infección adenoviral. Esta respuesta desencadena la transcripción de diferentes tipos 

de citoquinas 315–317, lo que potencialmente impulsa la recuperación de la 

inmunosupresión del microambiente, y potencia la respuesta inmune anti-tumoral. Por 

otro lado, la activación de NfκB se ha relacionado con una mayor resistencia a 

quimioterapéuticos como la TMZ 318 u otros tipos de muertes celulares 319, sugiriendo 

que esta activación puede ser un mecanismo de protección de las células de glioma 

frente al tratamiento con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD. A su vez, hay que 

destacar que el perfil de activación de NfκB es muy complejo puesto que depende del 
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contexto biológico/estimulo que se de en cada momento 320, además de la 

combinación de sus diferentes MPTs, que en conjunto activarán o inhibirán la 

transcripción de genes concretos tras la infección adenoviral. La activación de PKC  se 

ha relacionado con la modulación del crecimiento del glioma 321–323. Si bien es cierto 

que existen once isoformas de PKC, y que cada una de ellas contribuye de distinta 

manera a la progresión del glioma, la mayoría de ellas tienen en GBM función pro-

tumoral 324. Es posible que las isoformas que se modulan durante la replicación 

adenoviral (Figura 19) y el estadio autofágico (Figura 28) sean distintas. Por ejemplo la 

disminución de PKCα en GBM hace a las células más sensibles a estímulos pro-

apoptóticos 321, y la inhibición de PKCβ reduce la proliferación celular in vitro 325,326. A 

diferencia de otros tipos de células cancerígenas, donde su invasión y migración 

dependen de la activación de PLC y PKC 327,328, la activación transitoria de PKC en las 

células de glioma, es independiente de PLC (Figura 21B). P38 MAPK tiene un papel 

dual en el desarrollo del GBM. Por un lado, diferentes estudios describen una mejor 

respuesta a la terapia citotóxica y un aumento de la respuesta inmune del GBM, 

cuando p38 MAPK se inhibe 329,330. Por otro lado, la actividad de p38 MAPK ha sido 

relacionado con la inhibición de la autorrenovación de estas células 309, y también 

participa en la respuesta antiviral 120, regulando la señalización de mediadores pro-

inflamatorios como IL-8 317. De este modo, el adenovirus Delta-24-RGD contribuiría a 

la inhibición del crecimiento del glioma produciendo por un lado una respuesta 

inmune, y por otro impidiendo la autorrenovación celular (Figura 21A). Los datos de 

expresión y activación de AKT, y c-Jun (Figura suplementaria 3) son coherentes con los 

previamente publicados por Klein, S.R et al., donde se da una activación de la ruta de 

señalización AKT/mTOR y JNK/c-Jun (S63), cuando células de glioblastoma son tratadas 
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con el adenovirus Delta-24-RGD, y se inicia el proceso autofágico 289.  Es posible que la 

diferencia en los niveles de activación se deba a la menor MOI utilizada en el presente 

estudio. La caída de la activación del factor de transcripción c-Jun a las 3 y 10hpi, y su 

aumento a las 48hpi, sugieren que el fosfoproteoma de c-Jun es muy dinámico 

durante el ciclo adenoviral. STAT3 es otro factor de transcripción que se ve alterado 

durante las primeras horas tras el tratamiento de las células U87 (Figura 15B). Este 

factor de trascripción se encuentra activado en las células de glioblastoma 

promoviendo la progresión del tumor 331,332, y por esta razón, actualmente existen 

ensayos clínicos (NCT01904123) de inhibidores de  STAT3 para el tratamiento de 

gliomas malignos. Además, investigaciones en diferentes tipos tumorales han 

demostrado que la inhibición de STAT3, mediante adenovirus oncolíticos, produce una 

actividad antitumoral potente 333,334. De esta forma, el efecto positivo observado en el 

tratamiento del GBM con el adenovirus Delta-24-RGD puede parcialmente deberse a 

la inhibición de STAT3. Por otra parte, no se produjeron cambios en la activación de 

ERK1/2 durante el proceso autofágico 289. No obstante, el adenovirus Delta-24-RGD 

produjo una inactivación progresiva de ERK1/2 en las primeras horas posteriores a la 

infección (3-10hpi) (Figura 21A), que junto con la caída en la fosforilación de p38 

MAPK, puede contribuir a la disminución de la migración de las células de glioma 335. 

Generalmente, la activación de MEK precede a la activación de su sustrato ERK. Pero 

en este caso, los patrones de activación de ambas quinasas difirieron (Figura 21A, 29 y 

Figuras suplementarias 2 y 5). En neutrófilos, se ha observado que debido a la 

mediación de ciertas citoquinas (IL-1β, IL-8, TNF) y ligandos de receptores de tipo Toll, 

la activación de ambas proteínas se produce de manera independiente 336,337. Si bien 

es cierto que este estudio difiere en la línea celular utilizada, además del tratamiento
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con el adenovirus Delta-24-RGD, el aumento de estas citoquinas en el medio 

extracelular (Figuras 31 y 32) puede ser el responsable de la independencia en la 

activación de ambas quinasas. PKA interacciona con la proteína adenoviral E1A, y el 

aumento en la expresión de ambas proteínas (Figuras 22A y 29) puede contribuir a la 

transcripción adenoviral, la expresión de proteínas y la producción de la progenie 

adenoviral 338. PKA también fosforila a la proteína adenoviral L4-33K, lo que contribuye 

al splicing alternativo de IIIa 339. La inhibición de PKA a las 48hpi, correspondió con una 

disminución en la expresión de GAP (Ras GTPase-activating protein 1) (Tabla 

suplementaria 5), un inhibidor de la ruta de señalización de Ras/cAMP que restringe la 

generación de cAMP (Cyclic adenosine monophosphate). Pese a que no existen muchos 

estudios que relacionen PKA con autofagia en células de mamíferos, la inhibición de 

esta proteína parece estar ligada a la inducción de autofagia 340. La expresión y 

activación de GSK3 se encuentra aumentada en GBM 341, pero la fosforilación de 

GSK3α/β en S21 y S9, inhibe la actividad de la proteína 342. La disminución de la 

expresión, y por lo tanto la fosforilación de GSK3 a las 48hpi (Figura 29), puede 

deberse al inicio del proceso autofágico 343. La quinasa SRC se encuentra generalmente 

activa en GBM contribuyendo a su fenotipo maligno 344–346, y participando en la 

proliferación, diferenciación, supervivencia y migración celular 347. El tratamiento de 

las células de glioblastoma con el adenovirus Delta-24-RGD, inhibe esta activación 

(Figura 28). Posiblemente esto se deba a la disminución de la actividad de PKC, que en 

infecciones adenovirales,  regula la activación de SRC 348.  Del mismo modo, el 

adenovirus Delta-24-RGD disminuyó la expresión de las fosfatasas PP1α y PP2A, y la 

fosforilación inhibitoria de PP1α (T320) de manera tiempo-dependiente (Figura 30B). 

La proteína adenoviral E1A contribuye a la actividad de PP2A mediante el aumento de 
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la expresión de su subunidad catalítica (PP2A/C) 349. Esta actividad conlleva la 

activación de p38 MAPK y la represión de AKT 349. Sin embargo una deleción en el 

dominio CR2 de E1A, mismo dominio que la deleción del Delta-24 350, impide que 

E1A contribuya al aumento de la expresión de PP2A/C 349, y por lo tanto en la 

activación de p38 MAPK (Figura suplementaria 4) y represión de AKT (Figura 

suplementaria 3)  349,351. Pese a que no se detectó mediante espectrometría de masas 

la proteína adenoviral E4orf4, a las 48hpi disminuyeron dos de sus principales 

proteínas asociadas, PP2A y SRC. Esta asociación está relacionada con la inducción de 

muerte celular 352. Por otro lado, el uso de tratamientos inhibidores de SRC 345 y de 

PP1α y PP2A 353, han demostrado una reducción de la viabilidad, migración y 

crecimiento de células de glioblastoma, además de la inducción de muerte celular 

programada por autofagia 354. Dicho esto, se abre la puerta a un futuro estudio del 

efecto que produce la combinación del tratamiento adenoviral, con alguno/os de 

estos inhibidores en las células de glioblastoma tanto in vitro como in vivo. 

Las infecciones virales desencadenan en la célula hospedadora una respuesta 

antiviral, que se traduce en la liberación al medio de diferentes biomoléculas, entre 

ellas citoquinas y quimioquinas pleiotrópicas y redundantes, como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, 

IL-13 IL-15 e IL-21 355,356, con el objetivo de atraer hasta el lugar de la infección a las 

diferentes células efectoras del sistema inmune. Como puede apreciarse en las Figuras 

31 y 32, durante la replicación del ADN adenoviral y el proceso autofágico inducido por 

el adenovirus Delta-24-RGD, las células de glioblastoma presentaron un perfil de 

secreción de citoquinas y factores de crecimiento muy dinámico, específico y tiempo-

dependiente, entre las que se encuentran algunas de las citoquinas mencionadas 

previamente. Estas citoquinas y factores de crecimiento provocan la activación e 
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inducen la migración de variedad de células del sistema inmune, incidiendo 

especialmente en el reclutamiento y migración de leucocitos y fagocitos (Figura 33). 

Diferentes estudios muestran que los factores de crecimiento TGFβ1 y TGFβ2, se 

encuentran aumentados en GBM 357–359. Ambos factores ejercen un papel dual en el 

tumor,  puesto que se han relacionado por una parte con progresión 360  e 

inmunosupresión  tumoral361, y por otra, con respuesta inmune anti-tumoral 362–364. En 

este estudio no se apreciaron diferencias significativas en su secreción. Sin embargo se 

produjo un aumento en la secreción de TGFβ3, una isoforma relacionada con 

astrocitomas menos malignos que el GBM  358, y respuesta inmune anti-tumoral 362–364. 

El aumento progresivo en los niveles extracelulares de GRO a las 24 y 48hpi 

posiblemente se deba al aumento de GROα (Figura 32). In vitro, esta citoquina 

promueve el crecimiento tumoral y la motilidad celular, e in vivo la invasión y 

expansión tumoral 365. También TIMP-1 y TIMP-2 se han relacionado con invasión 

tumoral 366 y su sobreexpresión, con un peor pronóstico para los pacientes de GBM 367. 

De hecho, unos niveles séricos bajos de TIMP-1 se asocian con mayor supervivencia, 

independientemente de la edad o el tratamiento del paciente 368. Hay que tener en 

cuenta que las células tumorales continúan desactivando y activando señales de 

proliferación, por lo que es de esperar un aumento de proteínas que promueven la 

expansión e invasión tumoral. No obstante, trabajos más recientes relacionan un 

aumento de TIMP-2 con la inhibición de la invasión de las células de glioblastoma y 

CMT 369,370. Por lo tanto, se debe investigar con mayor profundidad la relación entre el 

tratamiento adenoviral y el incremento de la secreción de estas proteínas. Finalmente, 

el aumento en la producción de algunas de las citoquinas como RANTES, IP-10 (10 kDa 

interferon gamma-induced protein) (CXCL10), IL-1β, G-CSF e IL-8, se ha descrito 
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previamente como respuesta a infecciones adenovirales 316,371–376. In vivo, el 

adenovirus Delta-24-RGD induce la expresión de IP-10 e IL-1β, junto con MIPs 

(Macrophage inflammatory proteins) 377, y esta inducción está relacionada con la 

atracción de macrófagos y células T CD4+, CD8+ en el tumor 105,170,377. 

En definitiva, el flujo proteómico establecido en esta tesis doctoral ha 

permitido la detección e identificación de nuevos mediadores inflamatorios, así como 

un grupo de quinasas y fosfatasas que son dianas del adenovirus Delta-24-RGD. Esto 

incrementa el conocimiento acerca de los mecanismos moleculares que inducen la 

muerte de las células de glioma por efecto del vector terapéutico, sentando las bases 

para futuros desarrollos preclínicos orientados a potenciar el efecto anti-tumoral 

(Figura 37). Este estudio pone de nuevo de manifiesto la capacidad activadora del 

sistema inmune que tiene el tratamiento con el adenovirus Delta-24-RGD en las células 

de glioblastoma, aportando un listado de nuevos factores quimioatrayentes y 

citoquinas que contribuyen al efecto terapéutico del adenovirus Delta-24-RGD.  
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Figura 37. Esquema representativo de los hallazgos que explican el comportamiento de las 

células de glioma frente al vector terapéutico Delta-24-RGD. 
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Conclusiones 



1. En esta tesis doctoral se ha establecido y optimizado un pipeline para la

monitorización tanto intra como extracelular de proteomas tumorales

susceptibles de ser tratados con diferentes tratamientos (ej. viroterapia,

quimioterapia)

2. Los análisis cuantitativos mediante iTRAQ y label-free han permitido identificar

324 proteínas alteradas durante la replicación del ADN adenoviral, y 265

durante el inicio del proceso autofágico, aumentando el conocimiento acerca

de la modulación metabólica inducida por el adenovirus delta-24-RGD.

3. La internalización del adenovirus oncolítico Delta-24-RGD produce en las

células de glioblastoma una respuesta antiviral temprana que se traduce en la

disminución de la activación de proteínas que contribuyen a la proliferación

del GBM.

4. Durante todo el proceso infectivo, las células de glioblastoma inhiben su

proliferación y migración como consecuencia de la alteración tiempo-

dependiente de diferentes rutas de señalización.

5. En la replicación adenoviral del Delta-24-RGD en las células de glioblastoma, se

inhibe la respuesta antiviral temprana mediante la inactivación de c-Jun y p38

MAPK.

6. La modulación en la expresión y activación de GSK3, PKAc, c-Jun y AKT

contribuyen al inicio del proceso autofágico en las células de glioblastoma

infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD.
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7. Durante la infección adenoviral, las células de glioblastoma secretan al medio

de forma tiempo-dependiente diferentes factores de crecimiento, y

citoquinas pleiotrópicas y redundantes, que en su mayoría tienen función

quimiotáctica y activadora de las células del sistema inmune.

8. En el transcurso de la replicación de su material genético e inicio de la

autofagia, el adenovirus Delta-24-RGD modula diferentes dianas terapéuticas

de varios tratamientos contra el GBM (inhibición de STAT3, SRC, PP1α, PP2A),

sentando las bases a futuras combinaciones terapéuticas junto con la

viroterapia Delta-24-RGD.
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Perspectivas de futuro 



Desde el punto de vista de la investigación básica, en esta tesis doctoral se 

han caracterizado exclusivamente las alteraciones proteómicas de la línea celular de 

glioblastoma humano U87 tratadas con el adenovirus oncolítico Delta-24-RGD. El GBM 

es un tumor muy heterogéneo, compuesto por células tumorales con distintos grados 

de malignidad, diferentes  anomalías moleculares y rutas de señalización alteradas 3,25–

27, además de  niveles de expresión de receptores CAR e integrinas αvβ3 y αvβ5 muy 

desiguales 157. Por otro lado, estos tumores presentan una subpoblación celular de 

CMT, que juegan un papel clave en la recurrencia del GBM, al ser resistentes a la 

radiación y la quimioterapia 378. El adenovirus Delta-24-RGD también es capaz de 

infectar e inducir autofagia en esta subpoblación celular 140 . Por esta razón, es 

necesario complementar este estudio caracterizando el proteoma alterado durante los 

distintos estadios infectivos del adenovirus Delta-24-RGD, en otras líneas celulares de 

glioblastoma humano (ej. U251, SNB19, U138) y CMT. Estos estudios permitirán saber 

si las respuestas inducidas por el adenovirus Delta-24-RGD (proteínas, rutas de 

señalización y/o funciones biológicas), son comunes a todas las células de 

glioblastoma, o si por el contrario, son específicas de cada una de las líneas celulares. 

Este conocimiento podrá ser la base para en un futuro, entender las distintas 

respuestas de los pacientes ante el tratamiento, investigar en la combinación de 

tratamientos complementarios, predecir la respuesta al tratamiento, desarrollar 

tratamientos más personalizados, o crear nuevas modificaciones en los vectores 

adenovirales, en función de los resultados obtenidos. Del mismo modo, deberían 

estudiarse las alteraciones moleculares que se producen en estas mismas líneas 
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celulares de glioblastoma y CMT, al ser tratadas con otros adenovirus oncolíticos, 

como el Delta-24-RGDOX (DNX-2440). Recientemente se ha iniciado un ensayo clínico 

en el que pacientes de glioblastoma recurrente son tratados con este adenovirus 

(NCT03714334). Los resultados obtenidos del estudio proteómico de las células de 

glioblastoma infectadas con el adenovirus Delta-24-RGDOX, quizás complementen los 

que se obtendrán en el ensayo clínico.  

