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RESUMO

Guimardes, L.O Caracterizacdo de subpopulacdes de Leucemia Mieldide Aguda
portadora do rearranjo MLL quanto a resposta diferencial ao tratamento em longo
prazo com Citarabina. 2015. 171p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

A natureza heterogénea da Leucemia Mieldide Aguda (LMA) tornou-se um desafio para o
sucesso da quimioterapia convencional com o agente Citarabina (Ara-C), especialmente em
leucemias com progndstico desfavoravel, como aquelas portadoras do rearranjo MLL. Visto
que as células de LMA-MLL sdo consideradas sensiveis ao Ara-C quando comparadas as
leucemias que ndo apresentam o rearranjo, mas a recaida a doenca é frequente, a presente tese
propbs estudar a relacdo entre caracteristicas bioldgicas relacionadas as bases da resistémcia
ao Ara-C em LMA-MLL. A abordagem proposta foi a sele¢do de subpopulacdes de linhagens
celulares portadoras do rearranjo MLL submetidas ao tratamento em longo prazo com Ara-C,
comparando-as com as linhagens ndo expostas a droga. As células foram caracterizadas
quanto: 1) ao potencial proliferativo na presenca ou auséncia de Ara-C; 2) a distribuicdo das
células no ciclo celular; 3) a distribuicdo de marcadores classicos de superficie de células-
tronco hematopoiéticas, CD34 e CD38; e 4) o perfil de expressdo global dos RNAs
transcritos. O tratamento em longo prazo selecionou células mais resistentes ao Ara-C que as
células parentais. Além disso, quanto ao ciclo celular, as células selecionadas com Ara-C
apresentaram apoptose reduzida (fase sub-G1), acimulo na fase de sintese (fase S) e aumento
da capacidade proliferativa ap6s reexposicdo a droga (fase G2-M). Quanto a analise de
marcadores de células-tronco hematopoiéticas, observou-se que apds o tratamento em longo
com Ara-C, uma das linhagens celulares apresentou distribuicdo bimodal do marcador CD38.
Quando separadas por sorting em citometria de fluxo, observou-se que as subpopula¢des com
niveis distintos de expressdo de CD38, denominadas MV-4-11 CD38"9" e MV-4-11 CD38-*"
apresentaram resposta distinta ao tratamento com Ara-C. Quando avaliadas quanto ao perfil
global de expressdo génica, constatou-se que MV-4-11 CD38™'9" eram mais semelhantes as
células parentais, e que MV-4-11 CD38°" formavam um grupo isolado, distinto das outras
duas populacdes celulares. A analise de ontologia génica (GO) evidenciou que entre as
categorias mais representativas de processos biologicos estavam atividades associadas a
capacidade proliferativa, ao desenvolvimento e a resposta a estimulos. As analises de
agrupamentos hierarquicos mostraram que: 1) o cluster de genes do desenvolvimento HOXA
estava mais expresso nas células MV-4-11 CD38"" do que em MV-4-11 CD38™M" que



apresentaram expressao mais elevada do cluster HOXB; 2) o gene HOX mais diferencialmente
expresso foi HOXAL3, associado na literatura com progndstico desfavoravel em outros tipos
de cancer; 3) dos genes associados a resposta a estimulos, o Unico relacionado a via de
metabolizacdo do Ara-C diferencialmente expresso entre as linhagens foi NME1; 4) aqueles
que participam das vias de reparo de pareamento incorreto, reparo por excisao de bases e por
excisdo de nucleotideos encontraram-se mais expressos nas células MV-4-11 CD38"9" que
em MV-4-11 CD38"". Além disso, diversas quinases dependentes de ciclinas (CDKS)
também estiveram diferencialmente expressas entre MV-4-11 CD38™9" e MV-4-11 CD38-"".
Sugere-se por fim, que o modelo in vitro proposto neste estudo para simular a situacédo de
resisténcia ao Ara-C em subpopulagdes de LMA-MLL, demonstrou que 0s mecanismos de
resposta a Citarabina nesta doenca, vao além de alteracdes na detoxificacdo e metabolizacdo
da droga, e parecem mais associados a vantagens proliferativas e do desenvolvimento das
celulas leucémicas. Estas vias devem ser exploradas como alvos potenciais na terapia

combinada ao Ara-C.

Palavras-chave: Leucemia Mieldide Aguda; proteina MLL; Ara-C; genes HOX; reparo de
DNA



ABSTRACT

Guimarées, L.O. Characterization of subpopulations of Acute Myeloid Leukemia
harboring MLL rearrangements according to differential response to the long-term
treatment with Cytarabine. 2015. 171p. Dissertation (PhD) - Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto.

The heterogeneity of Acute Myeloid Leukemia (AML) became a challenge for the success of
the conventional chemotherapy agent Cytarabine (Ara-C), especially in leukemias with poor
prognosis, as those harboring MLL rearrangement. Since AML-MLL cells are considered
sensitive to Ara-C when compared with leukemias that do not carry the rearrangement, but
relapse is frequent, the present dissertation proposed to study the relationship between
biological characteristics related to the basis of chemoresistance to Ara-C in AML-MLL. We
proposed an approach based on the selection of subpopulations of cell lines bearing MLL
rearrangement submitted to the long-term treatment with Ara-C, comparing them with the cell
lines that were not previously exposed to the drug. The cells were characterized according to:
1) the proliferative potential in the presence and absence of Ara-C; 2) the distribution of the
cells in the cell cycle; 3) distribution of hematopoietic stem cell classic surface markers,
CD34 and CD38; and, 4) global expression profile of transcribed RNAs. The long-term
treatment selected cells that are more resistant to Ara-C than the cells that were not previously
treated (parental cells). Besides, according to cell cycle, the cells selected by Ara-C treatment
present decreased apoptosis (sub-G1 phase), accumulation in the synthesis phase (S-phase)
and increase in the proliferative capability after re-exposition to the drug (G2-M phase).
Regarding the hematopoietic stem cell markers, we observed that after Ara-C long-term
treatment, one of the cell lines exhibited a bimodal distribution of the CD38 marker. When
sorted by flow cytometry, we observed that both subpopulations with distinct levels of CD38
expression, called MV-4-11 CD38™%" and MV-4-11 CD38"" also showed distinct response
to Ara-C. When evaluated regarding to their global gene expression profiles, we verified that
MV-4-11 CD38"9" were more closely related to the parental cells, and MV-4-11 CD38-°"
made up an isolated group, distinct of the other cell populations. Gene ontology (GO) analysis
revealed that among the most representative categories of biological processes, activities
associated with proliferative capability, development and response to stimuli were included.
The hierarchical clustering analysis showed that: 1) the cluster HOXA of genes of
development was more expressed in the MV-4-11 CD38"°" than in the MV-4-11 CD38"'%"

cells, that presented increased expression of HOXB cluster; 2) the most differentially



expressed HOX gene was HOXA13, which according to the literature is associated with poor
prognosis in other types of cancer; 3) among the genes associated with response to stimuli, the
only one related to Ara-C-metabolizing pathway that was differentially expressed between the
cell lines was NMEL; 4) those genes that take part in the mismatch repair, base excision repair
and nucleotide excision repair pathways were more expressed in the MV-4-11 CD38"9" than
in the MV-4-11 CD38""" cells. Additionally, several cyclin-dependent kinases (CDKs) were
also differentially expressed between MV-4-11 CD38"9" and MV-4-11 CD38“°". Finally, we
suggest that the in vitro model proposed in this study to mimic the situation of
chemoresistance to Ara-C in subpopulations of AML-MLL, showed that the mechanisms of
Ara-C response in this disease, go beyond changes in drug detoxification and metabolization,
and seem more associated to proliferative and development advantages of the leukemic cells.

These pathways should be explored as potential targets to Ara-C combination therapies.

Keyworks: Acute Myeloid Leukemia; MLL protein; Ara-C; HOX genes; DNA repair
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I. Introducéo

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma doenca clonal heterogénea resultante do
blogqueio da diferenciacdo de células da linhagem mieldide (Frohling et al., 2005). De acordo
com a Associacdo franco-americana-inglesa (FAB, do inglés French-American-British
Association), a LMA ¢ classificada em dez tipos distintos, dentre estes, M4 (leucemia
mielomonocitica) e M5 (leucemia monocitica), em quede 6 a 8% dos casos estdo associados
ao rearranjo do gene MLL (Bennett et al.,, 1985). O gene MLL codifica uma proteina
encontrada em fusdo com mais de 60 proteinas diferentes, e tais parceiros de fusdo de MLL
desempenham funcBes que vao desde a regulacdo da expressdo génica até organizacdo do
citoesqueleto, e participacdo no ciclo celular (Bernt e Armstrong, 2011).

Em LMA, a quimioterapia convencionalmente aplicada baseia-se na combinacdo dos
agentes Citarabina (Ara-C) e uma antraciclina. Ara-C é um nucleosideo analogo de citosina,
que em sua forma ativa - Ara-CTP, é incorporado, e inibe a sintese do DNA por meio da
competicdo com o substrato natural (desoxicitosina) (Prenkert, 2010). Apesar de responderem
satisfatoriamente ao tratamento com Citarabina e serem consideradas mais sensiveis a droga
que outras leucemias (Stam et al., 2006), as leucemias que apresentam a fusdo do gene MLL
estdo relacionadas com a alta taxa de recaida & doenca de 40-60% (Balgobind et al., 2009).

Visto que, aparentemente, o prognoéstico desfavoravel da LMA-MLL néo € atribuido a
alteracOes nos niveis de expressdo das enzimas metabolizadoras de Ara-C (Stam et al., 2006),
a presente tese de Doutorado propds estudar a relacdo entre caracteristicas imunofenotipicas,
capacidade proliferativa e expressdao génica em subpopulacdes de linhagens celulares
portadoras do rearranjo MLL, submetidas ao tratamento em longo prazo com Ara-C
(aproximadamente 12 semanas) com a finalidade de compreender um pouco mais sobre as
bases da resisténcia ao Ara-C em LMA-MLL.

1.1. Referencial tedrico
1.1.1. O sistema hematopoiético: Hematopoiese normal x Leucemogénese

O sistema hematopoiético € fundamental a manutencéo da vida. O equilibrio entre a
producdo e a apoptose das células do sangue e do sistema imunol6gico, bem como a
manutencdo da composicdo do plasma, é vital aos processos de oxigenacdo e nutricdo dos

tecidos e aos processos de defesa e homeostase do organismo. Na hematopoiese normal a
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célula-tronco hematopoiética (HSC, do inglés Hematopoietic Stem Cell) da origem as células
precursoras multipotentes que originam os precursores linféides e mieldides oligopotentes. O
precursor linféide é responsavel pela producéo e renovacdo dos linfécitos T, B e das células
Natural Killer (Bennett et al. (1985). O precursor mieldide € responsavel pela producdo e
renovacdo de hemacias, plaquetas, baséfilos, mastdcitos, eosinéfilos, neutrofilos, macrofagos
e células dendriticas(Hoffbrand et al., 2008). A hematopoiese pode ser comprometida pelo
acumulo sequencial de mdltiplos eventos genéticos e epigenéticos que desencadeiam a
desregulacdo da producdo e funcdo dos globulos brancos(Nguyen et al., 2012) em um

processo conhecido como leucemogénese.

A classificacdo geral agrupa as leucemias de acordo com a linhagem acometida e a
progressdo da doenga em: 1) Leucemia Mieldide Aguda (LMA), 2) Leucemia Miel6ide
Cronica (LMC), 3) Leucemia Linféide Aguda (LLA) e 4) Leucemia Linfdide Cronica (LLC).
Conforme esta classificacdo, as leucemias mieldides atingem as linhagens mieldides e as
linfdides, as células linfoides (WHO, World Health Organization). Além disso, a principal
diferenca entre as formas aguda e crénica é que as leucemias agudas sdo doencas de
progressao rapida em que as células perdem a capacidade de se diferenciar, o que resulta no
acumulo de células imaturas denominadas blastos com funcdo e proliferacdo celular anormais
(Herrmann et al., 2012), enquanto que nas leucemias crénicas ha um acimulo de células
diferenciadas que conseguem realizar algumas fungdes no organismo. Portanto, a doenca tem

uma progressdo mais lenta (Albitar, 2011).

Ainda sobre as leucemias agudas, sabe-se que a célula de origem pode consistir tanto
na HSC como em células progenitoras que sofrem mutacdes e adquirem capacidade de auto-
renovacdo (Head, 2008), conforme demonstrado na figura 1, no modelo de Leucemia
Miel6ide Aguda. A HSC passa entdo a ser chamada de célula-tronco leucémica (LSC, do

inglés Leukemic stem cell).
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Figura 1. Representacdo esquematica do sistema hematopoiético normal e em Leucemia Miel6ide Aguda.
Retirado e modificado de Majeti Lab, Stanford, School of Medicine (2012).

1.1.2. Leucemia Miel6ide Aguda (LMA)

A Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) é uma doenca hematoldgica clonal agressiva, que
apresenta um bloqueio na diferenciacdo das células progenitoras hematopoiéticas e alteracdo
da regulacdo da proliferacéo celular. Como consequéncia da producdo anormal de células da
medula 6ssea ocorre insuficiéncia hematopoiética (granulocitopenia, trombocitopenia ou
anemia), com ou sem leucocitose (Frohling et al., 2005). A LMA corresponde a cerca de
25% de todas as leucemias sendo mais frequente em adultos (85%) do que em criancas (15%)
(Deschler, 2008).

Devido a ampla heterogeneidade clinica e bioldgica das leucemias mieldides agudas,
alguns critérios classificatérios séo adotados pelo grupo cooperativo franco-americano-inglés
(FAB, do inglés French-American-British Association) e pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, do inglés World Health Organization). De acordo com os critérios adotados pela
FAB, a disposicao celular e as caracteristicas citoquimicas dos blastos (células imaturas) de
portadores deste tipo de leucemia permitem sua classificacdo nos seguintes subtipos: (MO)
leucemia indiferenciada, (M1) leucemia miel6ide aguda sem diferenciacdo, (M2) leucemia
mieldide aguda com diferenciacdo, (M3) leucemia promielocitica, (M4) leucemia
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mielomonocitica, (M5) leucemia monocitica, (M5a) leucemia monocitica sem diferenciacéo,
(M5b) leucemia monocitica com diferenciacdo, (M6) eritroleucemia e (M7) leucemia

megacariocitica (Bennett et al., 1985).

Na classificacdo adicional adotada pela WHO, os critérios de classificacdo baseiam-se
em andlise de morfologia, imunofenotipagem, citogenética e genética molecular. O limite de
blastos para o diagndstico da LMA é reduzido de 30% (Placke et al., 2014) para 20% (WHO)
na analise em sangue periférico ou medula 6ssea, e a LMA ¢ classificada em: 1) LMA com
anomalias genéticas: a) presenca do rearranjo t(8;21)(g22;922), que resulta na proteina de
fusdo AMLI1-ETO, b) presenca de eosinofilos anormais na medula Ossea e rearranjo
inv(16)(p13g22) ou t(16;16)(p13;922), que resulta na fusdo CBF-MYH11, c) leucemia
promielocitica aguda com o rearranjo t(15;17)(q22;q12), que resulta na fusdo PML-RARA e
variantes e, d) presenca do rearranjo 11923, que envolve o gene MLL); 2) LMA com
displasias em multiplas linhagens celulares: a) em decorréncia de sindrome mielodisplasica
(MDS) ou doenca mielodisplasica/mieloproliferativa (MDS/MPD) e, b) ndo-decorrente de
MDS ou MDS/MPD, porém, com apresentacdo de ao menos 50% de células displasicas em
duas ou mais linhagens miel6ides; 3) LMA e MDS em decorréncia de terapias: a) com
agentes alquilantes/radiacdo, e b) com inibidores de Topoisomerase Il. Outras classificacGes

sdo aplicadas quando nenhuma das anteriores pode ser atribuida (Vardiman et al., 2002).

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer, anomalias cromossémicas
facilitam a predicdo do progndstico (ACS, 2014). A translocacdo t(8;21), em que 0 gene
AML1 pode encontrar-se fusionado ao gene MTG8 (Ruddle et al., 1994), presente em 5-10%
dos pacientes com LMA, estd associado a um progndstico favoravel, assim como a
inversdo/translocacdo no cromossomo 16, e a translocagéo entre os cromossomos 15 e 17.
Dentre as leucemias consideradas de prognostico desfavoravel encontram-se aquelas
associadas a delecéo parcial dos cromossomos 5 ou 7, translocacéo/inversdao no cromossomo

3 e ao rearranjo no gene MLL (regido 11g23) (Zeijlemaker et al., 2013).

1.1.3. Leucemia Mieldide Aguda portadora do rearranjo MLL - 11923

A LMA caracterizada pela presenca de transloca¢es no gene MLL (do inglés, Mixed
Lineage Leukemia), localizado na regido 11923, é encontrada em até 10% dos casos de LMA
[(Huret, Dessen e Bernheim, 2000) Apud (Krivtsov e Armstrong, 2007)]. O gene MLL
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codifica uma proteina remodeladora de cromatina, que pode encontrar-se rearranjada com
mais de 70 proteinas de fusdo diferentes, que s&o correlacionados ao fenétipo e prognostico da
doenca (Meyer et al., 2009; Bernt e Armstrong, 2011). Dentre as proteinas de fusdo
identificadas, cerca de trinta residem no nucleo, enquanto as outras localizam-se no
citoplasma ou foram associadas & membrana celular ou mesmo possuem localizacdo
extracelular (Marschalek, 2010).

O gene MLL foi identificado em 1991, e quando caracterizado observou-se que ele
apresenta 36 éxons. O produto de mRNA de 12kb quando traduzido gera uma proteina de
3968 aminoacidos e de massa molecular de aproximadamente 430 kD (llencikova e
Kolenova, 2013). A estrutura molecular do gene MLL, bem como proteinas de fusédo

conhecidas estéo representadas na figura 2.

A proteina codificada pelo gene MLL apresenta funcdo importante na regulacdo da
expressao génica durante o processo inicial do desenvolvimento e na hematopoiese. Ela
contém multiplos dominios funcionais conservados, e entre 0os dominios com funcGes
caracterizadas estdo SET, PHD e os ganchos-AT (do inglés, AT hooks) (Figura 2A). Salienta-
se que o dominio SET media a metilacdo de histonas em um residuo especifico de lisina, e 0s
ganchos-AT apresentam uma regido homologa as DNAs metiltransferases (DNMTSs) (Milne

et al., 2002), portanto, eles sdo importantes a atividade de MLL.

A proteina MLL é processada pela enzima Taspase 1 em dois fragmentos, MLL" e
MLL®. Estes fragmentos posteriormente sdo reassociados para formar complexos
multiprotéicos que remodelam a cromatina em regifes de genes-alvo especificos, entre eles,
genes HOX (Marschalek, 2010).

Nas leucemias, MLL pode estar rearranjada com proteinas de fusdo, e os parceiros
mais frequentes (aproximadamente 80% dos casos) séo: t(4;11)(g21;923) ou MLL-AF4;
t(9;11)(p22;923) ou MLL-AF9; t(11;19)(q23;p13.3) ou MLL-ENL; t(10;11)(p12;923) ou
MLL-AF10; e t(6;11)(g27;923) ou MLL-AF6 (Krivtsov e Armstrong, 2007), como mostrado
na figura 2B. Na figura 2C estdo representadas algumas destas proteinas conhecidas e suas

funcoes.
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Figura 2. Caracteristicas da proteina MLL. A) Estrutura molecular conservada da proteina MLL selvagem. A
clivagem de MLL resulta nos fragmentos MLLN e MLLC. Na figura estdo contidos os dominios ganchos-AT, a
regido de homologia com DNA metiltransferase, os dominios PHD e SET; B) Frequéncia dos parceiros de MLL
em LMA pediétrica e em adultos; C) Funcdes dos parceiros de fusdo de MLL descritos na literatura. Retirado de
(Muntean e Hess, 2012) e (Marschalek, 2010).

A presenca do rearranjo MLL nas leucemias é marcada pela desregulacdo de
determinados genes HOX, fatores de transcricdo da familia homeodominio que também sdo
expressos em niveis elevados durante a auto-renovagdo da HSC, e inibidos durante sua
diferenciacdo (Roboz, 2011). As proteinas de fusdo MLL inibem a regulacdo negativa destes
genes HOX durante a diferenciacdo da HSC, o que resulta no bloqueio da diferenciacdo
hematopoiética. Além disso, neste subtipo de LMA, um aumento na expressdo dos transcritos

de HOX esté associado ao prognostico ruim (Hess, 2004; Shah e Sukumar, 2010).

Os genes HOX foram primeiramente descritos em Drosophila, e sdo considerados
genes mestres do desenvolvimento que especificam a identidade posicional das células no
embrido em desenvolvimento (Bridges e Morgan, 1923). Em mamiferos, os genes HOX séo
distribuidos em quatro clusters (HOX A, B, C e D), e totalizam 39 genes (Scott, 1992). Os

mecanismos que dirigem sua expressdao génica sdo conservados ha 600 milhdes de anos
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(Ruddle et al., 1994), e estudos descreveram diversos fatores de transcri¢cdo, proteinas
modificadoras de histona e da maquinaria remodeladora de cromatina, bem como, RNAs néo
codificadores (microRNAs e INcRNAS) que participam na regulacdo dos genes HOX (Agger,
etal., 2007; Beck et al., 2010; Gupta et al., 2010; Kogo et al., 2011).

A associacao entre a desregulacdo dos genes HOX na LMA portadora do rearranjo
MLL estimulou pesquisadores a realizarem triagens de compostos possivelmente associados a
eventos da leucemogénese. Um exemplo promissor é a proteina DOTLL, uma histona
metiltransferase envolvida na superexpressdo de genes HOXA nas leucemias MLL. Por meio
da metodologia de imunoprecipitacdo de cromatina, Nguyen e colaboradores (2011)
verificaram que DOTIL esta diretamente envolvido nesta desregulacdo. Os pesquisadores
utilizaram células transformadas com o gene de fusdo MLL-AF9 comparadas a células
progenitoras hematopoiéticas, marcadas com um anticorpo que reconhece di e trimetilacéo na
histona H3K79 (H3K79me2/3), marca epigenética associada a ativacdo da expressao génica.
Foi detectado aumento de metilacdo preferencial em HOXAS5, HOXA9 e HOXA10 - genes
envolvidos na leucemogénese, além de MEIS1, gene homeobox que pertence a familia TALE
(do inglés, three amino acid loop extension), e € um cofator de HOX (Nguyen et al., 2011).

Com o0 uso de um inibidor de DOTILL, a metilagdo de H3K79, assim como a
proliferacdo dos blastos leucémicos seriam reduzidas apenas nas células que contém o
rearranjo MLL, o que possibilitaria a especificidade deste agente terapéutico e a reducdo da
citotoxicidade as células normais (Daigle et al., 2013). De fato, estudos in vivo com inibidores
de DOTLL demonstraram que um composto denominado EPZ-5676 apresentou regresséo
significativa do tamanho do tumor portador do rearranjo MLL, seja administrado por via
intraperitoneal ou intravenosa. A superioridade e especificidade deste inibidor em relacdo a
outros inibidores de DOTLL, assim como a toleréncia fisiologica em animais, fizeram com
que EPZ-5676 fosse selecionado para o desenvolvimento de uma droga que esta atualmente

na fase 1 dos ensaios clinicos (Chen e Armstrong, 2015).

Embora EPZ-5676, como agente Unico, tenha apresentado efeito antiproliferativo
significativo em estudos pré-clinicos in vitro e in vivo, a pratica clinica tende a combinar
agentes quimioterapicos para atingir resposta maxima nos pacientes com cancer. A
combinacdo do agente quimioterapico convencional utilizado no tratamento de LMA, a
citarabina (Ara-C), com o inibidor EPZ-5676 foi proposta por Klaus e colaboradores (2014),
que demonstraram um efeito sinergistico na capacidade de reduzir a proliferagdo celular. A
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combinacédo entre os agentes levou ao aumento tanto na apoptose quanto na diferenciacéo e
no amadurecimento das células, apo6s 10-14 dias de exposi¢do as drogas, demonstrando
sucesso na combinacdo de agentes tradicionais com novas drogas especificas no tratamento

das leucemias (Klaus et al., 2014).

1.1.4. Tratamento convencional: Citarabina (Ara-C)

A droga mais amplamente utilizada no tratamento de LMA, conhecida como citosina-
arabnosideo, citarabina ou Ara-C, foi sintetizada no final da década de 1950, e passou a ser
utilizada no tratamento de leucemias mieldides agudas, leucemias linfoides agudas e linfomas
ndo-Hodgkin por ser um anélogo do nucleosideo citosina incorporado durante a fase de
sintese (S) do ciclo celular no processo de replicacdo do DNA, e em consequéncia inibe a
proliferacdo celular (Mathews, 2012). A terapia de inducdo baseia-se em uma
antraciclina combinada a citarabina. O regime mais comum no tratamento de adultos consiste
na administracéo de 45-60 mg/m? de daunorubicina por trés dias, e 200 mg/m? de citarabina
gue pode ser administrado em duas doses diarias em bolus ou infusdo continua ao longo de 12
horas por 7-10 dias. Embora a infusdo continua de citarabina ao longo de 10 dias tenha sido
amplamente utilizada, ndo ha evidéncia de que este regime seja superior ao de sete dias, € ele
pode estar associado a maior citotoxicidade (Milligan et al., 2006).

Para compreender a acdo do Ara-C, é importante compreender o mecanismo de
metabolizacdo da droga, que estdo descritos a seguir e esquematizados na figura 3, que
também apresenta a estrutura da citarabina comparada a da citidina. Primeiramente, o Ara-C
permeia a membrana celular por meio do hENT1 (do inglés, human Equilibrative Nucleoside
Transporter 1). Apos a entrada, 0 composto necessita ser ativado por meio de uma cascata de
eventos: 1) Ara-C é fosforilado a Ara-CMP, 2) Ara-CDP, e finalmente a sua forma ativa, 3)
Ara-CTP, processos catalisados respectivamente pelas enzimas dCK (do inglés,
Deoxycytidine Kinase), UMP-CMP (CMPK1 Cytidine Monophosphate (UMP-CMP) Kinase
1) e NDK (Nucleoside Diphosphate Kinase). Duas enzimas atuam como antagbnicas ao
processo de ativacdo do Ara-C até Ara-CTP: PN-I (do inglés, Pyrimidine Nucleotidase I) que
inibe a fosforilagdo a Ara-CTP, além de, CDA (Cytidine Deaminase) e dCMPD
(Deoxycytidylate Deaminase) que reduzem a oferta de Ara-C que seria fosforilado até sua
forma ativa Ara-CTP, por meio da desaminacdo de Ara-C para Ara-U e de Ara-CMP para
Ara-UMP, por CDA e dCMPD, respectivamente (Stam et al., 2006).
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Por ser um anélogo de citosina, a forma ativa Ara-CTP funciona como um substrato
para a DNA polimerase, sendo incorporado ao DNA, e inibindo a sintese de DNA nuclear por
meio dos seguintes mecanismos principais: 1) incorporacdo ao iniciador (primer) da
replicacdo; 2) retardo da elongacdo da fita de DNA; 3) inibicdo da DNA primase; e, 4) quebra
da fita dupla pela DNA topisomerase (Prenkert, 2010) Figura 3C).

A NHz NH; NH2

HO o N 0 HO o N 0 HO o N 0
HO
OH OH OH OH
Citidina Desoxicitidina Citosina-arabnosideo
(Ara-C)
B
Ara-C Extracelular C
: Aborted polymerization triggers
Bicamada lipidica - - DNA repair or aptoptosis
membrana celular \ DNA polymerase —
1. hENT i DNA polymerase
W Intracelular ¥
Ara-C —> Ara-U T
2.dCK LT 3.PN-I -
Ara-CMIP > Ara-UMP Extension past araC triggers : Topoisomerase Il O
double strand breaks by [ —_—
4. UMP-CMPK |, DNA topoisomerase II [
Ara-CDP — E EI

5. NDKs
Ara-CTP

*Incorporado a0 DNA

RN

Niicleo

Figura 3. RepresentagBes esquematicas: A) estrutura quimica da Citidina, Desoxicitidina e da Citosina-
arabnosideo (Ara-C); B) Metabolismo do Ara-C; C) Mecanismo de a¢do do Ara-C.Retirado e modificado de
(Stam et al., 2006) e (Palmer, 2014).

Em B, as enzimas metabolizadoras de Ara-C. hENT: human equilibrative nucleoside transporter; dCK:
deoxycytidine kinase; PN-I: Pyrimidine Nucleotidase I; CDA: Cytidine deaminase; dCMPD: Deoxycytidylate
deaminase; UMP-CMPK: (Deoxy)cytidilate kinase; NDKs: Nucleoside diphosphate kinases.