La utilización conjunta del adenovirus Delta-24-RGD, y otros tratamientos, 

como la radio y la quimioterapia, proporcionan un efecto sinérgico en la remisión del 

GBM 47,171,172. Del mismo modo, nuestros datos muestran alteración en las proteínas 

relacionadas con la producción de ROS (Figura 14), y una disminución en la expresión 

de proteínas como c-SRC, PP1α y PP2A (Figuras 28 y 30), cuyo potencial terapéutico 

para el tratamiento del GBM ya se ha estudiado 306–309,345,352. Por lo tanto, caracterizar

in vitro las alteraciones proteómicas que surgen de la combinación de este y otros 

adenovirus junto con otras aproximaciones como radioterápia y/0 quimioterápia, 

permitirá identificar proteínas, rutas de señalización y funciones biológicas, claves 

para la remisión del tumor. Posteriormente este conocimiento puede ser empleado 

para perfeccionar, desarrollar, o incluir en la clínica de manera estandarizada, la 

combinación de diferentes aproximaciones para tratar el GBM.

Por otro lado, los proteomas diferenciales apuntan a una alteración en el 

cargo de las vesículas extracelulares/exosomas, por lo que un análisis detallado del 

contenido molecular de dichas vesículas durante la infección por el adenovirus 

Delta-24-RGD proporcionará información valiosa a la hora de interpretar la 

comunicación del as células tumorales con el microambiente tumoral. 
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Observando los datos obtenidos en este estudio desde otra perspectiva, se 

han podido observar cambios en la expresión y actividad de diferentes proteínas de 

manera tiempo-dependiente. Sin embargo, las proteínas pueden presentar diferentes 

isoformas. Debido a la importancia biológica que tienen las diferentes isoformas de 

una proteína, se debería caracterizar en mayor profundidad el comportamiento de las 

diferentes isoformas de algunas de las proteínas que en este trabajo se encuentran 

alteradas (ej. PKC, AKT). 

El tratamiento del GBM con el adenovirus Delta-24-RGD produce una 

reactivación del sistema inmune 105,157,170,243. Corroborando estos datos, en el presente 

estudio se ha observado un aumento en la secreción de multitud de citoquinas, 

muchas de ellas con funciones quimioatrayentes. Para evaluar el efecto de 

estas proteínas en el microambiente tumoral, se deberían de desarrollar alguno 

de los siguientes experimentos. Se pueden poner en contacto durante un 

periodo determinado, una o más líneas celulares del sistema inmune y células de 

glioblastoma con o sin tratamiento, y de este modo estudiar el efecto que el co-

cultivo y/o el tratamiento produce en todas ellas (ej. migración, morfología, cambios 

en el proteoma intracelular y extracelular). Por otro lado se pueden silenciar los 

genes o inhibir la secreción de algunas de estas citoquinas de las células de 

glioblastoma, y estudiar el efecto que esto tiene en las células del sistema inmune. 

El array de citoquinas y factores de crecimiento utilizado en este 

estudio permite monitorizar las citoquinas y factores de crecimiento en diferentes 

muestras biológicas, entre ellas suero. Por lo tanto, desde el punto de vista 

traslacional,  la respuesta  inmune  producida  por  el  tratamiento  adenoviral  del 
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glioblastoma, puede estudiarse in vivo en ratones xeno-injertados y 

posteriormente tratados con el adenovirus Delta-24-RGD, o cualquier otro, 

además de en combinación con radioterapia y/o quimioterapia. Al ser la 

obtención de suero una técnica no invasiva, este array también puede utilizarse en 

el análisis del suero de pacientes con GBM, antes y después de su tratamiento. 

De hecho, este estudio puede aportar valiosa información a los ensayos clínicos 

donde usan adenovirus oncolíticos, junto con quimioterapia y/o radioterapia, 

para tratar el GBM (NCT01582516, NCT03714334, NCT01956734, NCT02798406, 

NCT03603405, NCT01811992). Gracias al análisis de su suero, antes y después del 

tratamiento, y distinguiendo a los pacientes  respondedores de los no 

respondedores, estos estudios podrán establecer el patrón de secreción de 

citoquinas y factores de crecimiento ligados o no, a la respuesta a la terapia. En 

el futuro, esto puede resultar de gran utilidad para predecir la potencial respuesta de 

un paciente a los distintos tratamientos (ej. Adenovirus, adenovirus y TMZ, 

adenovirus y radioterapia), además de realizar un seguimiento detallado de esta 

respuesta. Para su diagnóstico a los pacientes de glioblastoma se les realiza una 

biopsia de tejido, o incluso antes de ser tratados se les elimina la mayor parte de la 

masa tumoral. Por lo tanto, otros estudios pueden focalizarse en caracterizar el 

proteoma tumoral de los pacientes respondedores y no respondedores a ciertas 

terapias, antes y después de ellas, para establecer las diferencias potencialmente 

ligadas a estos resultados. 
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Abreviaturas 



Siglas Castellano Inglés 
AAT Antígenos asociados a tumor / 
Adv Adenovirus / 
AGT / O 6 -alkylguanine DNA alkyltransferase 
AKT / Protein kinase B 
AMP / Adenosine monophosphate 
BHE Barrera hematoencefálica / 

cAMP / Cyclic adenosine monophosphate 
CAR / Coxsackie virus and adenovirus receptor 
CBP / CREB binding protein 
CD Células dendríticas / 
Cdk / Cyclin-dependent kinase 

CDKN2 / Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 
CID / Collision induced dissociation 

c-Jun / Transcription factor AP-1 
CMT Células madre tumorales / 
CPA Célula presentadora de antígenos / 

CREB / Cyclic AMP-responsive element-binding protein 
DAI / Double-stranded RNA-activated inhibitor 

DAVID / Database for annotation, visualization and 
integrated discovery 

DPP / Dipalmitoyl phosphatidylcholine 
EGF / Epidermal growth factor 

EGFR / Epidermal growth factor receptor 
EIF2 / Eukaryotic initiation factor 2 

ERK1/2 / Mitogen-activated protein kinase 1/2 
ESI / Electrospray ionization 
FDR / False discovery rate 
FX / Coagulation factor X 

GAP / Ras GTPase-activating protein 1 
GAPDH / Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GBM Glioblastoma multiforme / 
GCSF / Granulocyte colony stimulating factor 
GDNF / Glial cell line-derived neurotrophic factor 

GM-CSF /   Granulocyte-macrophage colony stimulating factor 
GSK-3 / Glycogen synthase kinase-3 
GWAS / Genome-wide association study 

HGF / Hepathocyte growth factor 
hpi Horas posteriores a la infección / 

HPLC / High-performance liquid chromatography 
HSP27 / Heat shock 27kDa protein 
HSPG / Heparan sulfate proteoglycan 
IARC / International agency for research on cancer 
IDH / Isocitrate dehydrogenase 

IGFBP-1 / Insulin-like growth factor-binding protein 1 
IL / Interleukin 

IP-10 / 10 kDa interferon gamma-induced protein 
IPA / Ingenuity pathway analysis software 
IRM Imagen de resonancia magnética / 

iTRAQ /   Isobaric tags for relative and absolute quantification 
IκB-alpha / NF-kappa-B inhibitor alpha 

LC-MS / Liquid chromatography Mass spectrometer 
LCR Líquido cefalorraquídeo / 
Lf / Lactoferrin 
LIF / Leukemia inhibitory factor 
m/z masa/carga / 
MAT Microambiente tumoral / 
MCM / Minichromosome maintenance 
MDSC / Myeloid-derived suppressor cell 
MEK / Mitogen-activated protein kinase 1/2 
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MGMT / O 6 -methylguanine-DNA methyltransferase 
MHC / Major histocompatibility complex 
MIF / Macrophage migration inhibitory factor 
MIP / Macrophage inflammatory protein 
MK2 / MAPKAP kinase 2 

MOI / Multiplicity of infection 

mpi Minutos posteriores a la Infección / 
MPT Modificaciones postraduccionales / 

mTOR / Mammalian target of rapamycin 

NFkB / Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells 

NKT / Natural Killer T cells 

NONO /   Non-POU domain-cotaining octamer-binding protein 
NPC / Nuclear pore complex 

NT-3 / Neutrophin-3 

OMS Organización mundial de la salud / 
OXSR1 / Serine/threonine protein kinase OSR1 

p16INK4α Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

p300 / Histone acetyltransferase p300 
p38 

MAPK 
/ Mitogen-activated protein kinase p38a 

p53 / Cellular tumor antigen p53 

p70 S6 / 70kDa ribosomal protein S6 kinase 1 

pb Pares de bases / 
PDK1 / Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 

PHB1 / Prohibitin 1 

PI3K / Phosphatidylinositol 3-kinase 
PIT / Proteomics informed by transcriptomics 

PKA / Protein kinase A 

PKC / Protein kinase C 
PLC-

gamma 
/ Phospholipase C-gamma 

PMAD Patrones moleculares asociados a daño / 
PMAP Patrones moleculares asociados a patógenos / 

PP1 / Serine/threonine-protein phosphatase 1 

PP1-
alpha 

/ Serine/threonine-protein phosphatase 1-alpha 
catalytic subunit 

PP2A / Serine/threonine-protein phosphatase 2 
PP4R3A / Serine/threonine-protein phosphatase 4 

regulatory subunit 3A 
PPP1CB / Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta 

catalytic sunbunit 
PPP6C / Serine/yhreonine-protein phosphatase 6 catalitic 

subunit 
pRB / Retinoblastoma protein 

PRKAR1A / cAMP-dependent protein kinase type I-alpha 
regulatory subunit 

RAN / GTP-binding nuclear protein RAN 
RANTES / Regulated on activation, normal T cell expressed 

and secreted 
RB / Retinoblastoma (gene) 

REDECAN Red española de registros de cáncer / 

ROS / Reactive oxygen species 

RTEL1 / Regulator of telomerase elongation helicase 1 
SAPK/JNK / Stress-activated protein kinase/Jun amino 

terminal kinase 
SCX / Strong cation exchange chromatography 

SGK1 / Serine/threonine-protein kinase Sgk1 
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SNC Sistema nervioso central / 
SNP Sistema nervioso periférico / 

SNPs / Single nucleotide polymorphisms 

SRC / Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 
STAT / Signal transducer and activator of transcription 

STRING / Search tool for the retrieval of interacting 
genes/proteins 

TC/TAC Tomografía computorizada / 

TCR / T-cell receptor

TGF / Tumor growth factor 
TIMP / Tissue inhibitor of metalloproteinases 

TMZ Temozolomida / 

TNF-beta / tumor necrosis factor beta 
TOF / Time of flight 

Treg Linfocitos T reguladores / 

VRK1 / Vaccinia-related kinases 
WB / Western-blot 

WNK-1 / Serine/threonine protein kinase WNK1 
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Figura suplementaria 1. Representación mediante heat-maps de la tasa de cambio de las proteínas 
significativamente diferenciales (pVal<0,05) tras la infección con del adenovirus Delta-24-RGD (6 y 
10hpi). La leyenda lateral incica el color asociado a la tasa de cambio, representada en Log10. En 
verde se representa las proteínas que disminuyen su expresión, en rojo las que la aumentan, con 
respecto a las células sin infectar (mock).
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Figura suplementaria 2. Patrón de fosforilación y expresión de MEK durante la replicación del 
genoma adenoviral (3, 6 y 10hpi). Las muestras de los WBs son representativas de tres 
experimentos independientes donde la carga equitativa de los geles se evaluó mediante Ponceau y 
las intensidades de las bandas se normalizaron con los niveles de GAPDH. 
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Figura suplementaria 3. Interacciones proteómicas alteradas por la infección del adenovirus Delta-
24-RGD al inicio del proceso autofágico. Activación de AKT y c-Jun. Las muestras de los WBs son
representativas de tres experimentos independientes donde la carga equitativa de los geles se
evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron con los niveles de
GAPDH. *(pVal<0.05)IPA Network score: A) 47 B) 55
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Figura suplementaria 4. Patrón de fosforilación y expresión de p38 MAPK el proceso autofágico (24 
y 48hpi). Las muestras de los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde 
la carga equitativa de los geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se 
normalizaron con los niveles de GAPDH. *(pVal<0.05)
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Figura suplementaria 5. Patrón de fosforilación de ERK durante el proceso autofágico (24 y 48hpi). 
Las muestras de los WBs son representativas de tres experimentos independientes donde la carga 
equitativa de los geles se evaluó mediante Ponceau y las intensidades de las bandas se normalizaron 
con los niveles de GAPDH. 
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Tabla suplementaria 1 

Estudios proteómicos en astrocitoma 

Manuscrito Muestras Metodología 
proteómica 

Resultados Resultados II 

Petrik et al. 
2008 

Suero (N=200) Glioma 
grado II-III, GBM y 

controles 
SELDI-TOF-MS 

Chips CM10 

Identificación de 
AHSG como 
marcador de 

supervivencia. Sus 
niveles en suero 

disminuyen con la 
progresión tumoral 

Marcador 
validado en una 

nueva cohorte de 
72 pacientes de 

GBM 

Li et al. 2008 Biopsia (N=4) GBM y 
controles 

CIEF-nRPLC-MS/MS 
104 proteínas 
identificadas 

exclusivamente en 
GBM 

La expresión de 
WHSC1 aumenta 

con la 
proliferación 

tumoral 

Seyfried et al. 
2008 

Células de 
astrocitoma (CT-2A) 

vs astrocitos de 
ratón 

LC-MS/MS 
trampa de iones lineal LTQ 

25 proteínas 
alteradas en 
astrocitoma 

Cspg4; IFITM1; 
IFITM2;IFITM3 

validadas 

Fischer et al. 
2008 

Plasma (N=10) GBM 2D-DIGE 

Disminución de 
antitrombina y 

aumento de 
fibrinógeno tras el 
tratamiento con 
alcohol perílico 

Bian et al. 2008 
Células CHG-5, sHG-

44 y U87 tratadas con 
Nordy 

2DE
MALDI-TOF 

Alteracion en los 
niveles de expresión 

de 10 proteínas 

PAG-A; ASF-3;  
beta-GBL; EIF-5A; 
cofilina-1; GST-p; 

GAPDH; 
ciclofilina; alfa-

enolasa 

Hill et al. 2009 
Células U87. 

Tratamiento con 
cAMP 

NanoLC-MS 
LC-MS/MS 

35 proteínas 
diferenciales. Entre 

ellas, 
sobreexpresadas: 

catepsina-L, FSTL1, 
NBL1, TFP12, 
colágeno IV, 

estaniocalcina ; 
disminuidas: 

tenascina-C, IGF2R 

Proteínas 
validadas por 

WB y/o
microarrays de 

ADN 

Park et al. 2009 

Biopsia GBM. 
Pacientes con una 

supervivencia larga vs 
pacientes con una 

supervivencia corta 

2DE
MALDI-TOF 

Ausencia de 
sobreexpresión de 

MnSOD en pacientes 
con alta tasa de 
supervivencia. 

Posible marcador 
pronóstico 

Resultados 
confirmados por 

WB, RT-PCR e IHQ 

Schuhmann et 
al. 2009 

FCE (N=24). GBM vs 
control HPLC-MALDI-TOF 

Sobreexpresión del 
C-terminal de a1ACT,
osteopontina, TTR y

del N-terminal de 
albúmina 

Koncarevic et 
al. 2009 

Células NCH82, 
NCH89. Respuesa a 

fármacos con base de 
platino 

2DE
MALDI-TOF 

Alteración en 
proteínas 

relacionadas con: 
regulación del ciclo 
celular, estrés del 

retículo 

Validación de GR, 
TrxR, p53 

(phospS15) por 
WB 
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endoplasmático, 
citoesqueleto, 

metabolismo redox 

Ohnishi et 
al.2009 

FCE (N=2) 
(Astrocitoma grado II 

y GBM) 
2DE

Disminución de los 
niveles de gelsolina 
conforme el tumor 
progresa (potencial 

marcador 
pronóstico) 

Validación de 
gelsolina por IHQ 

Fischer et al. 
2010 

Células A172. Células 
sin tratar y tratadas 
con alcohol perillil 

(1min, 10min, 30min,
60min, 4h, y 24h)

2D-LC-MS 

Caracterización del 
proteoma de la línea 

A172. Cambios en 
proteínas específicas 

en tiempos 
concretos tras el 

tratamiento 

Validación por 
WB de los 

cambios en la 
fosforilación de 
GSK3-beta y ERK 

después de 10 
minutos de 
tratamiento 

Goplen et al. 
2010 

Modelo animal 
(ratón) + biopsia GBM 
(N=4). Comparación 
de GBM infiltrativos 

vs angiogénico 

2DE
MALDI-TOF 

Identificación de 
proteínas 

diferenciales. Entre 
ellas, aumento de 

alfa-beta-cristallina 
en GBM muy 

infiltrativo 

Validación de la 
proteína 
mediante 

Western-blot e 
IHQ 

Fischer et al. 
2011 

Células A172 y A172r 
(resistente al 

tratamiento con 
alcohol perillil) 

2D-LC-MS/MS 

57 proteínas 
diferenciales. 

Aumento de HSP70 
en A172r 

HSP70 validada 
por WB 

Thakkar et al. 
2011 

Células U87. 
Inhibición de la 
telomesara con 

sihTERT o sihsp90alfa 
vs sin tratar 

2D-DIGE 
MALDI-TOF 

Identificación de 26 
spots (20 proteínas 
diferentes) con una
tasa de cambio >2. 