A polimerase pode conseguir sintetizar a fita de DNA apos uma molécula de Ara-C ser
incorporada. Se a sintese ndo prosseguir, o aparato de reparo de DNA sera recrutado, e a base
sera excisada e reposta, o que leva a um retardo na sintese de DNA. Porém, se a DNA
polimerase continuar a elongagdo da fita de DNA mesmo ap0s a incorporagdo da molécula de
Ara-C, o dano ao DNA sera reconhecido como uma quebra de fita dupla (double strand
break), que constitui um sitio preferencial para a DNA topoisomerase Il cortar a dupla fita de
DNA. Se houver falha na religacdo dos fragmentos na fita danificada, quebras cromossémicas
podem ocorrer. Salienta-se que ambos 0s mecanismos sdo reconhecidos como sinais pro-
apoptoticos (Cline e Osheroff, 1999).
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Os primeiros estudos que objetivaram relacionar a alta taxa de recaida dos pacientes
com LMA-MLL a resposta diferencial ao Ara-C, verificaram que a sensibilidade a esta droga
ndo esta relacionada ao metabolismo da droga (Mata et al., 2006; Stam et al., 2006; Jo et al.,
2009): tanto a expressdo quanto a atividade de suas enzimas metabolizadoras, especialmente
hENT, cDK e PH-I, ndo foi correlacionada a taxa de recaida a LMA-MLL ou sensibilidade a
droga. Como hipdtese alternativa para justificar a alta taxa de recidiva e a sensibilidade
diferencial as drogas, acredita-se que outros mecanismos que acelerem a proliferacao celular
ou mesmo dificultem a morte celular estejam desregulados (Balgobind et al., 2009; Krauter et
al., 2009).

Como exemplos de mecanismos associados a resposta diferencial a drogas, estdo 0s
sistemas de reparo que sdo ativados na célula mediante uma lesdo no DNA. As vias de reparo
mais comuns sao o reparo de pareamento incorreto, reparo por excisao de bases, e reparo por
excisdo de nucleotideos. Também ha a sintese translesdo, o reparo por recombinagédo

homologa e o reparo por juncdo das extremidades homologas.

1.1.5. Sistemas de reparo de DNA

Qualquer evento que introduza uma variacdo na estrutura em dupla hélice do DNA
representa uma ameaca a constituicdo genética da célula. A lesdo ao DNA é minimizada por
sistemas que reconhecem e corrigem 0 dano: os sistemas de reparo. Mais de 130 genes
contribuem para o reparo de DNA em eucariotos, 0 que demonstra a importancia deste
sistema (Lewin, 2009).

A via de reparo por pareamento incorreto (MMR, do inglés mismatch repair) mantém
a integridade do genoma por meio do reparo espontaneo de danos no DNA decorrentes do
processo de replicacdo. MSH2 e MSH6 formam o heterodimero MUTSa que inicia o reparo
de pareamento incorreto. Outro heterodimero, MUTSp, formado pelas proteinas MSH2 e
MSH3, media o reparo de loops de insercéo-delecéo, mas ndo apresenta atividade de reparo
de pareamento incorreto. A seguir, o recrutamento de MUTLa (heterodimero de MLHI1 e
PMS2) facilita a excisdo da fita, o preenchimento do espaco onde ocorreu a excisdo, e
finalmente 0 DNA é restaurado a sua estrutura original (Allan e Travis, 2005).

Outra via de reparo conhecida é a do reparo por excisdo de bases. Mecanismos

associados a este sistema de reparo foram primeiramente demonstrados por meio da remogéo
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da uracila incorporada ao DNA pela enzima Uracil-DNA-glicosilase (Gupta et al., 2010), e as
lesBes mais comumente reconhecidas por esta via de reparo sdo o0s sitios apurinicos (auséncia
da purina). Embora pareca que a via BER evoluiu para proteger a célula contra efeitos
enddgenos de danos ao DNA, esta via € essencial a resisténcia a danos decorrentes da
exposicdo a agentes exdgenos, tais quais radiagdo ionizante e outros agentes indutores de
radicais (Hatahet et al., 1994; Seeberg et al., 1995).

Além das glicosilases, as polimerases PARP1 e 2 desempenham papel central no
reparo por excisdo de bases. PARP liga-se ao DNA por meio do motivo dedo de zinco em sua
extremidade N-terminal, e recruta outras enzimas essenciais ao reparo por excisao de bases.
Aumento na atividade de PARP é reconhecido como um mecanismo pelo qual as células
tumorais evitam apoptose causada por agentes que danificam o DNA. Portanto, PARP ¢é
considerada um alvo para a quimioterapia em cancer (Fathi et al., 2010).

O sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) incorpora a excisdo de bases
danificadas como parte de um fragmento oligonucleotidico, ao contrario da via de reparo por
excisdo de bases, em que a base inapropriada ou danificada é excisada como base livre, ou da
via MMR, em que a base incorretamente pareada é excisada como um Unico nucleotideo. A
reconstituicdo in vitro da via NER indicou que os processos de sintese e ligacdo do DNA
reparado podem estar fisicamente ligados por meio da interacdo entre a DNA ligase | e a
proteina PCNA (Friedberg, 2001).

Sabe-se que niveis elevados de expressdo em genes de reparo permitem que células
com acumulo de danos no DNA, corrijam regifes danificadas e evitem apoptose e
envelhecimento celular, aspectos importantes para 0s mecanismos de quimiorresisténcia que

sugerem vias de reparo como alvos de novas terapias (Esposito e So, 2014).

Além da desregulagdo dos mecanismos de reparo de DNA, a quimiorresisténcia esta
associada a: 1) quiescéncia da LSC que protege a célula da a¢do de fArmacos incorporados ao
DNA durante a sintese (Lapidot et al., 1994); 2) a interferéncia do microambiente tumoral por
meio de mecanismos de contato direto via interacdes célula-célula ou célula-matriz
extracelular (Nervi et al., 2009), que protegem a célula leucémica; ou ainda, 3) alteracGes
genéticas/epigenéticas em  subclones celulares leucémicos que favorecem a

manutencdo/proliferacdo de células resistentes a droga.
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1.1.6. Quimiorresisténcia e selecédo clonal

Os avangos tecnoldgicos recentes possibilitam que o genoma/exoma/transcriptoma do
cancer sejam completamente sequenciados, 0 que contribui com a pesquisa de evolucdo e
selecdo clonais em LMA. Por meio da combinacdo de abordagens experimentais, trés
modelos de evolucdo clonal foram propostos para explicar a recaida ao cancer: A) os clones
celulares apds o tratamento sdo idénticos & amostra no momento do diagndstico e alteraces
gendmicas novas ndo sdo adquiridas; B) o clone apds o tratamento evolui do clone do
diagnostico com mutaces lineares derivadas; ou ainda, como mais frequente; e, C) o clone
apos o tratamento evolui de um clone menor com mutacGes gendémicas novas ou rearranjos
estruturais adquiridos (Bachas et al., 2012; Bahlis, 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Modelo da arquitetura evolutiva clonal do diagnostico a recaida. Retirado de (Bahlis, 2012).

Embora, em geral, a quimioterapia induza morte celular, inibicdo da proliferacdo e
reducdo da massa tumoral, muitos pacientes recaem a doenga, possivelmente devido a grande
heterogeneidade celular e de resposta ao tratamento ocasionada pela resisténcia a droga

quimioterapica.

Conhecidos os mecanismos de metabolizacdo e a¢do do Ara-C, a alta taxa de recaida a
doenca de pacientes com LMA, e a hipétese de selecéo clonal associada a resisténcia ao Ara-

C, o presente estudo objetiva avaliar as caracteristicas que diferenciam subpopulacGes de
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linhagens celulares de LMA-MLL mais resistentes ao Ara-C, selecionadas a partir de
tratamento em longo prazo com a droga, das linhagens celulares ndo expostas a droga,
tratadas aqui como linhagens parentais. As caracteristicas observadas neste estudo incluem: 1)
caracteristicas fenotipicas relacionadas ao fenotipo da HSC; 2) resposta no ciclo celular
(resposta proliferativa em presenca e auséncia de Ara-C; e 3) alteracbes em nivel de

transcriptoma das células apos o tratamento com a droga.
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I1. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito bioldgico do agente quimioterapico Citarabina (Ara-C) em um modelo
in vitro de selecdo em longo prazo com a droga de subpopulacGes de linhagens celulares de
Leucemia Miel6ide Aguda portadoras do rearranjo MLL, com foco na resisténcia ao Ara-C.

2.2. Objetivos especificos

1) Selecionar subpopulagdes celulares mais resistentes ao Ara-C em linhagens de Leucemia
Mieldide Aguda portadoras do rearranjo MLL (MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14),

por meio da exposicdo em longo prazo a droga;

2) Caracterizar as células das linhagens parentais e suas derivadas resistentes quanto a: A)
perfil imunofenotipico relativo aos marcadores de linhagem mieldide (CD33) e linfoide
(CD19), e aos marcadores classicos associados ao fenotipo da célula-tronco hematopoiética
(CD34 e CD38); B) potencial proliferativo na auséncia e presenca da droga (inibicéo

proliferativa); e, C) comportamento no ciclo celular;

3) Selecionar uma das linhagens parentais e a sua derivada resistente ao Ara-C, para realizar o

sequenciamento completo do transcriptoma;
4) Enriquecer processos bioldgicos associados a resposta diferencial ao Ara-C;

5) Verificar se alteracfes nos perfis de expressdao de vias de reparo de DNA, enzimas
metabolizadoras de Ara-C e vias do desenvolvimento estdo associadas a vantagens

proliferativas associadas a resposta ao tratamento com Ara-C;

6) Evidenciar genes diferencialmente expressos e potencialmente envolvidos no processo de

resposta diferencial ao Ara-C.
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I11. Material e métodos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HCFMRP) sob o CAAE n° 09150112.7.0000.5440 (Anexo A), e pelo Comité de Reviséo
Institucional — IRB (Institutional Review Board) do University Hospitals Case Medical
Center — Case Western Reserve University, Cleveland-OH, sob o IRB# NHR-13-99 (Anexo
B).

As linhagens celulares MV-4-11 (ATCC® CRL-9591™) THP-1 (ATCC® TIB-
202™) NOMO-1 (ACC-542) e MOLM-14 (ACC-777) utilizadas neste estudo foram
escolhidas por apresentarem o gene MLL rearranjado com os parceiros de fusdo AF4 (MV-4-
11) ou AF9 (THP-1, NOMO-1 e MOLM-14), e foram gentilmente cedidas pelos Drs.
Chengkui Qu e David Wald - Case Western Reserve University, Cleveland-OH-EUA, e pelo
Dr. Douglas Graham - University of Colorado Anschutz Medical Campus, Aurora-CO-EUA.

A autenticacdo das linhagens humanas quanto a sua natureza foi realizada por meio de
analise de citometria de fluxo para marcadores de células humanas (CD45 e CD33), e quanto

a presenca dos rearranjos MLL-AF4 e MLL-AF9 por PCR em tempo real.

3.1. Cultivo celular

As células MV-4-11 foram cultivadas em meio Iscove's Modified Dulbecco's Media
(IMDM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% Penicilina/Estreptomicina. As
células THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% Penicilina/Estreptomicina. Todas as células foram
mantidas em estufa a 37° C e 5% de CO?.

Para a estocagem, as celulas foram colocadas em meio de congelamento contendo soro

fetal bovino e 7-10% de dimetilsulfoxido (DMSO), e congeladas em freezer -80°C.
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3.2. Citarabina (Ara-C)

O agente terapéutico Citarabina ou Ara-C (Sigma-Aldrich Co.) foi reconstituido em
tampéo fosfato-salino (PBS), filtrado e estocado a -20°C, em uma concentracdo de estoque de
100mM. A droga em concentracdo de trabalho foi diluida em PBS no momento do uso.

3.3. Estratégia de tratamento com Ara-C das linhagens celulares de LMA-MLL

As células MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 (2x10°/mL) foram expostas a
diferentes doses do farmaco padrdo utilizado no tratamento de LMA, Ara-C, para a
construcdo das curvas dose X resposta, que determinaram a dose inicial da droga a ser
utilizada no tratamento em longo prazo, assim como analises de viabilidade e proliferacdo

celulares em diferentes tempos de exposicdo. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Experimentos piloto foram realizados com as células MV-4-11. Estas células foram
expostas a concentragdes que variaram de 1 a 50puM ao longo de 72 horas, e a viabilidade
celular foi verificada a cada 24 horas. Com os resultados observados no experimento piloto,
optou-se por manter as células MV-4-11 sob as concentracdes de 1 e 10uM nas primeiras seis
semanas do tratamento em longo prazo. Apés este periodo de exposicdo a droga, a
concentracdo de Ara-C foi aumentada de 1uM para 10uM ou de 10puM para 20uM, e
mantidas por aproximadamente mais seis semanas sob estas concentragdes. O meio de cultura

foi substituido por meio fresco a cada 72 horas ao longo de todo o experimento.

Ainda de acordo com os resultados observados para as células MV-4-11, foram
propostas duas concentra¢@es para o tratamento das células THP-1, NOMO-1 e MOLM-14: 1
e 10uM por um periodo de 120 horas. Apds as 72 horas iniciais do experimento, 0 meio de
cultura era substituido por meio fresco, e as celulas, adicionado Ara-C nas mesmas

concentragdes propostas, ou ndo era adicionada droga no caso do experimento controle.

As células THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 foram mantidas na dose de 1uM de Ara-C,
de acordo com os resultados observados no experimento anterior, e mantidas por um periodo
de aproximadamente seis semanas. Apos este tempo, a dose de Ara-C para as celulas THP-1 e

NOMO-1 foi aumentada de 1 para 2uM, e as células foram mantidas nesta concentracdo da
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droga por mais seis semanas. Experimentos controles com as células ndo expostas a droga

também foram realizados.

Durante as 12 semanas do tratamento prolongado, uma densidade minima de 2x10°
células/mL era mantida para todas as linhagens, pois em concentracdo inferior a esta, as
células tendem a apresentar uma taxa de proliferacao reduzida, segundo os bancos de células
ATCC e DSMZ. Caso as células atingissem densidade inferior a 2x10° células/mL, o
tratamento era interrompido e retomado assim que a densidade minima de 2x10°/mL fosse
atingida.

Ao término do tratamento (12 semanas), as células foram: 1) estocadas em freezer -
80°C, e 2) mantidas em cultura sem adi¢éo da droga para expansdo celular até a obtencéo do

numero suficiente para 0s ensaios de caracterizacao das células.