Vimentina 
disminuida por la 
inhibición de la 

telomerasa 

La expresión de 
vimentina 

aumenta con la 
graduación del 

glioma. 
Validación en 

líneas celulares y 
biopsias 

Fang et al. 2011 Células LN229. SOX2-
IP vs IgG-IP LC-MS/MS 

Identificación de 144 
proteínas 

potenciales 
interactoras con 

SOX2 
(ribonucleoproteínas
reparadoras de ADN 

y helicasas) 

Identificación de 
SOX2 como 

posible regulador 
de regulacines 

post-
transcripcionales 

Collet et at. 
2011 

Biopsia GBM (N=5) vs 
control 

(epilepsia)(N=5) 

2D-DIGE 
MALDI-TOF 

Identificación de 22 
proteínas diferentes 
sobreexpresadas en 

GBM 

HSP27, ALDH, 
Mn-SOD, DRP-2 y 
DRP-3 validadas 

por WB e IHQ 

Polisetty et al. 
2011 

Secretoma de las 
células HNGC2, 
LN229 y U87MG

LC-MS/MS 

Identificación de 148 
proteínas diferentes-
96 identificadas por 
primera vez en este 

estudio 

Polisetty et al. 
2012 

Biopsia GBM (N=6) vs 
control (N=6) 

Enriquecimiento de 
proteínas de membrana 

iTRAQ 
LC-MS/MS 

Más del doble de 
cambio en la 

expresión de 356 
proteínas. Entre ellas 

ANXA2, XRCC6, 
SCARB2, GOLIM4, 
CAMKIIA, RAB3A y 

SV2A 

Resultados 
validados por WB 

e IHQ 
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Com at al. 2012 

Biopsia de 4 regiones 
(necrótica, tumoral, 

interfaz tumor-
parénquima, 

parénquima) del 
tumor GBM (N=5) 

ICPL 
LC-MS/MS 

Identificación de 584 
proteínas. 31 de ellas 
sobreexpresadas en 
la región tumoral. 
Entre ellas ACTB,  
proteínas 14-3-3, 

HSP90AA1, HSPA8, 
ATP1A1, ATP1A2 y 

ATP1A3 

ACTB y proteínas 
14-3-3 validadas
por WB y/o IHQ 

Xu et al. 2012 
Células madre de 
GBM vs células de 
GBM diferenciadas 

CIEF-nRPLC-MS/MS 

174 proteínas de 
membrana cambian. 

2 isoformas de 
neuronatina se 

expresan 
exclusivamente en 

las células madre de 
GBM 

Posteriores 
estudios 

relacionan la 
expresión de 

neuronatina con 
la disminución de 
la esperanza de 

vida de los 
pacientes. Posible 
biomarcador de 
riesgo y diana 

terapéutica 

Banerjee et al. 
2012 

Células HTB12 vs 
astrocitos 

2D-DIGE 
MALDI-TOF 

Cambios en 
lactoferrina, 
precursor de 

lactotransferrina, 
TMCO3, homólogo 

de proteína PET117, 
CSAD y HHZ168 

entre otras 

Kozuka-Hata et 
al. 2012 

Células primarias de 
GBM estimuladas con 
EGF vs sin estimular 

SILAC 
Enriquecimiento de 

fosfoproteínas (TiO2) 
LC-MS/MS 

791 cambios en los 
patrones de 
fosforilación. 

Algunas de las 
proteínas 

pertenecientes a la 
señalización de 
mTOR y ErbB 

Gollapalli et al. 
2012 

Biopsia de GBMs 
(N=40) vs control 

(N=40) 

2-DE
2D-DIGE 

MALDI-TOF 

Identificación de 55 
proteínas 

diferenciales. 
Haptoglobina, 
precursor de 

plasminógeno, 
apolipoproteína A-1 

y M y TTR 

Resultados 
validados por WB 

e IHQ 

Gautam et al. 
2012 

Plasma GBM (N=3) vs 
sanos (N=3) 

iTRAQ 
LC-MS/MS 

Confirmación de 
biomarcadores de 
cáncer o GBM en 

suero. Identificación 
de cambios en FTL, 

S100A9, CNDP1 

Sun et al. 2012 

Células D54-P5 y D54-
P10 (resistencia TMZ) 
vs control (D54-C0 y 

D54-C10) 

2DE
LC-MS/MS 

Aumento de 
vimentina, catepsina 
D, prolil 4-hidroxilasa 

y polipéptido beta 

Resultados 
validados en 

otras líneas de 
GBM. Posibles 
marcadores de 

resistencia y 
dianas 

terapéuticas 
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Hoelscher et al. 
2013 

Fluidos quísticos de 
GBM primario y 

recurrente (N=21). 
Control (FCE N=15) 

SELDI-TOF 

Identificación de 28 
proteínas exclusivas 
de fluidos quísticos. 

Basigina 
significativamente 
más presente en 

GBM recurrente que 
primario 

Ylivinkka et al. 
2013 

Células U251 y U251 
sobreexpresando 

NTN1 

TAP 
LC-MS/MS 

Identificación de las 
integrinas α3β1 y β4, 
Notch1-3, Jagged1, 

ligasas E3, proteasas, 
proteínas de 
endocitosis 

Gupta et al. 
2013 

Secretoma de las 
células HNGC-2 

SDS-PAGE (15 fracciones) 
LC-MS/MS 

996 proteínas 
identificadas. 348 

previamente 
identificadas en el 

secretoma de otras 
células tumorales 

Neidert et al. 
2013 

Biopsia de GBM 
(inmunoprecipitación 

de las células con 
péptidos de los MHCI) 

Purificación por afinidad 
LC-MS/MS 

Los péptidos 
identificados 
pertenecen a 
proteínas con 

funciones decritas en 
GBM como PTPRZ1, 

EGFR, SEC61G y  
TNC. Péptidos 

candidatos para 
inmunoterápia 

Heroux et al. 
2014 

Biopsia GBM (N=10) 
vs control (N=10) 

SDS-PAGE (3 fracciones) 
LC-MS/MS 

Identificación de 278 
proteínas 

diferenciales en 
todas las biopsias de 
GBM. Algunas de las 

proteínas 
sobreexpresadas: 

nestina, p195, 
nampt, anexina A1, 

periferina-2, 
catepsina B, fetuina 

A 

Proteínas 
validadas por WB 

Autelitano et al. 
2014 

Células primarias de 
GBM (SID227, SID238, 

SID233, SID186) vs 
ASG6 vs ASG7 vs 

U373 

Etiquetado y 
enriquecimiento de 
sialoglicoproteínas 

LC-MS/MS 

Identificación de  
843 

sialoglicoproteínas. 
Aumento en la 

expresión de 35 
sialoproteínas de 

membrana en GBM 
en comparación con 

los astrocitos y 
células madre 

neuronales (posibles 
dianas teraéuticas), 

algunas de ellas: 
SLC1A3, PTPRZ1, 

EPDR1, AGT, GPR56, 
CRYAB, ANGPTL2, 

CLU and EXTL2 

Ait-Belkacem et 
al. 2014 

Biopsida de tumor 
U87 en ratón MALDI-IDS-IMS 

Obtención de 
imágenes 

moleculares del 
tejido tumoral-Se 

diferencian regiones 
dentro del tejido y 
diferencias entre 
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tumor y tejido sano 
(aumento en la 

subunidad alfa de la 
hemoglobina, 

calciclina, timosina 
beta-4) 

Deighton et al. 
2014 

Biopsias jóvenes (<45 
años) de GBM (N=7) 
vs controles (N=10); 

Biopsias ancianas 
(>60 años) de GBM 
(N=7) vs controles 

(N=10) 

2DE
LC-MS/MS 

*Identificación de 68
proteínas alteradas 

en GBM joven. 
*Identificación de 55
proteínas alteradas 
en GBM anciano. En 

ambos casos la 
mayoría de ellas 
descritas como 

alteradas en GBM 
por primera vez (24 

comunes) 

PEBP1, NDUFA10 
y PGK1 cambian 
entre GBM joven 

y anciano 

Sangar et al. 
2014 

Secretoma de células 
U87-(EGFR), 

(EGFRvIII), (PE) y 
(PTEN) 

LC-MS/MS 
LC-MRM/MS 

Las U87-EGFRvIII 
secretan  la mayoría 

de proteínas 
seleccionadas que se 

relacionan con 
invasión en mayor 

medida que el resto 

Deighton et al. 
2014 

Biopsia de GBM (N=6) 
y controles (N=6). 

Enriquecimiento de la 
fracción mitocondrial 

LC-MS/MS 

117/256 proteínas 
mitocondriales 

significativamente 
alteradas en GBM 

(ej. Catalasa, SOD2, 
peroxiredoxina 1,
peroxiredoxina 4) 

Mallawaaratchy 
et al. 2015 

Células de GBM: 
A172, LN229, MO59K, 

MO59J, U98MG, 
T98G, U251, CCF-
STTG1 y DBTRG 

Enriquecimiento de 
proteínas de membrana 

iTRAQ 
LC-MS/MS 

444 proteínas se 
identificaron en las 9 

líneas celulares de 
GBM. 49 de ellas 
relacionadas con 

invasión 

Validación por 
Western-blot: 
ITGA5, ANXA1, 

and CD97. 
Potenciales

dianas 
terapéuticas para 

inhibir la 
invasión del GBM 

Guo et al. 2015 Biopsia de GBM (N=1) 

2DE
LC-MS/MS (proteínas 

fosforiladas en tirosina, 
reconocidas mediante 
inmunorreactividad) 

Identificación de 24 
proteínas con 

fosforilación en 
tirosina. Proteínas 
relacionadas con 
migración celular, 
estrés oxidativo y 
respuesta a estrés 

Peng et al. 2015 Biopsias GBM (N=5) 
vs control (N=4) 

2DE
LC-MS/MS 

(nitroproteínas/nitrotirosina, 
reconocidas mediante 
inmunorreactividad) 

18 proteínas 
identificadas como 

nitroproteínas. 
Nitrosorcina 

participa en la 
resistencia a 

quimioterápia, 
metástaisis 

Proteína validada 
en astrocitomas I-

III y GBM. 
Potencial diana 

terapeútica 

Lescarbeau et 
al. 2016 

Tumores de ratón 
MGPP6, MGPP7 vs 
cerebro. 2 análisis 

(N=7 vs N=1) y (N=8 
vs N=1) 

iTRAQ 
IP anticuerpos anti-

fosfotirosina 
IMAC 

LC-MS/MS 

La mayoría de sitios 
de fosforilación 
identificados, 

presenta mayores 
niveles de 

fosforilación en 
tejido sano. Se 

identificaron señales 
de fosforilación 
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características de 
este modelo de 

ratón: aumento de la 
fosforilación de 

PDGFR alfa (Y742), 
subunidad P85 de 

PI3K y activación de 
la cascada de las 

MAPKs 

Ghosh et al. 
2016 

Células madre 
neuronales 

(Millipore) vs células 
madre de cáncer 

(Celprogen). 
Identificación de 30 

proteínas 
transmembrana de la 

superficie celular 

LC-MRM/MS 

La mayoría de 
proteínas presentan 
diferente patrón de 
expresión ente las 

células madre 
neuronales y las de 
cáncer.  SLC16A1, 
HMOX1, CADMI, 

SCAMP3 y CLCC1 se 
encuentran 

aumentadas en las 
células cancerígenas, 
por lo que resultan 

potenciales 
marcadores 

SLC16A1 y 
HMOX1 validadas 
en otras muestras 

por IHQ 

Ren et al. 2016 

Biopsia de 
astrocitomas grados 
I-III y GBM (N=5 cada

uno) 

iTRAQ 
60 fracciones combinadas 

para un total de 15 
LC-MS/MS 

Aumento del 
número de proteínas 
alteradas conforme 
el tumor progresa 
(comparación vs 

grado I) 

Validación por 
WB: EGFR se 

encuentra 
aumentada en los 

grados II-GBM, 
MMP9 y 

TIMP1aumentan 
en GBM y las 
fibulinas 5 y 2 
disminuyen su 

expresión 
conforme el 

grado de 
malignidad 
aumenta 

Mallawaaratchy 
et al. 2017 

VE de  A172, LN229, 
U87, U251, T98G y 

CCF-STTG1 
VE mediante CUSA de 
astrocitoma grado II y 

GBM (pacientes) 

LC-MS/MS 

*Identificación de 
145 proteínas en 

todas las VE de las 
líneas. Correlación 
de los niveles de 
expresión de 14

proteínas con 
invasión celular. 
*917 proteínas

comunes en las VE 
de pacientes. 25 

exclusivas de GBM 

*9/14 proteínas
significativamente

aumentadas en 
paciente de GBM

vs grado II 
(ANXA1, IGF2R, 

ITGB1,  PDCD6IP, 
ACTR3, CALR, 
IPO5, MVP, 

PSMD2) 

Gollapalli at al. 
2017 

Biopsia de 
astrocitomas grados 
I-III y GBM vs tejido
peritumoral (N=5

cada uno) 

iTRAQ 
LC-MS/MS 

Alteración en 
proteínas 

pertenecientes a 
diferentes rutas 

metabólicas, 
aumento de 

proteínas 
relacionadas con el 
procesamiento de 
RNAm, pliegue de 

proteínas e 
inhibición de la 

apoptosis 
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Petushkova et 
al. 2017 

Biopsia de GBM (N=3) 
vs astrocitoma grado 

II (N=4) 
LC-MS/MS 

Muchas de las 
proteínas alteradas 

en GBM están 
relacionadas con el 
procesamiento de 
RNA (aumento de 
RPS5, RPL15, NCL, 

SF3B2), transducción 
de señales y 

desarrollo y función 
neuronal (EGFR, 
STAT1, MAPK1) 

Zhang et al. 
2017 

Células U87 y U251 
Hipoxia vs normoxia 

SILAC 
TMT 

LC-MS/MS 

Se identificaron 
alteraciones 

producidas por 
hipoxia en proteínas 

relacionadas con 
inflamacion (GLUT1, 
DUSP4/MKP2, RelA), 

cambios en el 
metabolismo 
(aumento de 

enzimas de glicólisis) 
y disminución de 
TCN2 (proteína 

transportadora de la 
vitamina B12) 

Chiasserini et 
al. 2017 

Células GL15 tratadas 
con 3BP vs sin tratar 

2DE
LC-MS/MS 

Identificación de 42 
proteínas alteradas. 

Estas proteínas 
participan en el 

metabolismo celular 
(ej. glicólisis), 

respuesta a estrés 
(HSPB1 pSer82) 

Jain et al. 2017 U87 tratadas con 
S3I201 vs sin tratar 

2DE
MALDI-TOF 

// 
iTRAQ 

LC-MS/MS 

Los procesos más 
alterados: 

metabolismo (SOD1, 
HEXB, GOT2), 

apoptosis y 
respuesta inmune 

(PHB, HSPA9, CALR), 
reacciones redox 

(P4HB, PDIA4, 
PRDX3) 

Miyauchi et al. 
2018 

Plasma de GBM 
(N=14) vs sanos 

(N=15) 
SWATH-MS 

Las proteínas LRG1, 
C9, CRP, SERPINA3, 

APOB se encuentran 
aumentadas en 
plasma de GBM, 

mientras que GSN, 
IGHA1 y APOA4 se 

encuentran 
disminuidas 

Las 
concentraciones 

en plasma de 
LRG1, CRP y C9 

correlacionan con 
el tamaño del 

tumor 

Choi et al. 2018 VE de células U373vIII 
(EGFvIII) vs U373 LC-MS/MS 

La mayoría de las 
proteínas 

identificadas son 
comunes a ambas 

VE. Identificación de 
25 proteínas nuevas 

como cargo en VE. La 
mayoría específicas 

de tejido (ej. 
Neurotrimin y  

GPM6B) 

Disminución de 
CALD1, GPC1, 
GJA1 y GCLM 
(entre otras); 
aumento de 

LAMA5, TGFBI, 
SLC16A3 y 

DBN1 en las VE
de U373vIII 
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André-Grégoire 
et al. 2018 

VE de sangre 
periférica GBM vs 

sanos 
VE de células madre 

de GBM (GSC4) 
tratadas con TMZ vs 

sin tratar 

LC-MS/MS 

Mayor 
concentración de VE 

en los pacientes. 
Identificación de 110 
proteínas exclusivas 
del tratamiento y 66 

del control

110 proteínas 
relacionadas con: 

redes de 
interacción de 

ribosomas, 
proteosoma y 

ahdesión celular. 
66 proteínas 

relacionadas con: 
redes de 

interacción de 
ribosomas, 

proteosoma 

Gabrusiewicz et 
al. 2018 

Exosomas de células 
madre de GBM 

(GSC20,17, 267) vs de 
fibroblastos 

LC-MS/MS 

Aumento en la 
expresión de los 

exosomas tumorales 
de proteínas 

relacionadas con 
EIF2, eIF4/mTOR, 

Eph, señalización de 
IGF-1 y G-beta gama. 
Estas vías reflejan la 

reprogramación 
transcripcional 

generalizada para el 
crecimiento, la 

proliferación y la 
motilidad de 

monocitos por las 
células madre de 

GBM 

2D-DIGE 2-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis; 2DE 2 dimensional electrophoresis; 2D-LC 2 dimesional liquid 
chromatography ; cAMP Cyclic adenosine monophosphate; CIEF Capillary isoelectric focusing; CUSA Cavitron Ultrasonic Surgical Aspirator; FCE 
Fluido cerebrospinal;  ICPL Isotope coded protein labeling; IDS In-source decay;  IHQ Inmunohistoquímica; IMAC Metal affinity chromatography; 
IMS Imaging mass spectrometry;  IP Inmunoprecipitación;  MALDI Matrix-assisted laser desorption/ionization; MRM Multiple reaction 
monitoring; MS Mass spectrometry; nRPL Nano-reversed-phase liquid chromatography; RT-PCR Real time-polymerase chain reaction; SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis;  SELDI Surface-enhanced laser desorption/ionization; SILAC Stable isotope labeling 
by/with amino acids in cell culture; SWATH-MS Sequential window acquisition of all theoretical mass spectra; TAP Tandem affinity purification; 
TMT Tandem mass tags; VE Vesículas extracelulares. Las abreviaturas usadas en esta tabla que no aparecen en el pie de esta misma, se 
encuentran en el apartado de abreviaturas del manuscrito principal.
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Tabla suplementaria 2 

Estudios proteómicos en adenovirus 

Manuscrito Muestras Metodología 
proteómica Resultados Resultados II 

Huang et al. 
2005 

Tumores de ratones 
con adenocarcinoma 

(JC-hCEA) tratados 
con AdCMV-hCEA 

(parche cutáneo) vs 
sin tratar (9 semanas 

después) 

2DE 
MALDI-TOF MS 

LC-MS/MS 

Aumento de AK-1, beta-
enolasa, cadena beta de la 

hemoglobina, CPK-M y 
prohibitina; disminución de 

creatina quinasa en los 
tumores tratados 

Dallaire et al. 
2009 

Células H1299 + Adv5 
(No modificado; 

AdE4orf6; 
AdE1B55K); (MOI=35) 

(24 y 48hpi) 

Marcaje (fluorocromo) 
2DE 

LC-MS/MS 

E4orf6Identificación de 
proteínas que disminuyen 
(DCTN1,cortactin isoforma 

alfa, citoqueratina 8) y 
aumentan (EEF1D, GAPDH, 

anexina A1) debido a E4orf6 y 
E1B55K 

Validación de algunas 
proteínas por WB, y 
confirmación de un 

descenso en los niveles 
de Mre11 y otras 

proteínas en respuesta 
a E4orf6 y E1B55K 

Lam et al. 
2010 

Células HeLa + Adv5 
vs Mock; (MOI=5) 

(18hpi); Estudio del 
nucleolo 

SILAC 
2DE 

LC-MS/MS 
MALDI-MS 

Cuantificación: 351 proteínas. 
Disminución en proteínas 

como: UBF, L29, SFPQ y eIF6 ; 
Aumento en: MFHAS1, 

DUSP11, C-NAP1 y 
hnRNPA2/B1 

Lu et al. 2014 Células H1299 + Ad 
(E4orf4) 

IP (E4orf4) 
LC-MS/MS 

Identificación de 10 proteínas 
formando complejo con 

E4orf4 (Nup205) 

Identificación del 
motivo de E4orf4 
necesario para la 

interacción con Nup205 
y su localización en el 

núcleo. El complejo que 
forman ambas 

proteínas regula la 
expresión del genoma 

viral 

Wang et al. 
2015 

Medio de cultivo de 
células A549 (cancer 
de pulmón) + PtDd 
(Ad3); (MOI=200) 

(11hpi) 

IP (DSG2) 
SDS-PAGE (80KDa) 

LC-MS/MS 

Identificación de péptidos del 
dominio extracelular de 
DSG2-La escisión de la 

proteína ocurre 
probablemente en el dominio 

de anclaje extracelular 

Validaciones con otras 
líneas celulares e in 

vivo- La fibra del Ad3
provoca el acúmulo 

extracelular de DSG2; 
Identificación de rutas 

de señalización 
alteradas por Ad3, Ad14 

y Ad14P1 

Sohn et al. 
2015 

Células HeLa (His6-
SUMO3(T90R)) + Ad5 

o Ad5(E4-ORF3-);
(MOI=200) (7hpi)

IP (Ubiquitina) 
LC-MS/MS 

Las modificaciones Ubl de 
166 residuos de Lys de 51 

proteínas se ven afectados 
por E4-ORF3 (MRE11, Nbs1, 

TIF1, TFII-I) 

Subramanian 
et al. 2015 

Células HeLa + Adv 
(BCLxL-GFP o E1B19K-
GFP); (MOI=5) (24hpi) 

Cromatografía de afinidad 
LC-MS/MS 

BCLxL: ATP sintasa, PKcs, 
HSP27, PHB2, BID y BIK. 

E1B19K: ATP sintasa y HSP27 

Validaciones por WB. 
Estudios de localización 

de proteínas pro-
apoptóticas al tratarse 
con Ad (BCLxL-GFP o 

E1B19K-GFP) 

DeHart et al. 
2015 

Fibroblastos (HFF) + 
Ad (ΔE1B/ΔOrf3); 

(MOI=200) (44hpi) 

Inmunoafinidad (p53) 
SDS-PAGE (50KDa) 

LC-MS/MS (búsqueda 
MPT- acetilación,

metilación, fosforilación y 
ubiquitinilación) 

Identificación de 85 residuos 
modificados y un total de 163 

modificaciones. 
Comparaciones con un 

trabajo previo con Ad(ΔE1B): 
Diferencias en el grado 

relativo de MPT en residuos, 

Posteriores 
experimentos revelan 
que la ausencia de la 

proteína E4Orf3 
aumenta la expresión 

de algunos genes 
respondedores a p53 
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pero similitud en las 
modificaciones específicas 
de aminoácidos concretos

cuando E1B también se 
encuentra ausente 

Fu et al. 2017 

Células  A549 + Adv5 
o Adv5 (E1B-55k-) vs

Mock; (6-24hpi)
(MOI=10) 

TMT 
LC-MS/MS 

Identificación de las proteínas 
que cambian debido a la 

infección Adv5. Identificación 
de proteínas degradadas 

mediante E1B-55K: MRE11, 
RAD50, NBN,ALCAM, EPHA2 y 

PTPRF 

Resultados validados 
mediante WB 

Zhao et al. 
2017 

Células IMR-90 + 
Adv2 vs Mock; 

(MOI=100) (24 y 
36hpi) 

SILAC 
LC-MS/MS 

659 y 645 (24 y 36hpi) 
proteínas diferenciales (25% 

de las cuantificadas). Las 
proteínas desreguladas se 

mantienen en el tiempo y se 
relacionan con metabolismo 

y migración celular

Hung et al. 
2017 

Fibroblastos (HFF) + 
Ad5 o Adev5 (E1B 

55kDa-); (MOI=200) 
(44hpi) 

Inmunoafinidad (E1B-55K) 
LC-MS/MS 

Identificación de 92 proteínas 
asociadas a E1B-55KDa 

(proteosoma, ciclo celular y
metabolismo de ARN) 