3.4. Caracterizacgao das células parentais e das células resistentes
- Perfil imunofenotipico

As células das linhagens celulares MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 parentais
(ndo expostas anteriormente ao Ara-C) e as células resistentes, tratadas em longo prazo com a
droga, foram caracterizadas quanto a presenca de marcadores de superficie celular
caracteristicos de células hematopoiéticas de linhagem miel6ide e linféide (CD33 e CD19,
respectivamente), e de marcadores classicos de células-tronco hematopoiéticas (CD34 e
CD38). A analise foi realizada por citometria de fluxo (aparelho BD™ LSR 1I) e os seguintes
anticorpos foram utilizados: CD34 (Anti-HPCA-2)-FITC, CD38-PE, CD19-PE (BD
Biosciences) e CD33-PE (BD PharMingen®).

-Curva dose x resposta e potencial proliferativo

Apbs o tratamento prolongado com Ara-C, a expansdo das células tratadas e das
células parentais, as curvas do potencial proliferativo (células ndo tratadas com a droga) e de
sobrevivéncia das células (expostas a 1 ou 10pM por 96 horas) foram determinadas por meio
de contagem em c&mara de Neubauer e viabilidade celular ap6s coloragdo com azul de

Trypan).
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A partir das curvas de crescimento, foi possivel calcular o tempo de duplicacdo
(Population Doubling Time). Os célculos foram realizados com a aplicacdo das férmulas

descritas abaixo e o0 auxilio do programa Doubling time (http://www.doubling-

time.com/compute.php). Os ensaios foram realizados em duplicata ou triplicata.

DP=33X |0g10 (NF/N|)

TDP = 1/DP (ja que as células foram contadas diariamente).

Sendo:

DP = Duplicagéo da populagéo TDP = Tempo de duplicacéo da
populacéo

Ng = Ndmero final de células N; = Ndmero inicial de células

Os graficos foram montados com o auxilio do software GraphPad Prism V.5.01.

- Anélise de ciclo celular

O iodeto de propideo (PI, do inglés propidium iodide) é um corante fluorescente que
se excita com um laser de 488nm, e marca contedos de DNA. Desta forma, com esta
coloracdo é possivel a demonstracdo e observacdo da relacdo existente entre ploidia e
intensidade de fluorescéncia na quantificacdo de DNA, com representacdo esquematica em
histogramas da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular (Riccardi e Nicoletti, 2006).
A replicacdo do DNA nuclear ocorre somente na fase S (periodo de sintese). O intervalo entre
o término da mitose e 0 comeco da sintese de DNA é chamado de fase G1, e o intervalo entre
o final da sintese de DNA e o inicio da mitose ¢ a fase G2 (DNA replicado). DNA
fragmentado (contetdo de DNA < 2n), geralmente originado de células apoptoticas, indica a
fase sub-G1. Portanto, as células em fase sub-G1, representam o numero relativo de células

em apoptose.

Para a realizacdo da andlise de ciclo celular, as células das linhagens MV-4-11, THP-
1, NOMO-1 e MOLM-14 parentais e as células resistentes a droga foram incubadas por 24,
48, 72 e/ou 96 horas com 1 ou 10uM de Ara-C, fixadas em metanol gelado e coradas com
iodeto de propideo. A analise foi realizada em citdmetro de fluxo (equipamento Epics XL-

MCL™ ou BD™ LSR 1II), os dados foram analisados com o auxilio do software Flow Jo


http://www.doubling-time.com/compute.php
http://www.doubling-time.com/compute.php
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V.10.0.8, e o teste t para comparacdo de médias foi realizado com o auxilio do software
GraphPad Prism V.5.01.

Os ensaios de ciclo celular foram realizados em duplicata.

3.5. Extracdo de RNA total e construcdo das bibliotecas de cDNA

As células MV-4-11 parentais e as células resistentes foram lisadas em tampéo RLT
Plus, e a extragdo do RNA total foi realizada com o RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen)
segundo instrucdes dos fabricantes. Para a verificacdo da concentracdo e da pureza do RNA
foi utilizado o espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific), a partir da

absorbancia a 260nm, e razdes 280/260nm e 260/230nm, respectivamente.

Quantidade e qualidade de RNA foram também acessadas em fluorimetro Qubit®
(Life Technologies) e no Bioanalyzer RNA Nano/Pico chip (Agilent Technologies) pelo
Ndcleo de Sequenciamento Genémico na Case Western Reserve University, Cleveland-OH-
EUA.

O Ndcleo de Sequenciamento Gendmico foi o responsavel pela producdo das
bibliotecas de ¢cDNA com o uso do TruSeq® Stranded Total RNA Sample Prep Kit
(Illumina), e pelo sequenciamento do RNA das amostras enviadas em triplicata.

3.6. Sequenciamento do transcriptoma em larga escala — RNA-seq

Para verificar os niveis de expressao génica das células MV-4-11 parentais e as células
resistentes a droga, foi utilizada a metodologia de sequenciamento total do transcriptoma
(RNA-seq), ou sequenciamento em larga escala, no equipamento HiSeq® 2500 Sequencing
System (lllumina). A analise foi realizada em triplicata com a leitura pareada das
extremidades e com sequéncias curtas de 100pb.

Os dados gerados foram disponibilizados em formato Fastq no servidor de
compartilhamento de dados do Ndcleo de Sequenciamento da Case Western Reserve
University. O fluxo de trabalho da tecnologia de RNA-seq esta resumido na figura 5.
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Figura 5. Fluxo de trabalho aplicado a tecnologia de RNA-seq. Em (A), esta disposto o procedimento
experimental, e em (B), a descrigdo do processo de analise dos dados por ferramentas de bioinformaética.

3.7. Anélise dos dados de RNA-seq

As sequéncias resultantes do sequenciamento (dados brutos) foram automaticamente
salvas em arquivos com formato FAST(. A partir deste arquivo foi possivel fazer o controle
de qualidade e o alinhamento dos fragmentos lidos. Para testar a qualidade individual de cada
base utilizou-se a ferramenta FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
Depois de verificada a qualidade da leitura das sequéncias ao longo da sua extensdo, 0s
fragmentos foram aparados para a remoc¢do das sequéncias dos adaptadores com o uso de

anotacdo customizada e TrimGalore (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim
galore/).

As leituras que passaram no teste de qualidade foram mapeadas para 0 genoma de
referéncia humano hgl19/hg38 com o Tophat (Trapnell et al., 2009), que implementa o
algoritmo Bowtie 2 (Langmead e Salzberg, 2012) para alinhar a sequéncia e analisar as
leituras mapeadas para identificar juncdes de processamento (splice) entre os exons. Os
resultados obtidos no Tophat foram analisados no pacote de analise de RNASeq Cufflinks
(Trapnell et al., 2010), que reportou os valores dos fragmentos analogos por kilobase de
transcritos por milhdo de fragmentos mapeados (FPKM, do inglés fragments per kilobase of

exon per million fragments mapped). Os valores de FPKM foram calculados para genes e


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_
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isoformas, e por conseguinte, 0os genes ou as isoformas diferencialmente expressos foram
testados e comparados entre as condic¢des, considerando-se a cobertura final dos genes e o
ranking por numero de vezes alterado (fold change), com o limiar de corte do nivel de
significancia de p<0,05. Os resultados foram resumidos no CummeRbund
(http://compbio.mit.edu/cummeRbund/).

As andlises de Ontologia Génica foram realizadas com o auxilio dos bancos de dados
The  Consensus Path DB  (Kamburov et al, 2013) e  Reactome
(http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#DTAB= MT&TOOL=AT) e as analises de

componente principal (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foram realizadas no
programa R.

As analises de agrupamento hierarquico (heatmap de expressdo génica) foram
realizadas com o auxilio do programa R, assim como as andlises dos genes de interesse
envolvidos nos processos de auto-renovacgédo e desenvolvimento, reparo de DNA e dos genes
que codificam as enzimas metabolizadoras de Ara-C.


http://www.reactome.org/PathwayBrowser/#DTAB= MT&TOOL=AT
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1IV. RESULTADOS
4.1. Caracterizagao das linhagens celulares MV-4-11, THP-1, NOMO-1 E MOLM-14

- A taxa de proliferacdo celular da linhagem celular MV-4-11 é mais elevada que a das

demais linhagens celulares

Para a avaliacdo da cinética de crescimento e o calculo do tempo de duplica¢do das
células MV-4-11, THP-1, NOMO-1 E MOLM-14 foram montadas curvas de crescimento
celular por meio da contagem de células viaveis a cada 24 horas (figura 6). O tempo médio
em que a populacéo de células foi duplicada (PDT, do inglés, population doubling time) foi
calculado utilizando-se os valores do niimero de células no tempo 0 (2x10°) e o nimero de

células apds 48 horas de cultivo, e esta representado a seguir.

Curvade crescimento

2.0x10° 1
1.8x10° ~
1.5x10° ~
1.3x108 -
1.0x10° ~
7.5x10° -
5.0x10° -
2.5x10° 5

O T T 1
0 1 2 3 4

Tempo (dias)

MV-4-11
THP-1
NOMO-1
MOLM-14

ftost

NUumero de células

Figura 6. Curvas de crescimento das células das linhagens MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14
demonstram que MV-4-11 apresenta crescimento celular mais acelerado que as demais linhagens. No eixo Y
esta representado o nimero de células, e no eixo X, o tempo em dias. Foram coletadas 2X10° células para o
inicio do experimento.

Em nossas méos, as células MV-4-11 apresentaram PDT de aproximadamente 26,5
horas, enquanto para THP-1, o tempo de duplicacdo foi de 30,2 horas, NOMO-1 de 41,7
horas, e MOLM-1, 40,6 horas. O calculo do tempo de duplicacdo direcionou o tratamento das

linhagens celulares com diferentes doses de Ara-C.
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- As linhagens celulares apresentam fenétipo CD33°CD19°CD34 CD38"

As células das linhagens celulares MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 foram
caracterizadas quanto a presenca dos marcadores de superficie celular de células
hematopoiéticas de linhagem mieldide, CD33, e de linhagem linféide, CD19. Como mostrado
na figura 7, as quatro linhagens celulares utilizadas neste estudo séo positivas para 0 marcador
de linhagem mielo6ide, CD33 (96,5% das células MV-4-11, 98,1% de THP-1 e NOMO-1 e
99,7% das células MOLM-14) (figura 7A) e negativas para o marcador de linhagem linféide
CD19 (figura 7B).
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Figura 7. Caracterizagdo das linhagens celulares de LMA-MLL quanto a marcadores de células
hematopoiéticas: marcador de linhagem mieldide - CD33 (quadro A, esquerda) e linfoide - CD19 (quadro B,
direita): as linhagens apresentam o fendtipo CD33+CD19-. Foram utilizados os marcadores CD33 e CD19
conjugados ao fluorocromo PE, representado no eixo X do grafico como YG582-A.
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As células foram caracterizadas quanto a presenca de dois marcadores classicos de
células-tronco hematopoiéticas, CD34 e CD38. Observou-se que as quatro linhagens celulares
sdo negativas para o marcador CD34, e positivas para 0 marcador CD38 - 98,7%, 100%,
98,1% e 99,3% das células MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14, respectivamente (figura
8).

Estes dados sugerem que estas linhagens de LMA-MLL ndo compartilham as
caracteristicas das células-tronco hematopoiéticas, CD34"CD38", e estdo comprometidas com
a diferenciacdo mieldide.



51

A B
MV-4-11 MV-4-11
°00 T cp3a- CD34+ {co3s- CD33+
q99.3 0,72 11.33 98,7

Count
8 &
o o (=]
- A - A -
Count
o 8 & 3
L o b s by sl

10° 0 10° 10t 10 10° o 10° 1w0? 10°
B525-A YGS582-A
THP-1 THP-1
Jcp3a- CD34+ s0 - cD38- CcD38+
500 —{100,0 0,041 ] 0 100
400 —
= 300 - =
3 . 1
L] - L=
200 — i
- L
100 —
o
lus L1} ID:, 104 "]5
B525-A
NOMO-1
]co34- CD34+ 1 cozs- CD38+
1.5K — 120 98,1
- 90 —
1.0K = .
€ : =
3 ]
60 —
500 —
30 —
o | o
-lns [1] ID:, 104 |Ds
YG582-A
MOLM-14 MOLM-14
¥ 150
lcpza- cD34+ lcpas- CcD38+
Jo0g68 99,3
15K = .
100 —
= 1.0K = b= |
3 g 3
L) =] N
50 -—{
500 — 4
o ] o _
-10° 10°
B525-A YGS582-A

Figura 8. Caracterizagdo das linhagens celulares de LMA-MLL quanto a marcadores de células-tronco
hematopoiéticas: marcador CD34 (quadro A, esquerda) e CD38 (quadro B, direita): as linhagens apresentam o
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fenétipo CD34-CD38+. Foram utilizados os marcadores de superficie CD34 conjugado ao fluorocromo FITC e
CD38 conjugados a PE, representados no grafico como B525-A (FITC) e YG582-A (PE).

- As células MV-4-11 sdo menos sensiveis ao Ara-C que as demais linhagens celulares

Para a determinacdo da dose de Ara-C que permite o tratamento em longo prazo, foi
realizado um ensaio piloto com as células MV-4-11 durante trés dias. O potencial
proliferativo das células na presenca de Ara-C, foi verificada a cada 24 horas por meio de

contagem do nimero de células viaveis.

As células foram expostas as seguintes dosagens da droga: 1, 10, 20, 40 e 50uM
(figura 9A). Como o objetivo deste experimento foi expor as células a doses do farmaco que
fossem eficazes na reducéo da proliferacdo, mas que ndo a bloqueassem, a proliferacdo celular
foi constantemente monitorada. As doses de 20, 40 e 50uM apresentaram alta toxicidade, e

ocorreu a morte celular total apds 5-6 dias de exposicdo a droga (dados ndo mostrados).

As células MV-4-11 foram mantidas sob 1 e 10uM, e depois a dose foi aumentada
para 10 e 20uM, respectivamente. ApOs o tratamento em longo prazo, 0s ensaios para

caracterizagéo da linhagem MV-4-11 foram realizados.

Estes ensaios serviram também como base para realizar o estudo piloto com as
linhagens THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 por cinco dias, em que estas células foram expostas

as concentracdes de 1 e 10uM (Figura 9B, C e D).

Em consequéncia da inibicdo da proliferacdo e morte total das células THP-1, NOMO-
1 e MOLM-14 sob a concentracdo de 10uM de Ara-C, as células foram mantidas sob 1uM da
droga.



53

A B
MV-4-11 THP-1
8.0x105- 8.0x105 -
z  7.0x1054 M e 7 0x108 ~ M
E - 1ouM = -+ 10uM
S 6.0x105 : 2 6.0x1054
) —& 20uM s
=3 54 A S
o Seae ),} -~ oM g 5.0x10¢
S 4.0x105 } Lo SouM g 40x10%
S 3.0x105 S 3.0x10%-
E 20x1084 e £ 20x054
Z 1.0x10% Z  1.0x105
G T T 1 C T T T T 1
0 1 2 3 0 1 2 3 4 5
Tempo (dias) Tempo (dias)
c D
NOMO-1 MOLM-14
8.0x10%- N 8.0x10% - “
2 7.0x10 :B“M 2 7.0x105- o 1-;'“
E 6.0x105- i g 6.0x105 - e
S 5.0x10%- < 5.0x105
2 2 .
T 4.0x10%- S 4.0x10%
= =]
5 3.0x10%- 5 3.0x105- A
£ 20a004 £ 4
% 1.0x10° - N
0 ; . r ' \ —
0 1 2 3 4 5 4 5
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 9. Curva dose X resposta para as células MV-4-11 (A), expostas as seguintes concentragdes de Ara-C: 1,
10, 20, 40 e 50uM; THP-1 (B), NOMO-1 (C) e MOLM-14 (D), expostas a 1uM e 10uM. Em vermelho, estdo
destacadas as concentragOes as quais as células foram mantidas durante o tratamento em longo prazo com a
droga.

Os estudos piloto mostraram que as quatro linhagens celulares apresentaram resposta
diferencial entre dois (MV-4-11), trés ou cinco dias de exposicdo a droga, sendo que a
linhagem MV-4-11 é mais resistente comparada as demais, e serviu de base para estabelecer a

dose de inicio do tratamento.

4.2. Caracterizacgdo das células MV-4-11, THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 antes e apds o

tratamento em longo prazo com Ara-C

Apos a realizacdo destes estudos preliminares, iniciou-se 0 modelo in vitro para a
caracterizagdo das linhagens celulares antes e apos o tratamento em longo prazo com Ara-C.
A dose de 10uM foi estabelecida para as células MV-4-11, de 2uM para as células THP-1 e
NOMO-1, e 1uM para MOLM-14.
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- Cinética de crescimento celular e tempo de duplica¢éo

As células receberam o tratamento por 12 semanas e ap0Os este periodo foram
caracterizadas quanto a cinética de crescimento, o tempo de duplicagdo e o ciclo celular.

Como controle, foram caracterizadas as células sem tratamento, aqui denominadas parentais.

Conforme mostrado na figura 10, o efeito do tratamento em longo prazo difere entre a
linhagem MV-4-11 e as demais linhagens. A linhagem celular MV-4-11 quando tratada,
apresentou um crescimento de cerca de duas vezes e meia menor ap6s 72 horas de

experimento que as células parentais.
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Figura 10. A linhagem celular MV-4-11 apresentou uma reducdo no potencial proliferativo apds o tratamento
em longo prazo com Ara-C maior que nas demais linhagens celulares. Na figura, estdo representadas as curvas
de crescimento para: A) MV-4-11 Parental e resistente ao Ara-C; B) THP-1 Parental e resistente; C) NOMO-1
Parental e resistente; e, D) MOLM-14 Parental e resistente a droga. No eixo Y esta representado o nimero de
células, e no eixo X, o tempo em dias. Foram coletadas 2-2,5X10° células para o inicio do experimento.

Quando calculado o PDT, observou-se um aumento deste nas células MV-4-11
resistentes (43,5 horas) quando comparadas as células parentais (23,6 horas). O atraso no
tempo de duplicacéo apos o tratamento, também foi observado para as células NOMO-1, com
uma diferenca de cerca de quatro horas (PDT das células tratadas foi de 30,11 horas versus
26,2 horas nas parentais; para THP-1, o efeito observado foi que as células resistentes

apresentaram um PDT reduzido em cerca de cinco horas (31,5 horas) quando comparadas as
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células parentais (36,6 horas). Quanto as células MOLM-14, o PDT ndo variou apds o

tratamento (22,9 e 22,8 horas antes e apds o tratamento, respectivamente).

- Comportamento das linhagens celulares apés reintroducéo do Ara-C

As linhagens celulares parentais e resistentes ao Ara-C foram expostas ou re-expostas
a dose da droga em que foram tratadas em longo prazo, e monitoradas ao longo de 4-5 dias,

conforme mostrado na figura 11.

A contagem do nimero de células durante 4-5 dias com exposic¢do ao Ara-C permitiu
evidenciar que mesmo apds o tratamento em longo prazo, as linhagens celulares
permaneceram sensiveis a droga. Entretanto, ao comparar com as linhagens parentais,

observou-se que em todos 0s casos a resisténcia foi aumentada ap0ds o tratamento.
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Figura 11. As linhagens celulares resistentes ao Ara-C permaneceram sensiveis a droga, mas apresentaram
resposta diferente das células parentais. Nos graficos estdo mostrados: (A) A proliferacdo em resposta a 10uM
de Ara-C nas células MV-4-11 parentais e resistentes; (B) A proliferacdo em resposta a 2uM de Ara-C nas
células THP-1 parentais e resistentes, e (C) nas células NOMO-1 parentais e resistentes; e, (D) A proliferacdo em
resposta a 1uM de Ara-C nas células MOLM-14 parentais e resistentes. No eixo Y est4 representado o nimero
de células, e no eixo X, o tempo em dias. Foram coletadas 2-2,5X10° células para o inicio do experimento.

Com base nos intervalos de confianga representados nos graficos, sugere-se que, de

fato, o tratamento em longo prazo comprometeu o potencial proliferativo das quatro linhagens
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avaliadas, j& que todas as linhagens tratadas em longo prazo foram mais resistentes a droga

que as células parentais em algum momento do tratamento de 4-5 dias.

- Morte celular (fracdo sub-G1) reduzida nas células resistentes versus parentais

Com a finalidade de investigar a reducéo no potencial proliferativo e na morte celular,

as células foram caracterizadas quanto as fases do ciclo celular.

Os gréficos em barra das figuras 12 (MV-4-11), 13 (THP-1), 14 (NOMO-1) e 15
(MOLM-14) representam o comportamento no ciclo celular das células parentais e suas
derivadas resistentes (experimento controle), e a resposta quando expostas a droga. A analise
estatistica foi realizada com os resultados da duplicata (Tabela 1 - MV-4-11) (Tabela 2 -
MOLM-14). Devido ao tempo, ndo foi possivel realizar experimentos em duplicata para as
linhagens celulares NOMO-1 e THP-1.

Os resultados observados na analise de ciclo celular referentes as células MV-4-11
foram: 1) o contetdo de sub-G1 nas células resistentes estava reduzido em relacdo as
parentais ap0s 72 horas de tratamento; 2) a fracdo de células na fase S do ciclo celular estava
aumentada nas células resistentes em relacdo as parentais; e, 3) a proliferacdo celular (G2-M)
das células resistentes aumentou apds 72 horas de tratamento quando comparada ao periodo
de 48 horas (dado ndo mostrado), e foi semelhante ao nimero de células sob divisdo no

experimento controle.
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Figura 12. Redugdo no conteldo de células apoptdticas (sub-G1) e aumento de células em fase de sintese (S) na
linhagem MV-4-11 resistente quando comparada a parental. As células parentais estdo representadas no lado
esquerdo da figura, e as células resistentes, do lado direito. Os seguintes tratamentos foram aplicados: 1)
experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72 horas. A andlise de citometria de fluxo foi
padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra. *A analise foi realizada em duplicata.
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Tabela 1. Média + desvio padrao do nimero de células MV-4-11 parentais e resistentes ao Ara-C referentes a andlise de ciclo celular com coloragdo de lodeto de Propideo
(PI) e citometria de fluxo. Na tabela estdo contidos os dados das seguintes comparagdes: 1) auséncia de Ara-C - experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72
horas. A analise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra, e as porcentagens observadas na andlise foram convertidas em nimero
de células. A analise foi realizada em duplicata.

ANALISE DE CICLO CELULAR
MEDIA + DESVIO PADRAO (NUMERO DE CELULAS)

MV-4-11 PARENTAL (CONTROLE) MV-4-11 RESISTENTES (CONTROLE)
Sub-G1 Gl S G2-M Sub-G1 Gl S G2-M
170+ 22,67 13710+ 13152 2410+1838  3310+1117,2 181184 13990 + 834,4 2490 + 155,6° 2980 + 509,1
MV-4-11 PARENTAL (10uM - 72 HORAS) MV-4-11 RESISTENTES (10puM - 72 HORAS)
Sub-G1 Gl S G2-M Sub-G1 Gl S G2-M

2001 + 1384,5* 14000 + 537,4 2260 +282,8" 1289 + 971,6 646 +367,7% 11580 £2347,6 4030+1202,1" 3111 +1624,9"

“Teste estatistico significativo p<0,05, comparacao dentro do grupo, controle versus tratamento
“Teste estatistico significativo p<0,05, comparacio entre grupos, células parentais versus resistentes



59

Como a anélise de ciclo celular de THP-1 e NOMO-1 compreendeu apenas uma
replicata experimental, ndo foi possivel realizar teste estatistico. Para ambas as linhagens,
pode-se observar um aumento no nimero de células na fase Sub-G1 para as células parentais
quando comparadas as células resistentes, o que permite sugerir que houve selecdo de
subpopulagdes celulares com resposta diferencial ao Ara-C nestas duas linhagens celulares.
Nas células THP-1, ndo houve alteracdo nas fracGes das demais fases do ciclo celular (figura
13). J& na linhagem NOMO-1 resistente, o nimero de células em divisao apos 72 horas de
exposicdo a droga é semelhante ao do experimento controle, e diferente da resposta aos 48
horas de tratamento (G2-M) (dado ndo mostrado), enquanto que nas células NOMO-1
parentais, hd um declinio no numero de células em divisao apds 72 horas, quando comparados

aos experimentos controle (figuras 14).
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Figura 13. Reducdo no conteddo de células apoptoéticas (sub-G1) na linhagem THP-1 resistente quando
comparada a parental. Na figura estdo representados os experimentos nas células THP-1 parentais e resistentes.
Os seguintes tratamentos foram aplicados: 1) experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72 horas.
A andlise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra.

*A analise foi realizada com apenas uma replicata experimental.
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Figura 14. Reducdo no conteddo de células apoptéticas (sub-G1) na linhagem NOMO-1 resistente quando
comparada a parental. Os seguintes tratamentos foram aplicados: 1) experimento controle; e, 2) células expostas
ao Ara-C por 72 horas. A andlise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por
amostra.

*A analise foi realizada com apenas uma replicata experimental.

MOLM-14 foi a Unica linhagem celular tratada que nao apresentou diferengas dos contetudos

celulares nas fases do ciclo celular, dados mostrados na Figura 15 e na Tabela 2.
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Figura 15. As células MOLM-14 parentais ndo apresentaram diferencas significativas das células resistentes. A
figura representa as células MOLM-14 parentais e resistentes com Ara-C. Os seguintes tratamentos foram
aplicados: 1) experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72 horas. A analise de citometria de
fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra.

*A analise foi realizada em duplicata.
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Tabela 2. Média * desvio padrdo do nimero de células MOLM-14 parentais e resistentes referentes a andlise de ciclo celular com coloragéo de lodeto de Propideo (PI) e
citometria de fluxo. Na tabela estdo contidos os dados das seguintes comparagdes: 1) auséncia de Ara-C - experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72 horas.
A analise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra, e as porcentagens observadas na analise foram convertidas em nimero de

células.
*A analise foi realizada em duplicata.

ANALISE DE CICLO CELULAR
MEDIA + DESVIO PADRAO (NUMERO DE CELULAS)

MOLM-14 PARENTAL (CONTROLE)

MOLM-14 RESISTENTES (CONTROLE)

Sub-G1 Gl S G2-M Sub-G1 Gl S G2-M

375+ 75 13970 + 297 3210+ 212,1 2220+ 84,9 468 * 305,5 13920 +311,1 2930 + 155,6 2330 +127,3
MOLM-14 PARENTAL (1uM - 72 HORAS) MOLM-14 RESISTENTES (1uM - 72 HORAS)

Sub-G1 Gl S G2-M Sub-G1 Gl S G2-M

10350 +127,3 7690 * 325,3 1552 +591,1 45+24 10580 + 452,5 6890 + 127,3 2036 + 967,3 139+ 354
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- As células MV-4-11 apresentaram distribui¢ao bimodal quanto ao marcador CD38 apds o

tratamento em longo prazo

ApOs o tratamento em longo prazo, a expressdo dos marcadores de superficie de
células-tronco hematopoiéticas, CD34 e CD38, foi investigada por citometria de fluxo, e os

histogramas com as representacdes esquematicas estdo contidos na figura 16.

Quanto ao marcador CD34, observou-se que as populacfes celulares mantiveram-se
negativas nas quatro linhagens leucémicas. O mesmo nao foi observado para o marcador
CD38, ja que as células MV-4-11 apresentaram distribuicdo bimodal. Nas demais linhagens

celulares, diferencas na expresséo deste marcador néo foram observadas.
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Figura 16. As células MV-4-11 resistentes apresentaram distribuicdo bimodal com relagdo ao marcador CD38.
Os gréaficos representam os dados obtidos por citometria de fluxo com marcacéo para os anticorpos CD34 e
CD38 para as células: A) MV-4-11 parental e resistente ao Ara-C; B) THP-1 parental e resistente; C) NOMO-1
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parental e resistente; e, D) MOLM-14 parental e resistente. Foram utilizados os marcadores de superficie CD34
conjugado ao fluorocromo FITC e CD38 conjugado a PE, representados no grafico como B525-A (FITC) e
YG582-A (PE).

Mediante as diferencas na proliferacdo e resposta a exposicdo ao Ara-C entre as
células MV-4-11 parentais e resistentes, assim como a expressao diferencial do marcador
CD38 e o tempo em que o trabalho fora desenvolvido, optou-se por caracterizar as duas
subpopulagBes que emergiram apés o tratamento, que foram denominadas MV-4-11 CD38-*"

e MV-4-11 CD3gMd".