Inhibición severa de la
replicación viral con 
siARN específicos e 

inespecíficos, e 
interferón 

Adv Adenovirus;  2DE 2 dimensional electrophoresis; hpi Horas posteriores a la infección; IP Inmunoprecipitación;  LC Liquid chromatography;  MALDI 
Matrix-assisted laser desorption/ionization; SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; SILAC Stable isotope labeling by/
with amino acids in cell culture; TMT Tandem mass tags. Las abreviaturas usadas en esta tabla que no aparecen en el pie de esta misma, se 
encuentran en el apartado de abreviaturas del manuscrito principal.
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pVal TC pVal TC
Alpha-2-macroglobulin P01023 A2M 0,006483999 1,591262724 0,021809962 1,434247216
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 9 J3KN29 PSMD9 0,037587326 1,331308195 0,020893148 1,552106721
Hepatoma-derived growth factor P51858 HDGF 0,025393116 1,367429689 0,033157415 1,645765938
E1B protein, small T-antigen P03246 0,035179138 1,559734022 0,02383532 1,736657369
Core-capsid bridging protein P24938 L2 0,009199208 1,619871053 0,012074412 2,129116208
Shutoff protein P24933 L4 0,024647474 1,789466138 0,006557602 2,181952419
Pre-hexon-linking protein IIIa P12537 L1 0,031647637 1,365338082 0,008771763 2,209339836
Penton protein P12538 L2 0,000939442 1,361583345 0,010705207 2,351636442
Hexon protein P04133 L3 0,009082023 1,978571233 0,002206669 3,00808656
Nuclear autoantigenic sperm protein P49321 NASP 0,009995118 3,180279099 0,026039657 3,35561875
Pre-protein VI P24937 L3 0,00142823 2,017419577 0,002966487 3,736759595
Mitochondrial import receptor subunit TOM70 O94826 TOMM70 0,043164789 1,429357612
Sorting nexin 6, isoform CRA_b A0A0A0MRI2 SNX6 0,006917273 1,515108869
Lactotransferrin E7ER44 LTF 0,001159309 1,855258635
Early E3 14.5 kDa protein P04493 0,025187081 2,214624657
Alpha-2-HS-glycoprotein (Fetuin-A) P02765 AHSG 0,022841843 3,656719979
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 P62316 SNRPD2 0,012333648 1,308083245
60S ribosomal protein L23 P62829 RPL23 0,015254449 1,311357611
DnaJ homolog subfamily C member 8 O75937 DNAJC8 0,024697523 1,351804322
Kynureninase Q16719 KYNU 0,035215098 1,400245902
Packaging protein 1 P03271 IVa2 0,04306746 1,429406755
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 P04844 RPN2 0,003066475 1,451687523
Cytosolic non-specific dipeptidase Q96KP4 CNDP2 0,028746589 1,459519176
DNA-binding protein P03265 DBP 0,031746166 1,640908111
Packaging protein 3 P04496 L1 0,015399619 1,684229679
Pre-histone-like nucleoprotein P68951 L2 0,002755386 2,057375012
LETM1 and EF-hand domain-containing protein 1, mitochondrial O95202 LETM1 0,003059787 2,730364873
Fiber protein P11818 L5 0,007963804 2,887183904
A-kinase anchor protein 2 Q9Y2D5 AKAP2 0,012216176 0,621947626
FACT complex subunit SPT16 Q9Y5B9 SUPT16H 0,009689744 0,625327122
Proliferating cell nuclear antigen P12004 PCNA 0,031663023 0,694444799
Nucleosome assembly protein 1-like 1 (Fragment) H0YIV4 NAP1L1 0,044500578 0,707694651
Epididymis secretory protein Li 109 V9HW75 HEL-S-109 0,027299403 0,716899334
MIC Q16891 IMMT 0,022966833 0,72232497
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 P21796 VDAC1 0,016016366 0,732155873
Plectin Q15149 PLEC 0,009309817 0,737753212
Chloride channel CLIC-like protein 1 Q96S66 CLCC1 0,006247362 0,740904782
Myosin light polypeptide 6 G8JLA2 MYL6 0,008855231 0,742335821
Macrophage migration inhibitory factor P14174 MIF 0,04934411 0,747320416
60S ribosomal protein L7 P18124 RPL7 0,012645055 0,759204673
Tenascin P24821 TNC 0,047600644 0,762953633
Enhancer of rudimentary homolog P84090 ERH 0,022823393 0,639247462
Histone H2A.V Q71UI9 H2AFV 0,042594847 0,652948726
Splicing factor, proline- and glutamine-rich P23246 SFPQ 0,001587105 0,68696898
Sulfide:quinone oxidoreductase, mitochondrial Q9Y6N5 SQRDL 0,026063124 0,688348417
Zyxin Q15942 ZYX 0,019163071 0,720874142
Secernin-1 Q12765 SCRN1 0,042933302 0,725511365
Transformer-2 protein homolog beta P62995 TRA2B 0,034032954 0,72634651
GTP-binding protein RAD P55042 RRAD 0,005823562 0,728029206
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 P62318 SNRPD3 0,044475466 0,756406822
Cathepsin B P07858 CTSB 0,026979106 0,760797946
Histone H4 P62805 HIST1H4A 0,005419271 0,353389303 0,015252521 0,318998428
Histone H3 (Fragment) K7EK07 H3F3B 0,001332397 0,397481749 0,009510964 0,354875779
Histone H1.4 P10412 HIST1H1E 0,001953275 0,419638266 0,024429155 0,473363523
Histone H1.5 P16401 HIST1H1B 0,009567662 0,456539111 0,035539557 0,479861669
Histone H2B type 1-K O60814 HIST1H2BK 0,002565623 0,465397924 0,003963718 0,492531432
Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial P34897 SHMT2 0,002916249 0,640018109 0,018339839 0,534566439
Plasminogen activator inhibitor 1 P05121 SERPINE1 0,036629522 0,692021891 0,003307107 0,603343109
Dynein light chain 1, cytoplasmic P63167 DYNLL1 0,045156164 0,757205652 0,036402312 0,744486745
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pVal TC pVal TC
Histone H1.2 P16403 HIST1H1C 0,040320455 0,35634094 0,006296133 0,27836932
Prothrombin E9PIT3 F2 0,015009397 0,3125538 0,032192698 0,30794202
Core histone macro-H2A.1 O75367 H2AFY 0,027468192 0,39188779 0,001320439 0,32382578
Splicing factor, arginine/serine-rich 19 Q9H7N4 SCAF1 0,016791372 0,34924289 0,043233318 0,33661936
Nuclear pore complex protein Nup50 Q9UKX7 NUP50 0,028893345 0,46021792 0,024637823 0,37826243
FACT complex subunit SSRP1 Q08945 SSRP1 0,025522115 0,3240597 0,049012693 0,38998179
Nuclear autoantigen Sp-100 P23497 SP100 0,025836591 0,48960337 0,01374135 0,40362495
FACT complex subunit SPT16 Q9Y5B9 SUPT16H 0,007247081 0,34073742 0,01957422 0,40517279
Probable ribosome biogenesis protein RLP24 Q9UHA3 RSL24D1 0,015760254 0,42811853 0,012678997 0,40711123
Probable 28S rRNA (cytosine(4447)-C(5))-methyltransferase P46087 NOP2 0,02960559 0,4832093 0,020989072 0,42391366
Metastasis-associated protein MTA1 E7ESY4 MTA1 0,044113392 0,35537943 0,04210754 0,42722996
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5 P45974 USP5 0,01000447 0,48443146 0,013810416 0,42841343
Tissue factor pathway inhibitor 2 P48307 TFPI2 0,002337927 0,46009821 0,010845957 0,42876412
60S ribosomal protein L7-like 1 Q6DKI1 RPL7L1 0,011825543 0,49674048 0,004836693 0,43715691
Integrin alpha-3 P26006 ITGA3 0,032469093 0,45629339 0,029324991 0,43879576
Actin, cytoplasmic 2 P63261 ACTG1 0,008358958 0,52967331 0,018876172 0,44648691
Protein MAK16 homolog Q9BXY0 MAK16 0,049073885 0,54793186 0,010902943 0,44705483
Histone H2B type 2-E Q16778 HIST2H2BE 0,026466361 0,50924488 0,027439935 0,46208859
Ribosomal RNA processing protein 1 homolog A P56182 RRP1 0,021589659 0,48993937 0,046423238 0,46494533
Nucleolar transcription factor 1 E9PKP7 UBTF 0,013400955 0,43484241 0,019293645 0,46630691
PHD finger-like domain-containing protein 5A Q7RTV0 PHF5A 0,005450554 0,5410822 0,035303662 0,4716387
Microtubule-associated protein E7EVA0 MAP4 0,010625214 0,45082129 0,006279175 0,47171113
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a P62979 RPS27A 0,009944954 0,4703121 0,005176501 0,4746394
Protein SON P18583 SON 0,035773793 0,6413623 0,030180285 0,48321972
U3 small nucleolar RNA-associated protein 15 homolog Q8TED0 UTP15 0,020821805 0,55110063 0,010930679 0,49498826
Ribosome biogenesis protein BOP1 Q14137 BOP1 0,029077979 0,63332199 0,015683707 0,50991114
Ribosome biogenesis protein WDR12 Q9GZL7 WDR12 0,010414162 0,63449401 0,004937894 0,5123262
Hemoglobin subunit delta E9PFT6 HBD 0,034128428 0,50979348 0,011735415 0,51841763
ADP-ribosylation factor 4 P18085 ARF4 0,015930677 0,61935396 0,028906032 0,52830594
Calpain-2 catalytic subunit P17655 CAPN2 0,032177711 0,52480299 0,026289553 0,5305901
Keratin, type I cytoskeletal 14 P02533 KRT14 0,010366298 0,47654037 0,043443145 0,53238515
Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic P54136 RARS 0,009043724 0,55052883 0,006591809 0,53524055
RNA-binding protein Raly Q9UKM9 RALY 0,035843564 0,62925643 0,000319959 0,54267421
Something about silencing protein 10 Q9NQZ2 UTP3 0,041096112 0,66235103 0,000556357 0,54348313
U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A Q9BVJ6 UTP14A 0,041489694 0,64330748 0,002161529 0,54560425
Eukaryotic translation initiation factor 6 P56537 EIF6 0,019468327 0,6419525 0,00308077 0,55386458
Importin subunit alpha-4 O00505 KPNA3 0,004295765 0,6398836 0,00391002 0,56066755
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2 G3V4C1 HNRNPC 0,012972512 0,64318812 0,007134601 0,5610362
Coilin P38432 COIL 0,013090822 0,5672033 0,028150231 0,5641919
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 B1AH80 RAC2 0,013897312 0,5281303 0,045460704 0,56433324
Cell division control protein 42 homolog P60953 CDC42 0,046635557 0,56313243 0,030223794 0,57473985
Transcriptional repressor p66-alpha Q86YP4 GATAD2A 0,032822473 0,52265556 0,011114769 0,57626693
Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 P22102 GART 0,009676679 0,58629251 0,010080401 0,57637788
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q B7Z645 SYNCRIP 0,046762406 0,58949422 0,032741449 0,58082504
Importin subunit alpha-3 O00629 KPNA4 0,005997834 0,58243551 0,00296703 0,59034107
WD repeat-containing protein 75 Q8IWA0 WDR75 0,011424146 0,65444732 0,0071548 0,60570043
Nuclear pore complex protein Nup153 P49790 NUP153 0,013686634 0,61261673 0,024929567 0,60690867
rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin P22087 FBL 0,049814185 0,68141569 0,01754425 0,61288627
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 (Fragment) H0Y4R1 IMPDH2 0,02393757 0,65698295 0,004346322 0,61298086
E3 SUMO-protein ligase RanBP2 P49792 RANBP2 0,045493005 0,70125849 0,027146628 0,61350425
Reticulocalbin-1 Q15293 RCN1 0,04571084 0,64583087 0,032857379 0,61874667
High mobility group protein HMG-I/HMG-Y P17096 HMGA1 0,001677475 0,56252201 0,001787566 0,62268553
DNA topoisomerase 2-beta Q02880 TOP2B 0,03016823 0,55770966 0,007897905 0,62713491
Collagen alpha-1(I) chain P02452 COL1A1 0,013092437 0,55268104 0,0022767 0,62828617
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 P22626 HNRNPA2B1 0,008346042 0,72430205 0,013457613 0,63126946
Galectin-3 P17931 LGALS3 0,038857478 0,55820418 0,00408595 0,64110947
Glycine--tRNA ligase P41250 GARS 0,024394643 0,65964569 0,023664724 0,65121557
RRP12-like protein Q5JTH9 RRP12 0,014801308 0,69315838 0,012782672 0,65719879
Pescadillo homolog B5MCF9 PES1 0,038761931 0,71281022 0,001706384 0,65959146
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2 Q1KMD3 HNRNPUL2 0,006578576 0,76753971 0,043218896 0,66333259
Nuclear pore complex protein Nup107 P57740 NUP107 0,020368197 0,75531963 0,016601308 0,66539477
Ribosome biogenesis regulatory protein homolog Q15050 RRS1 0,011246539 0,69717508 0,003519632 0,67475702
Nucleoprotein TPR P12270 TPR 0,009466677 0,72567919 0,009162895 0,68207871
Emerin P50402 EMD 0,0114487 0,69064792 0,008346649 0,68847197
Nuclear pore complex protein Nup155 O75694 NUP155 0,021859475 0,76019176 0,021005321 0,70692648
Interferon-inducible double-stranded RNA-dependent protein kinase activator A O75569 PRKRA 0,036247105 0,62843034 0,034059784 0,71392003
Protein PML P29590 PML 0,029051336 0,76112134 0,022738362 0,71518115
YTH domain-containing protein 1 J3QR07 YTHDC1 0,015296274 0,70097086 0,04000581 0,71680432
Histone H1.5 P16401 HIST1H1B 0,040355123 0,3589477
Histone H2B U3KQK0 HIST1H2BN 0,036766726 0,45172955
MKI67 FHA domain-interacting nucleolar phosphoprotein Q9BYG3 NIFK 0,042418269 0,48154194
Keratin, type I cytoskeletal 9 P35527 KRT9 0,000220356 0,50617971
60S ribosomal protein L24 C9JXB8 RPL24 0,036664076 0,50642752
Nucleolar protein 56 O00567 NOP56 0,046288461 0,51071134
Programmed cell death 6-interacting protein Q8WUM4 PDCD6IP 0,029368075 0,51934489
Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial Q04837 SSBP1 0,000700307 0,53621191
SWI/SNF complex subunit SMARCC2 F8VXC8 SMARCC2 0,02844174 0,5415715
60S ribosomal protein L14 E7EPB3 RPL14 0,018827964 0,59145062
Tenascin J3QSU6 TNC 0,011136289 0,631525
Nucleoporin SEH1 Q96EE3 SEH1L 0,043455961 0,67004342
Nucleolar protein 14 P78316 NOP14 0,030129979 0,70519511
TATA-binding protein-associated factor 2N Q92804 TAF15 0,034817535 0,70779556
Serine protease HTRA1 Q92743 HTRA1 0,022377672 0,72478504
Ribosomal RNA-processing protein 7 homolog A Q9Y3A4 RRP7A 0,022126942 0,24651049
Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 F8WCF6 ARPC4-TTLL3 0,026283562 0,36342645
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3 Q9NV31 IMP3 0,006839668 0,36345019
U3 small nucleolar RNA-associated protein 6 homolog Q9NYH9 UTP6 0,015911409 0,3825095
Neuroguidin Q8NEJ9 NGDN 0,002582908 0,44777242
ATPase family AAA domain-containing protein 2 Q6PL18 ATAD2 0,018918483 0,44859234
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Probable ATP-dependent RNA helicase DDX56 Q9NY93 DDX56 0,045694134 0,4631565
Protein ELYS Q8WYP5 AHCTF1 8,7691E-05 0,46844483
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX10 Q13206 DDX10 0,005400985 0,4734506
L-xylulose reductase (Fragment) J3KRZ4 DCXR 0,025062009 0,48080795
Nucleoporin GLE1 Q53GS7 GLE1 0,012050158 0,48359297
Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like protein Q9BPX5 ARPC5L 0,028971984 0,48494735
Nucleolar complex protein 3 homolog Q8WTT2 NOC3L 0,00217902 0,48586016
Exosome complex component RRP42 Q15024 EXOSC7 0,010063992 0,49786
Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A O75152 ZC3H11A 0,023835512 0,50591926
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX27 B7Z6D5 DDX27 0,031362445 0,50646888
Nucleoporin Nup43 Q8NFH3 NUP43 0,02763222 0,51911855
RNA 3'-terminal phosphate cyclase-like protein Q9Y2P8 RCL1 0,016785316 0,5262793
DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3B B0QYD3 APOBEC3B 0,035036658 0,53968653
Protein BUD31 homolog P41223 BUD31 0,000251979 0,54466121
DDB1- and CUL4-associated factor 13 A0A087WT20 DCAF13 0,00049543 0,54798008
ATP-dependent RNA helicase DDX51 Q8N8A6 DDX51 0,020686181 0,55118787
Transducin beta-like protein 3 Q12788 TBL3 0,046840795 0,55250999
Splicing factor 3B subunit 3 Q15393 SF3B3 0,037835412 0,55356776
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10 O00566 MPHOSPH10 0,026140945 0,56044058
Nucleolar protein 11 Q9H8H0 NOL11 0,025365672 0,57851774
WD repeat-containing protein 74 Q6RFH5 WDR74 0,011222591 0,57982599
Interleukin enhancer-binding factor 2 B4DY09 ILF2 0,002465621 0,58381638
Actin-related protein 2/3 complex subunit 1A Q92747 ARPC1A 0,023320582 0,58547426
WD repeat-containing protein 36 A0A0A0MTB8 WDR36 0,027314989 0,58605529
RNA-binding motif protein, X chromosome P38159 RBMX 0,010006871 0,59308023
Sequestosome-1 Q13501 SQSTM1 0,044162272 0,5991015
Periodic tryptophan protein 2 homolog Q15269 PWP2 0,012224727 0,60546629
NHP2-like protein 1 B1AHD1 SNU13 0,048840486 0,61206373
U3 small nucleolar RNA-associated protein 4 homolog Q969X6 UTP4 0,020779267 0,63115726
Exosome complex component MTR3 Q5RKV6 EXOSC6 0,049533304 0,63326919
Protein AATF Q9NY61 AATF 0,027639165 0,64580986
Metastasis-associated protein MTA2 O94776 MTA2 0,049023276 0,65351712
Protein mago nashi homolog 2 Q96A72 MAGOHB 0,00549457 0,65885778
Methyl-CpG-binding domain protein 1 Q9UIS9 MBD1 0,044833068 0,66359416
Replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit P27694 RPA1 0,031044804 0,67318439
Actin-related protein 2 P61160 ACTR2 0,027127153 0,68069879
Double-strand-break repair protein rad21 homolog O60216 RAD21 0,020749496 0,68226546
U5 small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa protein Q96DI7 SNRNP40 0,012886467 0,68333981
ELAV-like protein 1 Q15717 ELAVL1 0,009892386 0,68369864
Myb-binding protein 1A Q9BQG0 MYBBP1A 0,028886287 0,68574351
SAFB-like transcription modulator Q9NWH9 SLTM 0,010763874 0,68942761
Nucleolar protein 10 Q9BSC4 NOL10 0,012800216 0,69115114
Coatomer subunit gamma-1 Q9Y678 COPG1 0,039885384 0,69298651
DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 O15160 POLR1C 0,041532696 0,69477753
Exosome complex component RRP40 Q9NQT5 EXOSC3 0,040924869 0,69990663
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 P51991 HNRNPA3 0,013899463 0,70060611
40S ribosomal protein S15a P62244 RPS15A 0,019289558 0,70629244
Cohesin subunit SA-1 Q8WVM7 STAG1 0,049602712 0,71190705
Nucleoporin NUP53 Q8NFH5 NUP35 0,002492283 0,72281229
T-complex protein 1 subunit gamma P49368 CCT3 0,022116626 0,72282103
Collagen alpha-1(VI) chain A0A087X0S5 COL6A1 0,029462379 0,72339997
Collagen alpha-2(VI) chain P12110 COL6A2 0,020749725 0,72448032
Testis-expressed sequence 10 protein Q9NXF1 TEX10 0,034446306 0,72798988
Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 Q15582 TGFBI 0,001209153 0,73857466
Lamin-B2 Q03252 LMNB2 0,006410181 0,74289252
ATP-dependent RNA helicase DDX18 Q9NVP1 DDX18 0,026519876 0,76347309
Neutral alpha-glucosidase AB Q14697 GANAB 0,001545634 0,76608556
Heat shock protein HSP 90-beta P08238 HSP90AB1 0,012624656 0,76627544
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 1 Q10570 CPSF1 0,014256685 1,63540089 0,041136152 1,38396864
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 J3KTA4 DDX5 0,025026872 1,4425733 0,014798513 1,4203806
Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 P13674 P4HA1 0,029718457 1,48534779 0,008328206 1,42916856
THO complex subunit 3 Q96J01 THOC3 0,019103585 1,82331329 0,042391335 1,46514674
Spliceosome RNA helicase DDX39B Q13838 DDX39B 0,004333862 1,87910191 0,003952353 1,49260276
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 P67809 YBX1 0,013695788 1,30649058 0,046132006 1,49731581
Serine/threonine-protein kinase PRP4 homolog Q13523 PRPF4B 0,004513751 2,25758814 0,032694262 1,49733675
RNA-binding protein 39 Q14498 RBM39 0,001137234 1,54694456 0,011543908 1,50927488
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 Q93009 USP7 0,014759878 1,48970065 0,007767447 1,53520282
E1B 55 kDa protein P03243 0,011653821 1,46459346 0,000441063 1,53849587
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2 P20042 EIF2S2 0,046013208 1,32510352 0,024280213 1,56194184
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3 P41091 EIF2S3 0,00519827 1,38509951 0,004849171 1,58789382
Regulator of nonsense transcripts 1 Q92900 UPF1 0,006410682 1,47985793 0,001120582 1,64033583
Importin subunit alpha-1 P52292 KPNA2 0,009911843 1,53093995 0,014609449 1,70933836
WW domain-binding protein 11 Q9Y2W2 WBP11 0,009167993 1,93855846 0,039297125 1,72995238
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B delta isoform Q66LE6 PPP2R2D 0,003965751 1,5763958 0,013407925 1,77691231
Proliferation-associated protein 2G4 Q9UQ80 PA2G4 0,027249675 1,58247365 0,010235816 1,78313838
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit I Q13347 EIF3I 0,001993912 1,90668817 0,002144152 1,82298407
DNA replication licensing factor MCM6 Q14566 MCM6 0,004226275 1,67665797 0,006047395 1,8576511
RNA-binding protein 25 P49756 RBM25 0,001828645 2,07582275 0,026265461 1,86074309
Polyadenylate-binding protein A0A087WTT1 PABPC1 0,007008166 1,69090225 0,000759833 1,87755267
Polyadenylate-binding protein B1ANR0 PABPC4 0,008862175 1,59308726 0,003820877 1,90251899
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B P23284 PPIB 0,043066927 1,69152464 0,034563187 1,91974367
Proliferating cell nuclear antigen P12004 PCNA 0,004375988 1,70032181 0,000373489 1,94644757
40S ribosomal protein S12 P25398 RPS12 0,003674907 1,65045513 0,004642233 1,96711629
Cleavage stimulation factor subunit 2 E7EWR4 CSTF2 0,004435319 2,44278671 0,028981497 1,98732044
Nucleosome assembly protein 1-like 1 (Fragment) H0YIV4 NAP1L1 0,043160223 1,63760882 0,0385071 2,03309785
DNA helicase B1AHB1 MCM5 0,00494949 2,06937719 0,002746026 2,04216282
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D O15371 EIF3D 0,005567952 2,21636487 0,004639469 2,05089343
Serrate RNA effector molecule homolog Q9BXP5 SRRT 0,003489871 2,02697462 0,005030685 2,05449427
Protein SET A0A0C4DFV9 SET 0,010594153 1,54328577 0,006124525 2,07088608
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-associated protein 1 Q07666 KHDRBS1 0,000648263 2,28261217 0,000472212 2,09291777
Probable early E4 11 kDa protein P04489 0,018940823 2,25207691 0,024926823 2,12661089
Eukaryotic translation initiation factor 5 P55010 EIF5 0,026732213 1,67539099 0,005853113 2,14179998
Pre-histone-like nucleoprotein P68951 L2 0,023082899 1,58784947 0,00234074 2,16140021
DNA replication licensing factor MCM7 P33993 MCM7 0,021652837 1,94478305 0,003667401 2,20026079
Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M, isoform CRA_a A0A024QZP7 CDC2 0,010349106 1,86496965 4,82474E-05 2,2808445