Para tanto, foi realizado sorting em citometria de fluxo das subpopulagées MV-4-11
CD38" e MV-4-11 CD38"9" que a seguir foram caracterizadas quanto a: 1) potencial
proliferativo em resposta ao Ara-C; 2) ciclo celular, e 3) manutencao das subpopula¢es com
expressdo diferencial do marcador CD38 nas células resistentes. As subpopulagdes resistentes
ao Ara-C e separadas por citometria de fluxo foram denominadas MV-4-11 CD38"*" e MV-4-
11 CD38"e",

A figura 17 é uma representacdo dos intervalos estabelecidos por citometria de fluxo
para a separacao das subpopulacdes celulares quanto a diferenca de expressdo do marcador
CD38. Desta maneira, a subpopulacdo disposta no quadrante P8, com menor nivel de
expressdo de CD38, corresponde a MV-4-11 CD38"*", e no quadrante P7 estdo as células
MV-4-11 CD3g"",
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Figura 17. Definicdo dos intervalos para separacdo das subpopulacdes MV-4-11 CD38""" e MV-4-11 CD3gHie",
Nos histogramas estdo representados em (A) MV-4-11 parentais, que serviram como controle para o sorting, e
em (B) as células MV-4-11 tratadas. A analise separou as subpopulagbes em MV-4-11 CD38"" (P8) e MV-4-11
CD38"9"(P7). Foram utilizados os marcadores CD34 e CD38 conjugados aos fluorocromos FITC e PE,
representados no eixo X do grafico como B530-A e B576-A respectivamente.

4.3. Caracterizacdo das subpopulacées celulares MV-4-11 CD38"*" e MV-4-11 CD38H1o"

- As células MV-4-11 CD38%" e MV-4-11 CD38"9" apresentam resposta diferencial ao
Ara-C

Para verificar se as subpopulagbes de MV-4-11 CD38“" MV-4-11 CD3g""
apresentavam diferencas na cinética de crescimento celular e no tempo de duplicacdo, o
crescimento celular foi acompanhado durante cinco dias, bem como, a resposta a exposicao a
10uM de Ara-C (Figura 18).
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Figura 18. As células MV-4-11 CD38"°" sdo mais resistentes ao Ara-C que MV-4-11 CD38"%". (A) Curvas de
crescimento das células das linhagens MV-4-11 CD38"*" e MV-4-11 CD38"%". (B) Resposta & exposicdo a
10uM de Ara-C para as células MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"™%". No eixo Y esta representado o niimero
de células, e no eixo X, o tempo em dias. Foram coletadas 5X10° células para o inicio do experimento.

Ap06s 72 horas, observou-se uma reducdo no crescimento celular. Acredita-se que a
reduzida proliferacdo deveu-se a questGes metodoldgicas, ja que a densidade celular neste
experimento foi iniciada em 5x10° células/mL, ao invés de 2x10° células/mL como nos
experimentos anteriores. Ap6s 72 horas, o0 meio foi substituido por meio fresco, e as células

retomaram o crescimento.

Quanto a resposta das duas subpopulagdes ao Ara-C, observou-se que as células MV-
4-11 CD38"*" foram menos sensiveis a droga do que as células MV-4-11 CD38™'9" visto que

8 Low

apos cinco dias de exposi¢do a droga, as células MV-4-11 CD3 persistiram (1,7x10° +

3,8x10%), enquanto que para as células MV-4-11 CD38"™%" observou-se morte total.

Para analises complementares sobre a proliferacdo e a resposta ao Ara-C, optou-se por

caracterizar as duas subpopulag¢des quanto ao ciclo celular.
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- Comportamento das subpopulacdes MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38™9" no ciclo

celular

Os gréficos em barra da figura 19 representam o comportamento no ciclo celular das
subpopulacdes MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"'%" na auséncia de Ara-C (experimento
controle), e a resposta quando expostas a droga por 72 horas. A analise estatistica foi realizada

com os resultados da duplicata experimental.

Com relacao a proliferacdo celular verificada apos 72 horas no experimento controle,
as células MV-4-11 CD38"9" apresentaram maior potencial proliferativo que MV-4-11
CD38""" (fase G2-M, p<0,05), mas também, uma maior morte celular (sub-G1, p<0,05). No
que diz respeito a resposta & droga, foi observado que a subpopulacdo MV-4-11 CD38"" foi
mais resistente que MV-4-11 CD38™9" (sub-G1, p<0,05) (Tabela 3).

Com relacdo & sintese de DNA, as células MV-4-11 CD38"" encontraram-se
aprisionadas na fase S. Além disso, nas células MV-4-11 CD38™M%" o contetido de G1

encontrou-se enriquecido.
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Figura 19. Comportamento no ciclo celular das linhagens MV-4-11 CD38"*" e MV-4-11 CD38""%" As células
MV-4-11 CD38°" estio representadas no lado esquerdo da figura, e MV-4-11 CD38™%" do lado direito. Os
seguintes tratamentos foram aplicados: 1) experimento controle; e, 2) células expostas aoc Ara-C por 72 horas. A
andlise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra. *A andlise foi
realizada em duplicata.
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Tabela 3. Média + desvio padréo do ndmero de células MV-4-11 CD38""" e MV-4-11 CD38"™9" referentes & anélise de ciclo celular com coloracéo de lodeto de Propideo (P1)
e citometria de fluxo. Na tabela estdo contidos os dados das seguintes comparac8es: 1) auséncia de Ara-C - experimento controle; e, 2) células expostas ao Ara-C por 72
horas. A analise de citometria de fluxo foi padronizada para a contagem de 20.000 células por amostra, e as porcentagens observadas na analise foram convertidas em nimero
de células.

*A analise foi realizada em duplicata.

ANALISE DE CICLO CELULAR
MEDIA + DESVIO PADRAO (NUMERO DE CELULAS)

MV-4-11 CD38-°" (CONTROLE) MV-4-11 CD38""°" (CONTROLE)
Sub-G1 G1 S G2-M Sub-G1 G1 S G2-M
579 +58 15000 + 367,7 2032 +1245° 2077 +287,1 1422 +17™" 11760 + 537,4™ 2550 +693 3690 + 862,7
MV-4-11 CD38°Y (10uM - 72 HORAS) MV-4-11 CD38""°" (10uM - 72 HORAS)
Sub-G1 G1 S G2-M Sub-G1 G1 S G2-M

973+72,1" 13980 + 1329,4 2710 £ 99 1797 +994,2 7040 + 4780 4970 +£2078,9* 1799 + 397,4* 5025 + 6158,9

“Teste estatistico significativo p<0,05, comparacao dentro do grupo, controle versus tratamento _
“Teste estatistico significativo p<0,05, comparagdo entre grupos, células MV-4-11 CD38°" versus MV-4-11 CD38"%"
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Estes dados sobre a resposta diferencial ao Ara-C das duas subpopulagfes, conduziu-
nos a investigacdo molecular para a compreensdo de mecanismos moleculares associados a

resposta diferencial a droga.

- Perfil de expressdo global diferencial das células MV-4-11 parental, e das subpopulagoes

MV-4-11 cD38"%" e MV-4-11 cD38""

Com o objetivo de investigar as semelhancas e diferencgas entre as células MV-4-11 parentais
e as subpopulacdes MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"" quanto ao perfil de expressio global, foi

realizada a analise de componente principal (PCA) (Figura 20).

Conforme destacado na figura 20, uma das andlises de componente principal (comp2 X

High

compl) demonstrou que as células MV-4-11 CD38™*" assemelham-se mais as células parentais, visto

que estas duas células encontraram-se agrupadas.
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Figura 20. Anélise de componente principal (PCA) dos dados do perfil de expresséo global das células MV-4-11 parentais (P), e das subpopulagdes MV-4-11 CD38"9" (H) e
MV-4-11 CD38"*(L). A analise foi realizada com a finalidade de estimar as similaridades no transcriptoma das linhagens celulares.



72

Quando analisados apenas os genes diferencialmente expressos (GDEs), observou-se a
mesma relacdo de semelhancas e diferencas entre as células MV-4-11 parentais, MV-4-11 CD38"" e

MV-4-11 CD38"&".

Conforme representado na figura 21, MV-4-11 cD38"e" apresentaram menos genes
diferencialmente expressos quando comparadas as células parentais (579 GDEs) do que com MV-4-
11 CD38"" (3395 GDEs). As células parentais apresentaram 1585 GDEs quando comparadas as MV-4-

11 CD38"".

MV-4-11 Parental MV-4-11 Parental

1585 GDEs } versus Versus { 579 GDEs
MV-4-11 CD38tv MV-4-11 CD38High

MV-4-11 CD38Lov
versus {3395 GDEs

MV-4-11 CD38High

Figura 21. NGimero de genes diferencialmente expressos entre as células MV-4-11 Parental versus MV-4-11
CD38""", MV-4-11 Parental versus MV-4-11 CD38"%" e MV-4-11 CD38"" versus MV-4-11 CD38"",

Devido ao fato de as maiores diferencas em nivel de transcriptoma encontrarem-se
entre as células MV-4-11 CD38"" ¢ MV-4-11 CD38"'%" que também apresentaram respostas
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diferenciais em relacdo ao tratamento com Ara-C, optou-se por realizar analises comparativas

do perfil de expresséo para estas duas subpopulacdes celulares.

Com a finalidade de estreitar o nimero de genes e as vias envolvidas, para as analises
de ontologia génica (GO) foram desconsiderados genes diferencialmente expressos com
FPKM=0, e considerados apenas os valores de log2(fold change) >4. Apds esta selecédo, 481
genes foram analisados (Apéndice 1, tabela 5) quanto a categoria de processos bioldgicos da
analise de GO.

A andlise completa estd disponivel no Apéndice 2 (Tabela 6); para fins de
caracterizacdo das duas subpopulagdes celulares quanto a processos bioldgicos, 0s termos de

GO foram agrupados nas categorias dispostas na tabela 4.
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Tabela 4. Fungbes biolégicos mais representativas na analise de ontologia génica (GO) dos genes diferencialmente expressos na analise de RNA-seq entre as células MV-4-
11 CD38"°" e MV-4-11 CD38""%" com log2(fold change) >4.

Funcao biologica

Exemplos de categorias de GO

Exemplos de Genes

Desenvolvimento/embriogénese/

morfogénese

Resposta a estimulos
(compostos/hormonios/drogas)

Crescimento/proliferacdo/morte

celulares

Resposta imune

Sinalizag&o celular

Movimentacdo/migracao/

localizagéo celulares

G0:0009888 Desenvolvimento de tecido

G0:2000026 Regulacdo do desenvolvimento de organismo multicelular
G0:0050793 Regulacéo de processo do desenvolvimento
G0:0007275 Desenvolvimento de organismo multicelular

G0:0048646 Formacao de estrutura anatdbmica envolvida na morfogénese

G0:0042221 Resposta a quimico

G0:0006950 Resposta ao estresse
G0:0042493 Resposta a drogas

G0:1901698 Resposta a composto nitrogenado
G0:0042127 Regulacdo de proliferacédo celular
G0:0072089 Proliferacdo de célula-tronco
G0:0012501 Morte celular programada
GO0:0050776 Regulacdo de resposta imune
G0:0002520 Desenvolvimento do sistema imune
G0:0023051 Regulacéo de sinalizacéo
GO0:0051674 Localizacao da celula

HOXA13; IGF1; FOXL2
SMAD1; MEIS1; SOX5

PPARG; TP53; WNT5B
FOXO1,; ZEB1; GPR55

ALDH1A3; WNT10B

ABCCG6; DAPK1
CX3CR1; EXO5
ABCB4; CYBB
ZEB2; RRAGB
WNT11; PAWR
TP53; GPC3
HOXA13; FOXO1
HLA-DPAL; HLA-DRB5
HDACY9; IRF4
RGS18; TREM2
RAB13; CCL22
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Mais de 55 categorias, dentre as 197 categorias representadas na analise de GO foram
relacionadas a processos do desenvolvimento e morfogénese; cerca de 30 categorias foram
relacionadas a resposta a estimulos, inclusive resposta a drogas, e mais de 15 categorias
relacionadas a crescimento/proliferacdo/morte celular.

Entre os genes relacionados a processos do desenvolvimento e morfogénese e
sugeridos no inicio deste estudo como candidatos a resposta diferencial das subpopulacGes
celulares de LMA-MLL ao Ara-C, estdo os genes HOX. Na categoria resposta a estimulos
foram analisados genes associados ao metabolismo de Ara-C e ao de reparo de DNA.

Desta forma, as anélises de agrupamento hierarquico, ou heatmaps de expressao
génica, que contém as comparacdes entre as subpopulacdes MV-4-11 CD38"°" e MV-4-11
CD38"'9" estéo representados nas figuras a sequir: 1) Genes HOX (Figura 22); 2) Genes que
codificam enzimas metabolizadoras de Ara-C (Figura 23); 3) Genes da via de reparo de
pareamento incorreto, ou Mismatch repair (MMR) (Figura 24); 4) Genes da via de reparo por
excisdo de bases ou Base Excision Repair (BER) (Figura 25); e, 5) Genes das vias de reparo
por excisdo de nucleotideos ou Nucleotide Excision Repair (NER) e reparo direto (MGMT)
(Figura 26).

Com excecdo de HOXA9 e HOXA10, o cluster HOXA aparece mais expresso nas
células MV-4-11 CD38"" quando comparadas as células MV-4-11 CD38"'9"  cuja assinatura

apresenta o cluster HOXB com niveis mais elevados de expresséo.

HOXA13 foi 0 gene HOX mais diferencialmente expresso com log2(fold change) =
5,06 (p<0,001). Além de HOXA13, HOXA5 (log2 - fold change = 2,52), HOXA11 (log2 - fold
change = 1,09) e HOXB7 (log2 - fold change = 1,74) apresentaram niveis de expressdo

significativamente distintos entre as duas linhagens celulares comparadas (p<0,001).
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Figura 22. Heatmap de expressdo dos genes HOX. O cluster HOXD foi excluido da analise por ndo ser expresso
em células hematopoiéticas. As replicatas experimentais das células MV-4-11 CD38™" estdo representadas
como High1, High2 e High3, e as replicatas experimentais das MV-4-11 CD38*", como Low1, Low2 e Low3.

Desta analise, pode-se observar que o gene NME-1, uma NDK cujo produto é o
responsavel por grande parte da atividade de nucleosideo-difosfato-quinase em mamiferos,

encontrou-se menos expresso nas células MV-4-11 CD38-"

quando comparadas a MV-4-11
CD38"9" (log2 - fold change = 1,65, p<0,001). A citosina desaminase (CDA), que catalisa a
desaminagdo de citosina em uracila, encontrou-se mais expressa nas células MV-4-11

CD38"™ que nas células MV-4-11 CD38™9" entretanto, testes estatisticos ndo foram

significativos.
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Os demais genes que participam do metabolismo de Ara-C (CMPK1, DCTD e dCK)

ndo mostraram diferencas significativas

Color Key
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Figura 23. Heatmap de expressdo dos genes que codificam enzimas metabolizadoras de Ara-C. As replicatas
experimentais das células MV-4-11 CD38"" estéo representadas como Highl, High2 e High3, e as replicatas
experimentais das MV-4-11 CD38"°", como Low1, Low2 e Low3.