A
ne

xo
s

164



RNA-binding protein FUS P35637 FUS 0,001766064 2,14970879 0,009395407 2,30117596
DNA replication licensing factor MCM3 P25205 MCM3 0,031222594 1,952148 0,006582157 2,32083739
Apoptosis inhibitor 5 G3V1C3 API5 0,00197317 2,56296298 0,04332785 2,32735419
Caprin-1 Q14444 CAPRIN1 0,003540051 2,20155709 0,002934236 2,36750213
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A Q14152 EIF3A 0,005617454 2,20305184 0,006876267 2,37519305
Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 Q9UN86 G3BP2 0,001904494 2,02390406 0,003299272 2,4075123
Cleavage and polyadenylation-specificity factor subunit 7 (Fragment) F5H669 CPSF7 0,006817237 3,53879047 0,049868999 2,52641892
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E P60228 EIF3E 0,00690389 2,86830008 0,002304124 2,65369613
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G Q13427 PPIG 0,01508566 2,23026099 0,009692827 2,686552
Core-capsid bridging protein P24938 L2 0,03135731 1,53894575 0,002075312 2,69776458
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L B0QY89 EIF3L 0,029765118 2,92504 0,019244358 2,77043255
Hexon-interlacing protein P03281 IX 0,046684283 1,58243469 0,009142858 2,77677802
Pre-hexon-linking protein IIIa P12537 L1 0,033680312 1,73793673 0,034180223 2,85419896
Zinc finger protein 638 Q14966 ZNF638 0,000510377 2,18302967 0,017466342 2,86961912
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H B3KS98 EIF3H 0,044071865 3,07147568 0,007102174 2,89515294
Protein 33K P24940 L4 0,028909858 1,95516163 0,007624569 2,97362587
Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 Q13283 G3BP1 0,000142218 3,14207335 0,000211732 3,12139641
Non-POU domain-containing octamer-binding protein Q15233 NONO 0,003661592 4,30557387 0,00252579 3,12281417
Fiber protein P11818 L5 0,01142675 1,98101285 0,035625264 3,13457557
Penton protein P12538 L2 0,005606435 2,07009481 0,000116612 3,34002839
Pre-protein VI P24937 L3 0,009846894 2,08534302 0,003990711 3,47629575
Receptor of activated protein C kinase 1 P63244 RACK1 0,001510375 3,07721616 1,65219E-05 3,52390509
Packaging protein 3 P04496 L1 0,001230108 2,44437241 0,000426919 3,672146
Replication factor C subunit 2 P35250 RFC2 0,012282438 2,72838258 0,008287288 3,68554736
U exon protein A8W995 0,007310173 1,78719014 0,000967111 3,83349878
AT-rich interactive domain-containing protein 2 Q68CP9 ARID2 0,046905453 3,03341636 0,041558774 4,33417889
E1B protein, small T-antigen P03246 0,000958062 2,20165761 0,002015241 5,84039475
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit P78527 PRKDC 0,003569176 1,32178887
Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 P62879 GNB2 0,037068791 1,32436643
Thyroid hormone receptor-associated protein 3 Q9Y2W1 THRAP3 0,045994964 1,33090802
Heat shock 70 kDa protein 1B A0A0G2JIW1 HSPA1B 0,02972766 1,33296214
FAS-associated factor 2 Q96CS3 FAF2 0,049048358 1,40282013
THO complex subunit 1 A0A087WWS1 THOC1 0,010500614 1,44893454
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 2 Q9P2I0 CPSF2 0,012963886 1,47938485
Talin-1 Q9Y490 TLN1 0,005479866 1,48224303
Sentrin-specific protease 3 Q9H4L4 SENP3 0,043614856 1,51009246
14-3-3 protein beta/alpha P31946 YWHAB 0,018459137 1,51559313
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 B4DXZ6 FXR1 0,022455403 1,52160432
Annexin A6 P08133 ANXA6 0,044949845 1,52572854
Nucleoside diphosphate kinase Q32Q12 NME1-NME2 0,042659304 1,57865807
Unconventional myosin-Ib E9PDF6 MYO1B 0,021356389 1,65973518
Plectin Q15149 PLEC 0,013123919 1,67306447
Proteasome subunit alpha type (Fragment) H0YMZ1 PSMA4 0,007711724 2,0837363
Paraspeckle component 1 Q8WXF1 PSPC1 0,006969409 2,11726382
Cleavage stimulation factor subunit 3 Q12996 CSTF3 0,005028342 2,32070402
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5 O43809 NUDT21 0,041033601 2,32121927
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-specific form E9PAV3 NACA 0,019978376 2,50399529
Serine/arginine-rich-splicing factor 2 (Fragment) J3QL05 SRSF2 0,020444202 3,66246286
40S ribosomal protein S26 P62854 RPS26 0,042604367 1,32421108
Protein disulfide-isomerase P07237 P4HB 0,014245144 1,32829131
Erlin-1 O75477 ERLIN1 0,034965152 1,33782298
60S ribosomal protein L13a (Fragment) M0QYS1 RPL13A 0,011946468 1,35013087
60S ribosomal protein L18a Q02543 RPL18A 0,011983517 1,35428716
Nucleolysin TIAR Q01085 TIAL1 0,007204327 1,38592986
40S ribosomal protein S23 P62266 RPS23 0,028437145 1,38917592
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 E7ETU9 PLOD2 0,032584434 1,39078799
60S ribosomal protein L21 P46778 RPL21 0,021084401 1,39628439
Calnexin P27824 CANX 0,039467274 1,42609069
40S ribosomal protein S5 (Fragment) M0R0F0 RPS5 0,012181815 1,43777354
Aldose reductase P15121 AKR1B1 0,035760436 1,46796734
Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 2 H0Y3P2 EIF4G2 0,033760894 1,49797034
Annexin A5 P08758 ANXA5 0,031822683 1,53492129
Ribosomal protein L19 J3KTE4 RPL19 0,006532896 1,54533994
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 P05198 EIF2S1 0,040585427 1,57748842
Neuroblast differentiation-associated protein AHNAK Q09666 AHNAK 0,036378384 1,61198278
Unconventional myosin-Va G3V394 MYO5A 0,04454417 1,61873917
60S ribosomal protein L8 P62917 RPL8 3,75663E-05 1,63349133
Protease P03253 L3 0,013750198 1,67165181
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX17 H3BLZ8 DDX17 0,046192361 1,78675005
High density lipoprotein binding protein (Vigilin), isoform CRA_a A0A024R4E5 HDLBP 0,029107484 1,79072223
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C Q99613 EIF3C 0,024431805 1,80894591
14-3-3 protein gamma P61981 YWHAG 0,011962241 1,81373004
Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit Q9NSD9 FARSB 0,031478414 1,83310723
Nucleosome assembly protein 1-like 4 Q99733 NAP1L4 0,047046703 1,99566083
Protein transport protein Sec23A F5H365 SEC23A 0,039509163 2,00822194
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B P55884 EIF3B 0,045625421 2,10680636
Ubiquitin-associated protein 2-like F8W726 UBAP2L 0,026062345 2,16959523
DnaJ homolog subfamily C member 11 Q9NVH1 DNAJC11 0,033618217 2,17673165
Splicing factor, arginine/serine-rich 15 O95104 SCAF4 0,040376439 2,20955084
Cleavage and polyadenylation-specificity factor subunit 6 F8WJN3 CPSF6 0,035485832 2,31688772
RNA-binding protein EWS B0QYK0 EWSR1 0,023569995 2,36412436
Microtubule-associated protein 1A E9PGC8 MAP1A 0,003618577 2,43656738
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 Q9Y277 VDAC3 0,004858432 2,47995376
Protein S100-A10 P60903 S100A10 0,030242594 2,5080077
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 Q7KZF4 SND1 0,032746597 2,55157343
60S acidic ribosomal protein P2 P05387 RPLP2 0,00313933 2,5753046
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 P21796 VDAC1 0,005213946 2,97617821
DNA replication licensing factor MCM4 P33991 MCM4 0,026526191 3,067578
Ribosome-binding protein 1 A0A0A0MRV0 RRBP1 0,033180786 3,18397305
Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1 P30419 NMT1 0,016396305 3,51250682
Annexin A2 P07355 ANXA2 0,010973266 3,56454104
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F O00303 EIF3F 0,038063847 4,5793787
Programmed cell death protein 6 O75340 PDCD6 0,014013354 4,93363002
40S ribosomal protein S15 K7EQJ5 RPS15 0,032241515 6,42895075
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Descripción Acceso Uniprot Gen pVal TC
Neuropilin-1 O14786 NRP1 0,013698699 0,1368839
Cytochrome P450 1B1 Q16678 CP1B1 0,004012326 0,225904644
Protein kinase C alpha type P17252 KPCA 0,00482473 0,327731962
Histone H3.1 P68431 H31 0,032519743 0,336989151
Galectin-3-binding protein Q08380 LG3BP 0,011297542 0,37350953
Cleavage stimulation factor subunit 1 Q05048 CSTF1 0,026705112 0,390004614
DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 O15160 RPAC1 0,000608016 0,419512066
DNA topoisomerase 2-alpha P11388 TOP2A 0,02581777 0,427256106
60S acidic ribosomal protein P2 P05387 RLA2 0,041150203 0,433614938
Ribosome biogenesis protein BRX1 homolog Q8TDN6 BRX1 0,005380752 0,444622111
Cyclin-dependent kinase 11B P21127 CD11B 0,014602231 0,445067463
Beta-2-syntrophin Q13425 SNTB2 0,009932567 0,447772489
DNA-directed RNA polymerase II subunit RPB2 P30876 RPB2 0,000797679 0,497359819
Four and a half LIM domains protein 2 Q14192 FHL2 0,021169789 0,503760163
Sorting nexin-9 Q9Y5X1 SNX9 0,010964925 0,516286687
Leucyl-cystinyl aminopeptidase Q9UIQ6 LCAP 6,69849E-05 0,524280241
Signal recognition particle subunit SRP68 Q9UHB9 SRP68 0,004045665 0,550947833
Pumilio homolog 3 Q15397 PUM3 0,000929979 0,552451221
Transducin beta-like protein 2 Q9Y4P3 TBL2 0,013480931 0,553174771
Angio-associated migratory cell protein Q13685 AAMP 0,002513468 0,566329991
Prostaglandin E synthase 2 Q9H7Z7 PGES2 0,008162884 0,57585569
SWI/SNF complex subunit SMARCC2 Q8TAQ2 SMRC2 0,003591485 0,577630526
Cullin-2 Q13617 CUL2 0,00302238 0,580165602
Proteasomal ubiquitin receptor ADRM1 Q16186 ADRM1 0,004891689 0,587235528
Tight junction protein ZO-2 Q9UDY2 ZO2 0,003733884 0,590691049
pre-rRNA processing protein FTSJ3 Q8IY81 SPB1 0,001789694 0,595233696
60S ribosomal protein L22-like 1 Q6P5R6 RL22L 0,001320004 0,60183497
Hepatoma-derived growth factor P51858 HDGF 0,012686816 0,603817723
General transcription factor II-I P78347 GTF2I 0,007781638 0,606505413
Beta-parvin Q9HBI1 PARVB 0,012406727 0,608942962
Pyridoxal kinase O00764 PDXK 0,004802618 0,611598345
Syntenin-1 O00560 SDCB1 0,015806763 0,619103011
60S ribosomal protein L6 Q02878 RL6 0,047236148 0,621076962
EH domain-containing protein 2 Q9NZN4 EHD2 0,005258738 0,622071299
CD2-associated protein Q9Y5K6 CD2AP 0,035446324 0,6237142
Importin subunit alpha-1 P52292 IMA1 0,036631508 0,624303102
Protein TFG Q92734 TFG 0,002658221 0,633533569
U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp4 O43172 PRP4 0,043450924 0,635531824
Protein phosphatase methylesterase 1 Q9Y570 PPME1 0,024016324 0,635935538
GPI transamidase component PIG-T Q969N2 PIGT 0,045967346 0,638854587
Ubiquitin-associated protein 2-like F8W726 UBAP2L 0,000243685 0,641199583
Dihydropteridine reductase P09417 DHPR 0,01750727 0,646051934
DnaJ homolog subfamily B member 6 O75190 DNJB6 0,00431861 0,648853695
RNA-binding protein NOB1 Q9ULX3 NOB1 0,002153725 0,649471915
Cold-inducible RNA-binding protein K7ELT6 K7ELT6 0,000259323 0,654077362
ER membrane protein complex subunit 3 Q9P0I2 EMC3 0,006961674 0,654781926
Exosome complex component RRP4 Q13868 EXOS2 0,001470624 0,657183793
60S ribosomal protein L4 P36578 RL4 0,008698866 0,65943113
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 Q13151 ROA0 0,000448608 0,661032272
Cancerostestis antigen family 45 member A8 P0DMV1 CT458 0,004756314 0,662534812
Prolyl endopeptidase-like Q4J6C6 PPCEL 0,002920131 0,670089593
Aldo-keto reductase family 1 member C1 Q04828 AK1C1 0,047422372 0,671072637
Nuclear mitotic apparatus protein 1 A0A087WY61 A0A087WY61 0,005320995 0,67108284
cAMP-dependent protein kinase type I-alpha regulatory subunit P10644 KAP0 0,042411955 0,672389212
F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1XR1 Q9BZK7 TBL1R 0,02887232 0,672818192
Ankycorbin Q9P0K7 RAI14 0,007855964 0,677614496
Golgi phosphoprotein 3 Q9H4A6 GOLP3 0,013089989 0,678535315
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit clpX-like, mitochondrial O76031 CLPX 0,000130448 0,681633532
Coatomer subunit gamma-2 Q9UBF2 COPG2 0,032775762 0,684009391
28S ribosomal protein S23, mitochondrial Q9Y3D9 RT23 0,010397332 0,684872044
RNA-binding protein EWS Q01844 EWS 0,001466126 0,688114116
60S ribosomal protein L18 Q07020 RL18 0,012780784 0,690882694
DNA topoisomerase 1 P11387 TOP1 0,005677572 0,69097541
Nucleolysin TIAR Q01085 TIAR 0,002430176 0,692106817
39S ribosomal protein L44, mitochondrial Q9H9J2 RM44 0,034086748 0,692349186
Tubulin alpha-1C chain Q9BQE3 TBA1C 0,001518676 0,693461908
Translational activator of cytochrome c oxidase 1 Q9BSH4 TACO1 0,000622817 0,693758711
Condensin complex subunit 1 Q15021 CND1 0,007285638 0,696047376
Protein ABHD11 Q8NFV4 ABHDB 0,022079347 0,6968773
Developmentally-regulated GTP-binding protein 2 P55039 DRG2 0,021590706 0,697985303
MKI67 FHA domain-interacting nucleolar phosphoprotein Q9BYG3 MK67I 0,030176445 0,702631401
Pescadillo homolog O00541 PESC 0,04028721 0,704968598
Pre-mRNA-splicing factor 38A Q8NAV1 PR38A 0,040518341 0,705463052
Mitogen-activated protein kinase 1 P28482 MK01 0,025409079 0,706666761
TATA-binding protein-associated factor 2N Q92804 RBP56 0,049483094 0,709262546
Inositol monophosphatase 3 Q9NX62 IMPA3 0,00469689 0,710134045
RNA-binding protein FUS P35637 FUS 0,004788865 0,711395099
Hexokinase-2 P52789 HXK2 0,002526164 0,711645478
Adenososine kinase P55263 ADK 0,014824756 0,713562995
60S ribosomal protein L7a P62424 RL7A 0,048513743 0,713674637
Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 1 O95793 STAU1 0,003582628 0,717676792
Mitochondrial import receptor subunit TOM22 homolog Q9NS69 TOM22 0,022021722 0,718361852
Splicing factor 3B subunit 4 Q15427 SF3B4 0,012008675 0,71948277
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 P62314 SMD1 0,039738315 0,729585282
40S ribosomal protein S23 P62266 RS23 0,00384315 0,730859781
Beta/gamma crystallin domain-containing protein 1 A0A0J9YWL0 A0A0J9YWL0 0,016264534 0,731427512
Kinesin light chain 1 G3V5R9 G3V5R9 0,017654983 0,731462486

Proteínas celulares y adenovirales diferencialmente expresadas por las células de glioblastoma 
U87 infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD a las 48hpi

Tabla suplementaria 5
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Ribosomal RNA small subunit methyltransferase NEP1 Q92979 NEP1 0,024286348 0,733672782
N-alpha-acetyltransferase 15, NatA auxiliary subunit Q9BXJ9 NAA15 0,001225422 0,733709156
Adenylosuccinate lyase P30566 PUR8 0,006107064 0,733887176
Neurochondrin Q9UBB6 NCDN 0,009307135 0,73906565
Septin-10 Q9P0V9 SEP10 0,029521613 0,740872883
Elongation factor 1-alpha 2 Q05639 EF1A2 0,011702539 0,741451497
Nuclear cap-binding protein subunit 1 Q09161 NCBP1 0,007673618 0,742351752
60S ribosomal protein L15 P61313 RL15 0,004091756 0,743102281
DNA replication licensing factor MCM4 P33991 MCM4 0,029032802 0,748446371
V-type proton ATPase subunit d 1 P61421 VA0D1 0,038354001 0,751262995
Exosome  RNA helicase MTR4 P42285 MTREX 0,000547813 0,753877729
Glycogen debranching enzyme P35573 GDE 0,015879646 0,753894507
Ras GTPase-activating protein 1 P20936 RASA1 0,041911852 0,755497413
Ribosome biogenesis protein BOP1 Q14137 BOP1 0,001020587 0,760174336
14-3-3 protein theta P27348 1433T 0,003107498 0,761554456
Paxillin P49023 PAXI 0,020760257 0,763038626
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM50 Q3ZCQ8 TIM50 0,002042434 0,763215185
Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1 Q7L576 CYFP1 0,049746094 0,763382366
Sequestosome-1 Q13501 SQSTM 0,047860547 0,763883453
Protein flightless-1 homolog Q13045 FLII 0,005910047 0,764272031
Protein quaking Q96PU8 QKI 0,042601389 0,764642272
tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase Q08J23 NSUN2 0,005797248 0,766869012
Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2 Q9Y6W5 WASF2 0,024721885 0,767239159
Serine Q13177 PAK2 0,04467625 0,767567032
Liprin-beta-1 Q86W92 LIPB1 0,003248264 0,767882862
Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial Q9H2U2 IPYR2 0,045890482 0,768406544
Succinate--CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial Q96I99 SUCB2 0,017260837 1,302584444
Tricarboxylate transport protein, mitochondrial P53007 TXTP 0,036055201 1,3026872
Prenylcysteine oxidase 1 Q9UHG3 PCYOX 0,020444228 1,302788817
Myeloid-derived growth factor Q969H8 MYDGF 0,005682774 1,303270025
Serine/threonine-protein kinase PAK 2 /threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit P62140 PP1B 0,005512615 1,306003872
Catenin delta-1 O60716 CTND1 0,004519545 1,306173669
COP9 signalosome complex subunit 3 Q9UNS2 CSN3 0,023520255 1,307022695
Secretory carrier-associated membrane protein 3 O14828 SCAM3 0,016642697 1,308994077
5'-nucleotidase domain-containing protein 1 Q5TFE4 NT5D1 0,003922599 1,312555267
Inverted formin-2 Q27J81 INF2 0,007022607 1,313183594
Protein disulfide-isomerase A3 P30101 PDIA3 0,029179944 1,313309469
Extended synaptotagmin-1 Q9BSJ8 ESYT1 0,006440678 1,315747457
Proteasome assembly chaperone 1 O95456 PSMG1 0,020931763 1,317560119
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase beta-3 Q01970 PLCB3 0,020443527 1,319089242
SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein O75368 SH3L1 0,041102039 1,324099169
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 P04844 RPN2 0,005189401 1,325793039
ATP-dependent RNA helicase DDX54 Q8TDD1 DDX54 0,004404229 1,32822669
Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial Q9Y3E5 PTH2 0,004029186 1,330786493
Cancer-related nucleoside-triphosphatase Q9BSD7 NTPCR 0,033930055 1,330864496
Adenine phosphoribosyltransferase P07741 APT 0,008080778 1,335270524
Rho guanine nucleotide exchange factor 2 Q92974 ARHG2 0,015557903 1,335591263
Transmembrane protein 214 Q6NUQ4 TM214 0,017173368 1,335594206
Dipeptidyl peptidase 3 Q9NY33 DPP3 0,016754327 1,338243106
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA helicase DHX15 O43143 DHX15 0,040438255 1,338753338
Calreticulin P27797 CALR 0,018817869 1,344986157
Presequence protease, mitochondrial Q5JRX3 PREP 0,04436028 1,345161614
Endoplasmic reticulum resident protein 44 Q9BS26 ERP44 0,021700567 1,347706244
Neuroplastin Q9Y639 NPTN 0,006907731 1,348310101
AMP deaminase 2 Q01433 AMPD2 0,00740558 1,35002126
Gelsolin P06396 GELS 0,034875745 1,35008611
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit STT3A P46977 STT3A 0,001279772 1,35064282
Translationally-controlled tumor protein P13693 TCTP 0,008702022 1,353615919
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 P09936 UCHL1 0,002567512 1,358642315
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar1 O75746 CMC1 0,031846978 1,366455219
Serine/threonine-protein phosphatase 6 catalytic subunit O00743 PPP6 0,017928135 1,369451357
Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial P24752 THIL 0,015246238 1,374018739
DnaJ homolog subfamily B member 11 Q9UBS4 DJB11 0,029996089 1,375739789
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 Q02809 PLOD1 0,025172784 1,378698867
Drebrin-like protein Q9UJU6 DBNL 0,016898442 1,379917908
Tumor necrosis factor alpha-induced protein 2 Q03169 TNAP2 0,013241306 1,386927483
NudC domain-containing protein 3 Q8IVD9 NUDC3 0,005701057 1,387346834
Protein transport protein Sec23A Q15436 SC23A 0,023040469 1,388669598
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B P23284 PPIB 0,015115206 1,389340484
Acyl-CoA dehydrogenase family member 9, mitochondrial Q9H845 ACAD9 0,00353577 1,390054575
Protein Mpv17 P39210 MPV17 0,019587588 1,390552389
Protein FAM49B Q9NUQ9 FA49B 0,015335907 1,394057135
Mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic factor P55145 MANF 0,036903405 1,395235031
Endoplasmic reticulum resident protein 29 P30040 ERP29 0,003348692 1,397701291
Matrix metalloproteinase-14 P50281 MMP14 0,006938844 1,4063792
U2 small nuclear ribonucleoprotein A' P09661 RU2A 0,002432252 1,406441799
Ornithine aminotransferase, mitochondrial P04181 OAT 0,006717838 1,406957263
Vacuolar protein sorting-associated protein 51 homolog Q9UID3 VPS51 0,003169653 1,407807896
Argininosuccinate synthase P00966 ASSY 0,030854267 1,408998032
Reticulocalbin-2 Q14257 RCN2 0,035640948 1,414975044
Vacuolar protein sorting-associated protein 29 Q9UBQ0 VPS29 0,04385254 1,423185898
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2 P13473 LAMP2 0,025652485 1,428170696
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial A0A0A0MSE2 A0A0A0MSE2 0,015334185 1,42851438
ATP-dependent RNA helicase DDX50 Q9BQ39 DDX50 0,010677226 1,435443409
Bifunctional glutamate/proline--tRNA ligase P07814 SYEP 0,029492548 1,437061529
UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase 1 Q9NYU2 UGGG1 0,015952617 1,43870842
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 Q13907 IDI1 0,013027772 1,439936735
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial P11177 ODPB 0,012457881 1,441198173
Microsomal glutathione S-transferase 3 O14880 MGST3 0,010244212 1,450426399
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 O60568 PLOD3 0,037201876 1,452619198
60S ribosome subunit biogenesis protein NIP7 homolog J3QLW7 J3QLW7 0,045949874 1,4561485
Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic P54687 BCAT1 0,049863069 1,456606754
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OCIA domain-containing protein 1 Q9NX40 OCAD1 0,010354933 1,461608769
Cleavage stimulation factor subunit 3 Q12996 CSTF3 0,014816685 1,463179328
Sideroflexin-3 Q9BWM7 SFXN3 0,028343036 1,472811472
Cullin-4B Q13620 CUL4B 0,034907792 1,476193355
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial P30837 AL1B1 0,046474524 1,487595359
Galactokinase P51570 GALK1 0,00699006 1,488697781
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10 Q96AY3 FKB10 0,024665021 1,492988654
Minor histocompatibility antigen H13 Q8TCT9 HM13 0,003844513 1,493574341
Adenylate kinase isoenzyme 1 P00568 KAD1 0,001664037 1,495810949
Recombining binding protein suppressor of hairless Q06330 SUH 0,017064014 1,504075557
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2, mitochondrial O75306 NDUS2 0,00501379 1,510824703
Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 6 A0AVT1 UBA6 0,001403819 1,516972255
2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial Q16698 DECR 0,012318673 1,520970562
Methyltransferase-like protein 7A Q9H8H3 MET7A 0,029820008 1,535588076
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic Q01581 HMCS1 0,015457944 1,54787648
BRISC and BRCA1-A complex member 1 Q9NWV8 BABA1 0,01703272 1,556589611
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit J O75822 EIF3J 0,028094159 1,58034395
CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 2 Q8N5K1 CISD2 0,010206681 1,586310473
Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic P56192 SYMC 0,024241335 1,595153134
Malectin Q14165 MLEC 0,01113923 1,60090569
Cytosolic non-specific dipeptidase Q96KP4 CNDP2 0,000507265 1,60387827
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C P45877 PPIC 0,021901294 1,62877662
Putative helicase MOV-10 Q9HCE1 MOV10 0,030687388 1,647175806
Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein O75352 MPU1 0,004970927 1,651922004
Rho-related GTP-binding protein RhoC P08134 RHOC 0,000515553 1,666108072
Glutamine--tRNA ligase P47897 SYQ 0,003601587 1,688675122
Reticulon-3 O95197 RTN3 0,004282072 1,700585923
Very-long-chain enoyl-CoA reductase Q9NZ01 TECR 0,011825905 1,709019904
Catechol O-methyltransferase P21964 COMT 0,000704248 1,760923822
Histone-arginine methyltransferase CARM1 Q86X55 CARM1 0,007090303 1,78582979
ADP/ATP translocase 2 P05141 ADT2 0,007724425 1,786579564
Actin, alpha cardiac muscle 1 P68032 ACTC 0,015609428 1,793930591
40S ribosomal protein S5 P46782 RS5 0,007198988 1,805935849
La-related protein 1 Q6PKG0 LARP1 0,002184763 1,808368838
Cell division cycle 5-like protein Q99459 CDC5L 0,001017125 1,81355912
Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 3 Q9P035 HACD3 0,00632301 1,850858649
Lanosterol synthase P48449 ERG7 0,000369734 1,870827666
DnaJ homolog subfamily C member 13 O75165 DJC13 0,001042089 1,879210095
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex, mitochondrial P10515 ODP2 0,014494024 1,90635732
Deoxynucleoside triphosphate triphosphohydrolase SAMHD1 Q9Y3Z3 SAMH1 0,006098188 1,91701107
Protein AHNAK2 Q8IVF2 AHNK2 0,002317928 1,958150053
Protein transport protein Sec61 subunit beta P60468 SC61B 3,95161E-07 2,014083604
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 3 O95573 ACSL3 0,02616664 2,034254541
Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 3A Q6IN85 P4R3A 0,000221528 2,072554956
DnaJ homolog subfamily C member 11 Q9NVH1 DJC11 0,016379406 2,098654973
Guanine nucleotide-binding protein G(k) subunit alpha P08754 GNAI3 0,000595168 2,269944842
DAZ-associated protein 1 Q96EP5 DAZP1 0,004335934 2,352010769
Myelin expression factor 2 Q9P2K5 MYEF2 0,002710948 2,43488697
BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 Q96CX2 KCD12 0,001705834 2,69260292
Golgin subfamily A member 3 Q08378 GOGA3 0,002127203 2,732261662
Microtubule-associated protein 1A E9PGC8 MAP1A 0,013976429 3,109403848
Heat shock 70 kDa protein 1A P0DMV8 HS71A 1,6875E-05 3,179433025
GDP-fucose protein O-fucosyltransferase 1 Q9H488 OFUT1 0,000918176 3,238264052
Protease P03253 L3 0,000478636 3,422414641
Protein CutA O60888 CUTA 0,003691939 5,98245941
Preterminal protein P04499 PTP 6,97869E-06 7,065164814
Proteasome adapter and scaffold protein ECM29 Q5VYK3 ECM29 0,002074669 8,666582802
Packaging protein 3 P04496 L1 0,000249191 9,083559458
E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 Q14669 TRIPC 0,000106776 9,211380962
Acetoacetyl-CoA synthetase Q86V21 AACS 0,000712074 13,07111049
AH receptor-interacting protein O00170 AIP 3,96384E-05 13,56363256
Microtubule-associated protein 2 P11137 MTAP2 0,00015582 14,47391438
E1B protein, small T-antigen P03246 0,000293208 15,29483969
DNA-binding protein P03265 DBP 6,40242E-05 15,4993919
Pre-hexon-linking protein IIIa P12537 L1 4,78215E-05 17,69878847
Core-capsid bridging protein P24938 L2 4,34012E-05 18,57458767
Protein 33K P24940 L4 4,07347E-05 18,97663442
Pre-hexon-linking protein VIII P24936 L4 8,77848E-05 19,43044521
Pre-histone-like nucleoprotein P68951 5,41039E-05 21,52643226
Fiber protein P11818 L5 6,82322E-06 23,55894033
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha Q9BTU6 P4K2A 0,00080228 30,40952141
Shutoff protein P24933 L4 1,65134E-05 30,78060534
Hexon-interlacing protein P03281 IX 1,01595E-05 33,81085714
Penton protein P12538 L2 8,28041E-05 34,5471533
Packaging protein 1 P03271 IVa2 0,000115196 35,12970881
Hexon protein P04133 L3 3,3863E-05 52,0809696
Pre-protein VI P24937 L3 7,65774E-05 54,33971482
UBX domain-containing protein 6 Q9BZV1 UBXN6 5,77343E-05 376,1441302
Early E3 14.5 kDa protein P04493 2,6474E-06 1307,886202
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Proteínas adenovirales 
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Descripción Acceso Uniprot Gen pVal TC
Histone H3.1 P68431 H31 0,040257423 0,365862221
DNA topoisomerase 2-alpha P11388 TOP2A 0,044520067 0,682203159
General transcription factor II-I P78347 GTF2I 0,007145903 0,716225774
GPI transamidase component PIG-T Q969N2 PIGT 0,048243844 0,727312135
Cleavage stimulation factor subunit 1 Q05048 CSTF1 0,019041346 0,747484041
Serine/threonine-protein kinase VRK1 Q99986 VRK1 0,001863468 0,762731342
Ankyrin repeat and MYND domain-containing protein 2 Q8IV38 ANKY2 0,006616405 1,316917801
Protease P03253 L3 0,029513223 1,332702976
Lanosterol synthase P48449 ERG7 0,00127799 1,333368565
BRISC and BRCA1-A complex member 1 Q9NWV8 BABA1 0,017779195 1,349219516
Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1 Q02809 PLOD1 0,04378948 1,360671767
NAD(P) transhydrogenase, mitochondrial Q13423 NNTM 0,003004697 1,384063579
U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A Q9BVJ6 UT14A 0,036465006 1,486234691
Proteasome adapter and scaffold protein ECM29 Q5VYK3 ECM29 0,021514558 1,501778609
THUMP domain-containing protein 1 Q9NXG2 THUM1 0,018504476 1,542046362
BTB/POZ domain-containing protein KCTD12 Q96CX2 KCD12 0,018945581 1,625740341
E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 Q14669 TRIPC 0,038316675 1,685337782
Heat shock 70 kDa protein 1A P0DMV8 HS71A 0,00843428 1,778910552
HLA class II histocompatibility antigen, DRB1-15 beta chain P01911 2B1F 0,019348888 1,870215607
Lysophospholipase-like protein 1 Q5VWZ2 LYPL1 0,039279459 1,99283401
Preterminal protein P04499 PTP 0,005809213 2,037224946
Acetoacetyl-CoA synthetase Q86V21 AACS 0,00931967 2,070716729
Packaging protein 3 P04496 L1 0,019150044 2,162273693
Pre-hexon-linking protein VIII P24936 L4 0,009639636 2,485675096
Pre-hexon-linking protein IIIa P12537 L1 0,011715421 2,539204454
Core-capsid bridging protein P24938 L2 0,00941268 2,812126297
Fiber protein P11818 L5 0,004059411 3,086174257
Protein 33K P24940 L4 0,005533574 3,169302785
Phosphatidylinositol 4-kinase type 2-alpha Q9BTU6 P4K2A 0,005891302 3,397079034
E1B protein, small T-antigen P03246 0,011485977 3,406046652
Pre-histone-like nucleoprotein P68951 0,004341075 3,687912822
Hexon-interlacing protein P03281 IX 0,002760258 3,967956822
Penton protein P12538 L2 0,006370116 3,974188629
DNA-binding protein P03265 DBP 0,002853539 4,550620037
Microtubule-associated protein 2 P11137 MTAP2 0,002867056 4,568403646
Shutoff protein P24933 L4 0,002841799 4,870266487
Hexon protein P04133 L3 0,003231738 5,362556202
Pre-protein VI P24937 L3 0,004542031 5,730881973
Packaging protein 1 P03271 IVa2 0,003406341 7,91319114
Early E3 14.5 kDa protein P04493 0,000121682 121,6197408

Proteínas celulares y adenovirales diferencialmente expresadas por las células de glioblastoma 
U87 infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD a las 24hpi

Tabla suplementaria 6
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Tasa de cambio 

A
ne

xo
s

169



pVal TC pVal TC
P03246 0,011485977 3,406046652 0,000293208 15,29483969
P03253 L3 0,029513223 1,332702976 0,000478636 3,422414641
P03265 DBP 0,002853539 4,550620037 6,40242E-05 15,4993919
P03271 IVa2 0,003406341 7,91319114 0,000115196 35,12970881
P03281 IX 0,002760258 3,967956822 1,01595E-05 33,81085714
P04133 L3 0,003231738 5,362556202 3,3863E-05 52,0809696
P04493 0,000121682 121,6197408 2,6474E-06 1307,886202
P04496 L1 0,019150044 2,162273693 0,000249191 9,083559458
P04499 PTP 0,005809213 2,037224946 6,97869E-06 7,065164814
P0DMV8 HS71A 0,00843428 1,778910552 1,6875E-05 3,179433025
P11137 MTAP2 0,002867056 4,568403646 0,00015582 14,47391438
P11818 L5 0,004059411 3,086174257 6,82322E-06 23,55894033
P12537 L1 0,011715421 2,539204454 4,78215E-05 17,69878847
P12538 L2 0,006370116 3,974188629 8,28041E-05 34,5471533
P24933 L4 0,002841799 4,870266487 1,65134E-05 30,78060534
P24936 L4 0,009639636 2,485675096 8,77848E-05 19,43044521
P24937 L3 0,004542031 5,730881973 7,65774E-05 54,33971482
P24938 L2 0,00941268 2,812126297 4,34012E-05 18,57458767
P24940 L4 0,005533574 3,169302785 4,07347E-05 18,97663442
P48449 ERG7 0,00127799 1,333368565 0,000369734 1,870827666
P68951 0,004341075 3,687912822 5,41039E-05 21,52643226
Q02809 PLOD1 0,04378948 1,360671767 0,025172784 1,378698867
Q14669 TRIPC 0,038316675 1,685337782 0,000106776 9,211380962
Q5VYK3 ECM29 0,021514558 1,501778609 0,002074669 8,666582802
Q86V21 AACS 0,00931967 2,070716729 0,000712074 13,07111049
Q96CX2 KCD12 0,018945581 1,625740341 0,001705834 2,69260292
Q9BTU6 P4K2A 0,005891302 3,397079034 0,00080228 30,40952141
Q9NWV8 BABA1 0,017779195 1,349219516 0,01703272 1,556589611
P01911 2B1F 0,019348888 1,870215607
Q13423 NNTM 0,003004697 1,384063579
Q5VWZ2 LYPL1 0,039279459 1,99283401
Q8IV38 ANKY2 0,006616405 1,316917801
Q9BVJ6 UT14A 0,036465006 1,486234691
Q9NXG2 THUM1 0,018504476 1,542046362
A0A0A0MSE2 A0A0A0MSE2 0,015334185 1,42851438
A0AVT1 UBA6 0,001403819 1,516972255
E9PGC8 E9PGC8 0,013976429 3,109403848
J3QLW7 J3QLW7 0,045949874 1,4561485
O00170 AIP 3,96384E-05 13,56363256
O00743 PPP6 0,017928135 1,369451357
O14828 SCAM3 0,016642697 1,308994077
O14880 MGST3 0,010244212 1,450426399
O43143 DHX15 0,040438255 1,338753338
O60568 PLOD3 0,037201876 1,452619198