O perfil transcricional dos genes da via de reparo MMR revelou que esta via
encontrou-se mais expressa nas células MV-4-11 CD38"9" quando comparadas as células
MV-4-11 CD38°". Os genes RPA-1 (log2 - fold change =1,51), RPA-2 (log2 - fold change =
1,5), LIG-1 (log2 - fold change = 1,72) e PCNA (log2 - fold change =2,23) apresentaram

diferencgas estatisticas significativas (p<0,001).
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Figura 24. Heatmap de expressédo dos genes da via de reparo de pareamento incorreto ou Mismatch repair
(MMR). As replicatas experimentais das células MV-4-11 CD38"'" estdo representadas como Highl, High2 e
High3, e as replicatas experimentais das MV-4-11 CD38"°", como Low1, Low2 e Low3.

Quanto aos genes da via de reparo BER, a maioria encontrou-se menos expressa nas
células MV-4-11 CD38“%", do que em MV-4-11 CD38™%". Dentro os genes cuja diferenca na
expressdo foram significativas encontraram-se LIG-1 (log2 - fold change = 1,72), UNG (log2
fold change =1,4), POLD1 (log2 fold change =1,36), NEIL2 (log2 fold change =2,07), NEIL3
(log2 fold change =1,14) e PCNA (log2 - fold change =2,23, p<0,001).
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Figura 25. Heatmap de expressao dos genes da via de reparo por excisdao de bases ou Base Excision Repair
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(BER). As replicatas experimentais das células MV-4-11 CD38"" estdo representadas como Highl, High2 e

High3, e as replicatas experimentais das MV-4-11 CD38L°W, como Lowl, Low2 e Lows3.

Sobre 0s genes da via de reparo NER, POLD1 (log2 fold change =1,36), ERCC1 (log2
fold change =1,38), PCNA (log2 - fold change =2,23), DDB2 (log2 - fold change =1,05) e
XPC (log2 - fold change =1,13) encontraram-se diferencialmente expressos entre as
subpopulagdes celulares, sendo que os genes desta via encontraram-se, em sua maioria, mais
expressos nas células MV-4-11 CD38"9" do que em MV-4-11 CD38"".



80

Neste heatmap foi incluido o gene MGMT que participa do reparo direto, e se
encontrou significativamente mais expresso nas células MV-4-11 CD38"*" que em MV-4-11
CD38"19" (log2 - fold change =2,23, p<0,001).
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Figura 26. Heatmap de expressédo dos genes das vias de reparo por excisdo de nucleotideos ou Nucleotide
Excision Repair (NER) e reparo direto. As replicatas experimentais das células MV-4-11 CD38™" estéo
representadas como Highl, High2 e High3, e as replicatas experimentais das MV-4-11 CD38-*", como Low1,
Low2 e Lowa3.

Em conjunto, a analise destes seis grupos génicos indicou que as duas subpopulagdes
apresentam diferencas significativas quanto ao nivel de expressdo dos transcritos. Estudos
futuros com analises funcionais podem auxiliar a compreensao na resposta diferencial ao Ara-

C nas duas subpopulacgdes.
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V. Discussdo

Neste estudo foi realizada a caracterizacdo do compartimento heterogéneo das células
progenitoras CD34 CD38" em LMA-MLL. Com esta caracterizacdo, foi possivel identificar
neste compartimento, que a estratégia de tratamento in vitro utilizada selecionou

subpopulacdes celulares mais resistentes ao Ara-C.

Primeiro, as células MV-4-11 resistentes apresentaram quatro eventos comumente
associados a resposta diferencial a drogas analogas de nucleotideos: 1) reducdo do potencial
proliferativo, 2) reducdo do nimero de células apoptéticas (sub-G1), 3) aumento de células na
fase de sintese de DNA (S), e 4) reestabelecimento do nimero de células em divisao (G2-M)
apos 72 horas de tratamento. Embora concentracdes citotoxicas de Ara-C devessem eliminar
seletivamente células em fase de sintese (S), se ocorre o acuimulo de células na fase S, ha
resisténcia de ao menos uma porc¢do desta populacdo celular ao agente que deveria ser letal
(Shi et al., 2001). Além disso, mecanismos genéticos e epigenéticos que favorecam o
aprisionamento em G2-M contribuem para a resisténcia a drogas (Banker et al., 1998).
Portanto, o mecanismo seria resumido da seguinte forma: na presenca de Ara-C, se ha
aumento de células em fase S, ha células resistentes, pois esta droga deveria ser incorporada
nesta fase do ciclo celular, e eliminar as células leucémicas. Apds 72 horas de exposicdo a
droga, mais células se acumulam em G2-M, retomando a divisdo e restaurando a populagédo

leucémica.

A seguir, avaliou-se a influéncia dos marcadores classicos de célula-tronco (CD34 e

CD38) nas células resistentes ao Ara-C.

O objetivo de avaliar estes marcadores surgiu do conhecimento de que LMA
recidivante e refrataria é frequentemente associada a presenca de células-tronco leucémicas
que ndo foram erradicadas durante o regime quimioterapico intensivo (Yap et al., 2015).
Entre os pacientes que conseguem atingir a remissao morfoldgica completa apos a terapia,
muitos recaem a doenca. Portanto, acredita-se que a compreensdo das caracteristicas
bioldgicas pode auxiliar na erradicacdo das celulas leucémicas residuais, sendo uma maneira
eficaz de aumentar as taxas de sobrevivéncia em pacientes com LMA (Munoz et al., 2003;
Yap et al., 2015). Embora o presente estudo ndo tenha contemplado experimentos in vivo para
avaliar a capacidade de enxerto (engraftment) e desenvolvimento de doenga semelhante a
leucemia, observou-se um comprometimento da frequéncia e expressao do marcador CD38,

que caracteriza o fendtipo classico de célula-tronco hematopoiética (CD34°CD38"), na
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linhagem celular MV-4-11 resistente ao Ara-C, e sua associagdo com a resisténcia ao Ara-C
nas subpopulacdes MV-4-11 CD38"°" e MV-4-11 CD38"%",

A molécula CD38 humana é uma glicoproteina que pertence a uma familia complexa
de genes que codificam proteinas de superficie celular e envolvidas no catabolismo de
nucleotideos extracelulares. Em populagdes de linfocitos, ela apresenta habilidades na
mediacdo da interacdo célula-célula, por meio da interacdo com CD31, que estimulam vias de
sinalizagdo intracelular que convergem na ativagdo das quinases ERK1/2, e induzem a

ativacéo e proliferacéo celulares (Deaglio et al., 2010).

Ghia e colaboradores (2003) relataram a existéncia de trés grupos de pacientes com
expressao distinta do marcador CD38 em LLC: um grupo homogéneo CD38", um grupo
homogéneo CD38", e um terceiro grupo com perfil de expressdo bimodal, com proporcdes
variaveis de duas subpopulagBes distintas CD38" e CD38". Foram avaliadas amostras de
sangue periférico e de medula Gssea: de 63 amostras de sangue, 59 ndo apresentaram
diferencas na expressdo de CD38 antes e ap0s o tratamento. Entretanto, em quatro casos de
pacientes com expressdo bimodal, houve alteragio nas proporgdes de células CD38" e CD38
apos a quimioterapia (Ghia et al., 2003). Os autores ndo citaram o tratamento quimioterapico
utilizado, mas é sabido que analogos de purinas sdo os farmacos mais comuns no tratamento

de LLC, e algumas vezes a Citarabina também é utilizada (ACS, 2015).

Quando critérios relacionados a progressdo da doenca foram correlacionados a
expressao de CD38, a grande maioria dos pacientes CD38" apresentou uma doenca estavel.
Em contrapartida, em muitos pacientes CD38" ou do grupo com expressdo bimodal houve

progressdo da doenca, independente da porcentagem de células CD38" (Ghia et al., 2003).

As curvas de sobrevivéncia mostradas no estudo de Ghia indicaram que a
sobrevivéncia média para o grupo bimodal, independente da proporcdo de células CD38", é
menor que a sobrevivéncia nos grupos homogéneos CD38" e CD38" (Ghia et al., 2003). Este
trabalho demonstrou que a proporg¢do de células com expressdo do marcador CD38 ndo € um
fator clinico essencial ao diagnéstico em LLC, mas que o padrdo de expressao deste marcador

permite predizer o risco de progressdo a doenca.

Assim como no trabalho de Ghia e colaboradores, nosso estudo com a linhagem
celular MV-4-11 apresentou resultados de expressdo bimodal de CD38 ap6s o tratamento

quimioterapico. Entretanto, o0 modelo de Ghia et al. (2003) foi desenvolvido em leucemia
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linfocitica, enquanto que a linhagem utilizada em nosso estudo apresenta-se indiferenciada em
relagdo a linhagem monocitica, indicando o comprometimento mieldide. N&o foram
encontrados na literatura, estudos que reportem a associacdo do fendtipo bimodal de CD38
em LMA, mas em LLC este fenotipo estd associado a progressdo da doenca (Boonstra et al.,
2004; Vaisitti et al., 2010).

Com relagdo & resposta ao Ara-C das células MV-4-11 CD38°" e MV-4-11 CD38""",

8" mais

observou-se que elas responderam de maneira distinta a droga: MV-4-11 CD3
resistentes, foram aprisionadas na fase S do ciclo celular, um mecanismo associado a
resisténcia ao Ara-C descrito por Shi e colaboradores (Shi et al., 2001). Ja nas células MV-4-
11 CD38High, foi observado o aumento no ndmero de células apoptéticas, mas também o

aumento da proliferacdo (G2-M).

Uma implicacdo relevante da expressdo do marcador CD38 ao escopo deste estudo é
sua associagdo com a proliferacdo celular. Em LLC, Vaisitti e colaboradores sugeriram que
CD38 atua como um facilitador no processo de migragédo celular, guiando as células a nichos
favoraveis a proliferacdo, o que sugere sua participacdo indireta na proliferacdo celular. Este
processo seria mediado pela expressdo de CXCR4, e o provavel trajeto da interacdo das vias
seria por meio de ERK1/2. ERK1 ou MAPK3 e ERK2 ou MAPK1 atuam na cascata de
sinalizacdo de CXCR4, e sdo alvos compartilhados com CD38 (Vaisitti et al., 2010; Vaisitti et
al., 2013). Nosso estudo ndo abordou avaliacdo de nicho hematopoiético que pudesse
identificar interacfes entre células, e também ndo evidenciou niveis de expressdo
diferencialmente significativos para CXCR4 e MAPK1. Porém, como MAPK3 encontrou-se
diferencialmente expresso entre as células MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"9" (log2 fold
change =1,17, p<0,005), acredita-se que a relacdo direta da expressdo de MAPK3 e CD38

favoreca a proliferacdo das células MV-4-11 CD38"'9" em presenca de Ara-C.

O aumento na capacidade proliferativa de subpopulacdes CD38" em relagio a CD3§",
provenientes de pacientes com fenotipo bimodal do marcador foi evidenciado por Lin e
colaboradores em subpopulagdes de LLC provenientes de um paciente. Estes pesquisadores
hipotetizaram que 0 aumento da capacidade proliferativa das células CD38", devia-se ao
aumento no ndmero de divisdes celulares, e consequente aumento no risco de lesdes
citogenéticas. Contudo, quando o tamanho do telomero foi analisado, o0s cientistas
evidenciaram que como as duas subpopulacdes celulares (CD38" e CD38") apresentaram

comprimento semelhante, ambas passaram por aproximadamente o mesmo ndmero de
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divisdes, indicando que os dados sobre aumento na capacidade proliferativa de células CD38"
séo controversos e necessitam de mais estudos (Lin et al., 2008).

Lin e colaboradores também abordaram estudos de evolucdo clonal. Por meio de
analise de FISH das subpopulacdes CD38" e CD38", os pesquisadores evidenciaram que as
duas subpopulagdes celulares adquiriram alteracdes citogenéticas com a mesma frequéncia
quando acompanhadas por mais de seis meses do estudo. Este resultado sugere que ndo ha
evolucdo clonal preferencial das subpopulagdes CD38" por meio de aquisicdo de alteragoes
moleculares que pudessem justificad-la (Lin et al., 2008). Embora o presente estudo nédo
aborde anélises de origem clonal, ele concorda com a proposta da origem clonal Unica das
subpopulacBes. Apds o sorting por citometria de fluxo das subpopulacées MV-4-11 CD38H9"
e MV-4-11 CD38"*", as células foram mantidas em cultura e submetidas a nova analise por
citometria de fluxo com marcacéo para CD38. Observou-se que as células MV-4-11 CD38""
apresentam uma célula progenitora comum em relagdo a MV-4-11 CD38™9" pois apés a
separacdo de MV-4-11 CD38%", surgiram populagdes heterogéneas CD38-°“CD38"'9" (dados

ndo mostrados), resultado compativel com uma origem monoclonal das subpopulagdes.

O aspecto seguinte abordado neste estudo foi a expressédo génica diferencial associada
a resposta a drogas e ao processo de leucemogénese. Sabe-se que 0S processos de
embriogénese normal e tumorigénese compartilham muitas vias (Hutchin et al., 2005). Desta

forma, decidimos iniciar as analises de expressao génica com genes do desenvolvimento.

Os genes HOX sdo genes mestres do desenvolvimento. Diversos genes desta classe,
especialmente do cluster HOXA, estdo superexpressos na HSC, e sua expressao € diminuida
durante o comprometimento e diferenciacdo da linhagem hematopoiética. Como MLL é uma
proteina homdloga a Trithorax, que pertence ao complexo que regula a ativacédo transcricional
de genes HOX, quando fusionada a proteinas parceiras, inibe a regulacdo negativa de genes
HOX envolvidos na hematopoiese normal (Sauvageau et al., 1995; Hess, 2004; Shah e
Sukumar, 2010).

Devido a sua importancia em processos vitais do desenvolvimento, o silenciamento de
diversos genes HOX, para verificar sua influéncia na hematopoiese e leucemogénese, nem
sempre € possivel, pois esta associado a letalidade embrionaria precoce. Quando possivel, por
exemplo, sabe-se que a superexpressdo de HOXA5 na medula 6ssea e no corddao umbilical

causa expansdo de células progenitoras mieldides, e reducdo na formacéo e diferenciacdo de
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unidades eritrdides. Outros genes HOX desregulados nas leucemias mielGides agudas séo
HOXA4, HOXA7 e HOXA9 (Grier et al., 2005).

E comum a desregulacdo de HOXA9 estar associada a leucemias MLL", e vias
associadas a este gene sao exploradas como potenciais alvos terapéuticos (Basavapathruni et
al., 2012; Li et al., 2012; Daigle et al., 2013).