Proteoma diferencial común a las 24 y 48hpi de las células U87 con el 
adenovirus Delta-24-RGD

24hpi 48hpi
Acceso Uniprot Gen
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O60716 CTND1 0,004519545 1,306173669
O60888 CUTA 0,003691939 5,98245941
O75165 DJC13 0,001042089 1,879210095
O75306 NDUS2 0,00501379 1,510824703
O75352 MPU1 0,004970927 1,651922004
O75368 SH3L1 0,041102039 1,324099169
O75746 CMC1 0,031846978 1,366455219
O75822 EIF3J 0,028094159 1,58034395
O95197 RTN3 0,004282072 1,700585923
O95456 PSMG1 0,020931763 1,317560119
O95573 ACSL3 0,02616664 2,034254541
P00568 KAD1 0,001664037 1,495810949
P00966 ASSY 0,030854267 1,408998032
P04181 OAT 0,006717838 1,406957263
P04844 RPN2 0,005189401 1,325793039
P05141 ADT2 0,007724425 1,786579564
P06396 GELS 0,034875745 1,35008611
P07741 APT 0,008080778 1,335270524
P07814 SYEP 0,029492548 1,437061529
P08134 RHOC 0,000515553 1,666108072
P08754 GNAI3 0,000595168 2,269944842
P09661 RU2A 0,002432252 1,406441799
P09936 UCHL1 0,002567512 1,358642315
P10515 ODP2 0,014494024 1,90635732
P11177 ODPB 0,012457881 1,441198173
P13473 LAMP2 0,025652485 1,428170696
P13693 TCTP 0,008702022 1,353615919
P21964 COMT 0,000704248 1,760923822
P23284 PPIB 0,015115206 1,389340484
P24752 THIL 0,015246238 1,374018739
P27797 CALR 0,018817869 1,344986157
P30040 ERP29 0,003348692 1,397701291
P30101 PDIA3 0,029179944 1,313309469
P30837 AL1B1 0,046474524 1,487595359
P39210 MPV17 0,019587588 1,390552389
P45877 PPIC 0,021901294 1,62877662
P46782 RS5 0,007198988 1,805935849
P46977 STT3A 0,001279772 1,35064282
P47897 SYQ 0,003601587 1,688675122
P50281 MMP14 0,006938844 1,4063792
P51570 GALK1 0,00699006 1,488697781
P53007 TXTP 0,036055201 1,3026872
P54687 BCAT1 0,049863069 1,456606754
P55145 MANF 0,036903405 1,395235031
P56192 SYMC 0,024241335 1,595153134
P60468 SC61B 3,95161E-07 2,014083604
P62140 PP1B 0,005512615 1,306003872
P68032 ACTC 0,015609428 1,793930591
Q01433 AMPD2 0,00740558 1,35002126
Q01581 HMCS1 0,015457944 1,54787648
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Q01970 PLCB3 0,020443527 1,319089242
Q03169 TNAP2 0,013241306 1,386927483
Q06330 SUH 0,017064014 1,504075557
Q08378 GOGA3 0,002127203 2,732261662
Q12996 CSTF3 0,014816685 1,463179328
Q13620 CUL4B 0,034907792 1,476193355
Q13907 IDI1 0,013027772 1,439936735
Q14165 MLEC 0,01113923 1,60090569
Q14257 RCN2 0,035640948 1,414975044
Q15436 SC23A 0,023040469 1,388669598
Q16698 DECR 0,012318673 1,520970562
Q27J81 INF2 0,007022607 1,313183594
Q5JRX3 PREP 0,04436028 1,345161614
Q5TFE4 NT5D1 0,003922599 1,312555267
Q6IN85 P4R3A 0,000221528 2,072554956
Q6NUQ4 TM214 0,017173368 1,335594206
Q6PKG0 LARP1 0,002184763 1,808368838
Q86X55 CARM1 0,007090303 1,78582979
Q8IVD9 NUDC3 0,005701057 1,387346834
Q8IVF2 AHNK2 0,002317928 1,958150053
Q8N5K1 CISD2 0,010206681 1,586310473
Q8TCT9 HM13 0,003844513 1,493574341
Q8TDD1 DDX54 0,004404229 1,32822669
Q92974 ARHG2 0,015557903 1,335591263
Q969H8 MYDGF 0,005682774 1,303270025
Q96AY3 FKB10 0,024665021 1,492988654
Q96EP5 DAZP1 0,004335934 2,352010769
Q96I99 SUCB2 0,017260837 1,302584444
Q96KP4 CNDP2 0,000507265 1,60387827
Q99459 CDC5L 0,001017125 1,81355912
Q9BQ39 DDX50 0,010677226 1,435443409
Q9BS26 ERP44 0,021700567 1,347706244
Q9BSD7 NTPCR 0,033930055 1,330864496
Q9BSJ8 ESYT1 0,006440678 1,315747457
Q9BWM7 SFXN3 0,028343036 1,472811472
Q9BZV1 UBXN6 5,77343E-05 376,1441302
Q9H488 OFUT1 0,000918176 3,238264052
Q9H845 ACAD9 0,00353577 1,390054575
Q9H8H3 MET7A 0,029820008 1,535588076
Q9HCE1 MOV10 0,030687388 1,647175806
Q9NUQ9 FA49B 0,015335907 1,394057135
Q9NVH1 DJC11 0,016379406 2,098654973
Q9NX40 OCAD1 0,010354933 1,461608769
Q9NY33 DPP3 0,016754327 1,338243106
Q9NYU2 UGGG1 0,015952617 1,43870842
Q9NZ01 TECR 0,011825905 1,709019904
Q9P035 HACD3 0,00632301 1,850858649
Q9P2K5 MYEF2 0,002710948 2,43488697
Q9UBQ0 VPS29 0,04385254 1,423185898
Q9UBS4 DJB11 0,029996089 1,375739789
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Q9UHG3 PCYOX 0,020444228 1,302788817
Q9UID3 VPS51 0,003169653 1,407807896
Q9UJU6 DBNL 0,016898442 1,379917908
Q9UNS2 CSN3 0,023520255 1,307022695
Q9Y3E5 PTH2 0,004029186 1,330786493
Q9Y3Z3 SAMH1 0,006098188 1,91701107
Q9Y639 NPTN 0,006907731 1,348310101
P11388 TOP2A 0,044520067 0,682203159 0,02581777 0,427256106
P68431 H31 0,040257423 0,365862221 0,032519743 0,336989151
P78347 GTF2I 0,007145903 0,716225774 0,007781638 0,606505413
Q05048 CSTF1 0,019041346 0,747484041 0,026705112 0,390004614
Q969N2 PIGT 0,048243844 0,727312135 0,045967346 0,638854587
Q99986 VRK1 0,001863468 0,762731342
A0A087WY61 A0A087WY61 0,005320995 0,67108284
A0A0J9YWL0 A0A0J9YWL0 0,016264534 0,731427512
F8W726 F8W726 0,000243685 0,641199583
G3V5R9 G3V5R9 0,017654983 0,731462486
K7ELT6 K7ELT6 0,000259323 0,654077362
O00541 PESC 0,04028721 0,704968598
O00560 SDCB1 0,015806763 0,619103011
O00764 PDXK 0,004802618 0,611598345
O14786 NRP1 0,013698699 0,1368839
O15160 RPAC1 0,000608016 0,419512066
O43172 PRP4 0,043450924 0,635531824
O75190 DNJB6 0,00431861 0,648853695
O76031 CLPX 0,000130448 0,681633532
O95793 STAU1 0,003582628 0,717676792
P05387 RLA2 0,041150203 0,433614938
P09417 DHPR 0,01750727 0,646051934
P0DMV1 CT458 0,004756314 0,662534812
P10644 KAP0 0,042411955 0,672389212
P11387 TOP1 0,005677572 0,69097541
P17252 KPCA 0,00482473 0,327731962
P20936 RASA1 0,041911852 0,755497413
P21127 CD11B 0,014602231 0,445067463
P27348 1433T 0,003107498 0,761554456
P28482 MK01 0,025409079 0,706666761
P30566 PUR8 0,006107064 0,733887176
P30876 RPB2 0,000797679 0,497359819
P33991 MCM4 0,029032802 0,748446371
P35573 GDE 0,015879646 0,753894507
P35637 FUS 0,004788865 0,711395099
P36578 RL4 0,008698866 0,65943113
P42285 MTREX 0,000547813 0,753877729
P49023 PAXI 0,020760257 0,763038626
P51858 HDGF 0,012686816 0,603817723
P52292 IMA1 0,036631508 0,624303102
P52789 HXK2 0,002526164 0,711645478
P55039 DRG2 0,021590706 0,697985303
P55263 ADK 0,014824756 0,713562995
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P61313 RL15 0,004091756 0,743102281
P61421 VA0D1 0,038354001 0,751262995
P62266 RS23 0,00384315 0,730859781
P62314 SMD1 0,039738315 0,729585282
P62424 RL7A 0,048513743 0,713674637
Q01085 TIAR 0,002430176 0,692106817
Q01844 EWS 0,001466126 0,688114116
Q02878 RL6 0,047236148 0,621076962
Q04828 AK1C1 0,047422372 0,671072637
Q05639 EF1A2 0,011702539 0,741451497
Q07020 RL18 0,012780784 0,690882694
Q08380 LG3BP 0,011297542 0,37350953
Q08J23 NSUN2 0,005797248 0,766869012
Q09161 NCBP1 0,007673618 0,742351752
Q13045 FLII 0,005910047 0,764272031
Q13151 ROA0 0,000448608 0,661032272
Q13177 PAK2 0,04467625 0,767567032
Q13425 SNTB2 0,009932567 0,447772489
Q13501 SQSTM 0,047860547 0,763883453
Q13617 CUL2 0,00302238 0,580165602
Q13685 AAMP 0,002513468 0,566329991
Q13868 EXOS2 0,001470624 0,657183793
Q14137 BOP1 0,001020587 0,760174336
Q14192 FHL2 0,021169789 0,503760163
Q15021 CND1 0,007285638 0,696047376
Q15397 PUM3 0,000929979 0,552451221
Q15427 SF3B4 0,012008675 0,71948277
Q16186 ADRM1 0,004891689 0,587235528
Q16678 CP1B1 0,004012326 0,225904644
Q3ZCQ8 TIM50 0,002042434 0,763215185
Q4J6C6 PPCEL 0,002920131 0,670089593
Q6P5R6 RL22L 0,001320004 0,60183497
Q7L576 CYFP1 0,049746094 0,763382366
Q86W92 LIPB1 0,003248264 0,767882862
Q8IY81 SPB1 0,001789694 0,595233696
Q8NAV1 PR38A 0,040518341 0,705463052
Q8NFV4 ABHDB 0,022079347 0,6968773
Q8TAQ2 SMRC2 0,003591485 0,577630526
Q8TDN6 BRX1 0,005380752 0,444622111
Q92734 TFG 0,002658221 0,633533569
Q92804 RBP56 0,049483094 0,709262546
Q92979 NEP1 0,024286348 0,733672782
Q96PU8 QKI 0,042601389 0,764642272
Q9BQE3 TBA1C 0,001518676 0,693461908
Q9BSH4 TACO1 0,000622817 0,693758711
Q9BXJ9 NAA15 0,001225422 0,733709156
Q9BYG3 MK67I 0,030176445 0,702631401
Q9BZK7 TBL1R 0,02887232 0,672818192
Q9H2U2 IPYR2 0,045890482 0,768406544
Q9H4A6 GOLP3 0,013089989 0,678535315
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Q9H7Z7 PGES2 0,008162884 0,57585569
Q9H9J2 RM44 0,034086748 0,692349186
Q9HBI1 PARVB 0,012406727 0,608942962
Q9NS69 TOM22 0,022021722 0,718361852
Q9NX62 IMPA3 0,00469689 0,710134045
Q9NZN4 EHD2 0,005258738 0,622071299
Q9P0I2 EMC3 0,006961674 0,654781926
Q9P0K7 RAI14 0,007855964 0,677614496
Q9P0V9 SEPT_10 0,029521613 0,740872883
Q9UBB6 NCDN 0,009307135 0,73906565
Q9UBF2 COPG2 0,032775762 0,684009391
Q9UDY2 ZO2 0,003733884 0,590691049
Q9UHB9 SRP68 0,004045665 0,550947833
Q9UIQ6 LCAP 6,69849E-05 0,524280241
Q9ULX3 NOB1 0,002153725 0,649471915
Q9Y3D9 RT23 0,010397332 0,684872044
Q9Y4P3 TBL2 0,013480931 0,553174771
Q9Y570 PPME1 0,024016324 0,635935538
Q9Y5K6 CD2AP 0,035446324 0,6237142
Q9Y5X1 SNX9 0,010964925 0,516286687
Q9Y6W5 WASF2 0,024721885 0,767239159

No hay cambios en los niveles de expresión
Proteínas adenovirales
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Disminución en los niveles de expresión
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Acceso Uniprot (Proteínas 
celulares) Gen Descripción 6hpi 10hpi 24hpi 48hpi

Q14137 BOP1 Ribosome biogenesis protein BOP1 0,633321988 0,509911136 0,760174336
Q9BVJ6 UT14A U3 small nucleolar RNA-associated protein 14 homolog A 0,643307479 0,545604248 1,486234691
Q92804 RBP56 TATA-binding protein-associated factor 2N 0,707795564 0,709262546
Q9BYG3 MK67I MKI67 FHA domain-interacting nucleolar phosphoprotein 0,481541942 0,702631401
Q12996 CSTF3 Cleavage stimulation factor subunit 3 2,320704025 1,463179328
P23284 PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 1,691524644 1,919743668 1,389340484
P35637 FUS RNA-binding protein FUS 2,14970879 2,301175963 0,711395099
P52292 IMA1 Importin subunit alpha-1 1,530939952 1,709338365 0,624303102
P51858 HDGF Hepatoma-derived growth factor 1,367429689 1,645765938 0,603817723
O15160 RPAC1 DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1 0,694777527 0,419512066
Q13501 SQSTM Sequestosome-1 0,599101502 0,763883453
E9PGC8 MAP1A Microtubule-associated protein 1A 2,436567383 3,109403848
F8W726 UBAP2L Ubiquitin-associated protein 2-like 2,169595231 0,641199583
P05387 RLA2 60S acidic ribosomal protein P2 2,575304602 0,433614938
P33991 MCM4 DNA replication licensing factor MCM4 3,067577996 0,748446371
P62266 RS23 40S ribosomal protein S23 1,389175921 0,730859781
Q01085 TIAR Nucleolysin TIAR 1,385929862 0,692106817
Q9NVH1 DJC11 DnaJ homolog subfamily C member 11 2,176731652 2,098654973
P04844 RPN2 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase subunit 2 1,451687523 1,325793039
Q96KP4 CNDP2 Cytosolic non-specific dipeptidase 1,459519176 1,60387827

Acceso Uniprot (Proteínas 
adenovirales)

P03246 N/A E1B protein, small T-antigen 1,671651805 3,406046652 15,29483969
P03281 IX Hexon-interlacing protein 1,582434687 2,776778022 3,967956822 33,81085714
P04496 L1 Packaging protein 3 2,444372409 3,672146001 2,162273693 9,083559458
P11818 L5 Fiber protein 1,981012848 3,134575571 3,086174257 23,55894033
P12537 L1 Pre-hexon-linking protein IIIa 1,737936731 2,854198958 2,539204454 17,69878847
P12538 L2 Penton protein 2,070094811 3,340028387 3,974188629 34,5471533
P24938 L2 Core-capsid bridging protein 1,538945746 2,697764585 2,812126297 18,57458767
P24940 L4 Protein 33K 1,955161626 2,973625873 3,169302785 18,97663442
P68951 N/A Pre-histone-like nucleoprotein 1,587849472 2,161400206 3,687912822 21,52643226
P24937 L3 Pre-protein VI 2,085343021 3,476295746 5,730881973 54,33971482
P04493 N/A Early E3 14.5 kDa protein 2,214624657 121,6197408 1307,886202
P24933 L4 Shutoff protein 1,789466138 2,181952419 4,870266487 30,78060534
P04133 L3 Hexon protein 1,978571233 3,00808656 5,362556202 52,0809696
P03253 L3 Protease 1,671651805 1,332702976 3,422414641
P03265 DBP DNA-binding protein 1,640908111 4,550620037 15,4993919
P03271 IVa2 Packaging protein 1 1,429406755 7,91319114 35,12970881

TC

Disminución en los niveles de expresión              
Aumento en los niveles de expresión
No hay cambios en los niveles de expresión

Tasa de cambio

TC

Proteoma diferencial común durante la replicación adenoviral y el inicio del proceso 
autofágico
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