HOXA9 esta associado a vias que regulam a sobrevivéncia celular. Em camundongos
HoxA9-/- foi observado o aumento da apoptose em células do timo fetal. Com relacdo a
hematopoiese, o silenciamento de HoxA9 induziu apoptose em células leucémicas portadoras
do rearranjo MLL em camundongos, 0 que sugere que uma funcdo de HoxA9 é reprimir vias
apoptoticas (Brumatti et al., 2013). De fato, estes autores demonstraram que a superexpressao
de HoxA9 mantém a expressao de Bcl-2, uma proteina que blogueia a apoptose. Os
pesquisadores projetaram um sistema de expressdo lentiviral de Hoxa9 com um promotor
indutivel, em células progenitoras mieldides provenientes de figado fetal murino, e
observaram que quando silenciado, HoxA9 leva a perda de expressao de Bcl2 (Brumatti et al.,
2013).

Da mesma maneira, em duas linhagens celulares portadoras do rearranjo MLL que
expressam elevados niveis de HoxA9, e altos niveis de Bcl2, o tratamento com um inibidor de
Bcl2, induziu apoptose, o que indica que Bcl2 é necessario a sobrevivéncia de células que
expressam altos niveis de HoxA9, e sua inibicdo apresenta um impacto significativo na
viabilidade celular (Brumatti et al., 2013).

Devido a relagdo de HOXA9 com vias apoptoticas, acreditava-se neste gene como um
candidato a resposta diferencial ao Ara-C. Entretanto, este estudo ndo encontrou diferengas
significativas na expressio de HOXA9 entre as células MV-4-11 CD38™M" ¢ MV-4-11

CD38"°". Porém, outros genes HOX foram encontrados diferencialmente expressos.

A assinatura transcricional das células MV-4-11 CD38"" encontrou-se associada a
altos niveis de expressdao do cluster HOXA. Como mencionado, HOXA esta associado a
assinatura da HSC, células progenitoras ndo diferenciadas, o que sugere que as células MV-4-
11 CD38""" sd0 menos comprometidas com a diferenciacdo que MV-4-11 CD38"™" Além
disso, a superexpresséo de HOXA também foi associada ao prognéstico adverso e
sobrevivéncia reduzida em pacientes com LMA (Li et al., 2012), concordando com os dados

de resposta diferencial ao Ara-C apresentados neste estudo.
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HOXA13 foi o gene mais diferencialmente expresso entre as células MV-4-11
CD38"9" ¢ MV-4-11 CD38"*". Este gene codifica uma proteina envolvida na formacéo e
desenvolvimento de membros (particularmente maos e pés), trato urinario e sistema
reprodutivo (Fromental-Ramain et al., 1996). Em LMA, a translocacdo entre os genes NUP98
e HOXAL3 foi associada ao prognostico desfavoravel de leucemia (Eguchi-Ishimae et al.,
2009; Shiba et al., 2013), entretanto ndo foi encontrado na literatura, relato de associagao
desde gene em LMA-MLL.

Com relagdo ao progndstico em cancer, HOXA13 foi associado ao fen6tipo altamente
agressivo de cancer gastrico (GC, do inglés gastric cancer). Por meio da comparacdo de
analises em larga escala de microarranjos de cDNA entre amostras de mucosa gastrica normal
vs cancerosa foi demonstrado que a expressdo de HOXA13 encontra-se significativamente
aumentada na mucosa GC. A andlise foi complementada com imunohistoquimica do tecido
canceroso, que indicou superexpressdo de HOXA13 nos tecidos GC, e alta correlacdo com o
risco de recaida a doenca especialmente em pacientes com fenétipo de GC mais agressivo,
baixa sobrevivéncia geral e sobrevida livre de doenca curta (Han et al., 2013), Além das
implicagdes em GC, a superexpressdo de HOXA13 e de um RNA longo néo codificador que o
regula, denominado HOTTIP, estd associada a progressdo e evolucdo tumorais em

hepatocarcinoma (Quagliata et al., 2014).

Os autores descrevem o processo de regulacdo de HOXA13: o RNA HOTTIP interage
diretamente com a proteina Trithorax WDRS5, o0 que induz alteragdo na configuracdo da
cromatina que a torna mais aberta. Esta configuracdo facilita a formacdo de complexos
WDRS5/MLL que dirigem a trimetilacdo da marca epigenética ativadora transcricional H3K4,
e regula a transcricdo de genes HOXA, inclusive de HOXA13 (Quagliata et al., 2014). Apesar
de HOTTIP néo apresentar expressdo diferencial em nossa analise, acredita-se que a relagédo
entre a desregulacdo de MLL e de HOXA13 seja importante no escopo deste estudo.

Mesmo sem envolvimento direto na leucemogénese, HOXA13 pode estar envolvido na
resposta diferencial a drogas em LMA-MLL, visto que as células MV-4-11 CD38-"
apresentaram niveis elevados de expressdo deste gene em relagdo a MV-4-11 CcD38"9" Além
de HOXAL13, outros genes que codificam proteinas que interagem com este gene, como
MEIS1 (log2 - fold change = 8,05, p<0,001) e SMAD1 (log2 - fold change = 6,25, p<0,001)
também se encontraram diferencialmente expressos. Como em GC e hepatocarcinoma,

HOXAL3 apresenta potencial como um biomarcador na identificacdo do prognostico, este
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estudo observou que este marcador apresentou-se associado a resposta diferencial ao Ara-C
em LMA-MLL.

Além de processos associados ao desenvolvimento, a categoria resposta a estimulos

destaca-se na analise de processos bioldgicos de GO.

Diversos estudos reforcam a ideia de que fenotipos associados a resisténcia
apresentam desregulacdo da absorcdo ou metabolizacdo de drogas. A superexpressao de
proteinas envolvidas nestes processos como a glicoproteina P (P-gp), a proteina multidroga-
resistente 1 (MRP-1), a proteina de resisténcia do cancer de mama (BCRP), a proteina de
resisténcia do pulmdo (LRP) e os transportadores ABC representam fatores progndsticos e
marcadores de quimiorresisténcia em diversos tipos de cancer, inclusive em leucemias
(Marzac et al., 2011; Samanta et al., 2013; Nasilowska-Adamska et al., 2014). Como o agente
quimioterapico convencional utilizado no tratamento de LMA é o Ara-C, os principais
candidatos sdo genes que codificam enzimas metabolizadoras desta droga.

Andlises do sequenciamento do transcriptoma em células leucémicas em linhagens
celulares humanas de LMA-MLL antes e ap6s o tratamento com Ara-C ndo foram reportadas

na literatura. Portanto, o presente estudo é pioneiro quando considerada esta abordagem.

Cai e colaboradores (2008) utilizaram uma abordagem semelhante a proposta por
nosso estudo, de exposicdo em doses crescentes de Ara-C a linhagens celulares de LLA. Os
pesquisadores geraram duas linhagens celulares resistentes, denominadas CEM/4Ara-C e
CEM/20Ara-C, que foram quatro e vinte vezes mais resistentes a droga, respectivamente, que
as células parentais. Foram observados dois mecanismos moleculares principais envolvidos
na resisténcia ao Ara-C: 1) nas células CEM/4Ara-C, a resisténcia foi associada a perda total
de funcdo de hENT1/SLC29A1, o transportador de nucleosideos utilizado pelo Ara-C para
entrar na célula; e, 2) nas células CEM/20Ara-C, a mutacOes de perda de funcdo no gene
dCK, absolutamente necessario a forforilacdo de Ara-C até Ara-CMP (Cai et al., 2008). Em
LMA, uma analise comparativa de linhagens celulares murinas que se apresentaram entre
500-1000 vezes mais resistentes a droga quando comparadas as células parentais ndo expostas
ao Ara-C tambeém indicou dCK como um gene funcionalmente critico a resposta ao Ara-C
(Rathe et al., 2014).

Mesmo que se encontre desregulada e associada a resposta diferencial ao Ara-C em

LMA, quando ha translocagdo no gene MLL, a desregulagdo de enzimas metabolizadoras da
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droga ndo esté associada a resposta diferencial ao Ara-C. Stam e colaboradores demonstraram
por meio de ensaios de citotoxicidade in vitro com amostras de pacientes pediatricos com
LMA-MLL, que esta leucemia é sensivel ao Ara-C, ja que doses mais baixas deste farmaco
foram suficientes para induzir morte dos blastos leucémicos. Entretanto, 0s genes que
codificam enzimas metabolizadoras da droga, hENT1, dCK, PN-I, CDA e dCMPD, néo
apresentaram alteracdo significativa em niveis de expressao (Stam et al., 2006).

O mesmo estudo considerou amostras de LLA pediatrica e encontrou PN-1, 0 gene que
codifica a enzima que catalisa a desfosforilacdo de Ara-CMP de volta a Ara-C, superexpresso
nas células MLL". Contudo, a expressdo de PN-I n&o afetou a sensibilidade ao Ara-C, visto
que, as amostras de LLA ndo apresentaram diferencas na citotoxidade in vitro, quando
comparadas as amostras MLL" (Stam et al., 2006). Ainda em LLA, Mata et al (2006)
demonstraram a reducdo da expressdo dos genes dCK, a quinase responsavel por fosforilar
Ara-C a Ara-CMP, e hENTL, o transportador de Ara-C do meio extra para o intracelular.
Ambos 0s genes subexpressos sao indicios de que a sensibilidade a droga seria atribuida a
desregulacdo de enzimas metabolizadoras. Entretanto, os pesquisadores ndo realizaram
ensaios de citotoxidade in vitro, ou a medida do acimulo de Ara-CTP, que evidenciariam a
sensibilidade ao Ara-C (Mata et al., 2006).

Visto que os dados sdo inconclusivos, o presente estudo avaliou a expressdo dos genes
do metabolismo do Ara-C, e evidenciou que o gene NME1, que codifica uma enzima
nucleosideo difosfato-quinase responsavel pela fosforilagdo de Ara-CDP a forma ativa Ara-
CTP, encontrou-se menos expresso nas células MV-4-11 CD38"*" que em MV-4-11 CD3g"o"
(p<0,001). A subexpressdo de NMEL poderia justificar a resposta diferencial ao Ara-C, visto
que menos Ara-C em sua forma ativa leva a redugdo da incorporacdo deste analogo de

citosina.

Na literatura, alteragcBes na expressdo da proteina NMEL, ndo foram associadas ao
aumento de toxicidade do Ara-C, entretanto, 0 aumento nos niveis desta proteina promoveu o
crescimento e sobrevivéncia in vitro de células de LMA, e foram correlacionados ao
prognostico desfavoravel da doenca (Okabe-Kado et al., 2009). Apesar de a maneira como
ocorre este processo ser desconhecida, como altos niveis de NME1 foram associados a
producdo de citocinas e a ativacdo das vias MAPK e STAT, acredita-se que haja uma
associacdo entre estes processos que ndo envolvem a atividade de nucleotideo difosfato-

quinase desta molécula. A ativacdo das vias MAPK/STAT por fatores de crescimento
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convencionais ocorre mais rapidamente do que a ativacdo de NME1, o que pode indicar uma
ativagdo indireta das moléculas de NME1 no processo de crescimento celular (Okabe-Kado et
al., 2009).

No presente estudo trés genes da via MAPK/STAT encontraram-se mais expressos nas
células MV-4-11 CD38°" que em MV-4-11 CD38"9": MAPK13 (log2 fold change= 2,92),
MAPK3 (log2 fold change= 1,17) e STAT3 (log2 fold change= 1,01) (p<0,001), o que
fortalece a hipdtese de que vias associadas a proliferacdo estdo mais envolvidas na resposta
diferencial ao Ara-C em LMA-MLL, do que a via metabolizadora da droga.

Quanto ao processo de reparo de DNA, a maioria dos genes das trés vias avaliadas
neste estudo, MMR, BER e NER, encontrou-se mais expresso nas células MV-4-11 CD38"9"

do que em MV-4-11 CD38"".

Na primeira das vias, MMR, ocorre o reparo espontaneo de danos no DNA (Allan e
Travis, 2005). Fordham e colaboradores hipotetizaram que a incorporacéo de Ara-C ao DNA
pode gerar uma lesdo reconhecida pela maquinaria de MMR, o que faria com que o status de

MMR influenciasse na resposta celular a toxicidade do Ara-C (Fordham et al., 2011).

Constatou-se que em uma linhagem celular de LMA (HL-60), o silenciamento de
MSH2 ou MSHB6 tornou as células mais sensiveis aos efeitos do Ara-C quando comparadas as
células controle. Em contrapartida, as células deficientes em MSH3 foram mais resistentes a
citotoxicidade do Ara-C que as células controle. Por conseguinte, os dados demonstraram que
o status de MMR afeta a resposta celular ao Ara-C em LMA, e sugeriram que o modo de
interacdo entre 0 DNA, os componentes de MMR e o Ara-C é especifico do gene silenciado
(Fordham et al., 2011). Visto que a depender do gene silenciado em MMR a resposta a droga
é distinta, a diferenca de expressao que caracterizou a assinatura do transcriptoma das células
MV-4-11 CD38"°" pode ter influenciado na resposta atenuada destas células ao Ara-C,
quando comparada a MV-4-11 CD389",

O tratamento com agentes inibidores de PARP, polimerases que participam do sistema
de reparo por excisdo de bases (BER), como agentes Unicos ou associados a inibidores de
DNA-metiltransferases ou histona-desacetilases foi eficaz na inducdo de apoptose em células
provenientes de pacientes e linhagens celulares de LMA (Gaymes et al., 2009). Ainda que os
niveis de expressdo de PARP1 ndo tenham se mostrado diferencialmente expressos nas
células MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"9" outros genes PARP, como PARPS (log2 fold
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change= 1,21), PARP12 (log2 fold change= 4,16) e PARP14 (log2 fold change= 1,73), foram
menos expressos nas células MV-4-11 CD38"'%" do que em MV-4-11 CD38"", e PARP11
(log2 fold change= 2,14) foi menos expressa em MV-4-11 CD38°". Acredita-se que s&o
necessarios mais estudos para compreender a funcdo destas polimerases na resisténcia ao Ara-
C.

Um gene que participa nas trés vias de reparo avaliadas neste estudo e que foi
encontrado diferencialmente expresso entre as células estudadas foi PCNA. A proteina PCNA
participa do processo de replicagdo do DNA por meio do processamento da fita leading, e
guando ubiquitinada, participa da via de reparo dependente de RADG6 (Ncbia, 2015). Quando
comparadas amostras de LMA ao diagndstico com amostras de pacientes ap0s a recaida a
doenga, PCNA néo se encontrou diferencialmente expresso, entretanto, este gene encontrou-se
altamente expresso nas amostras de LMA. Sugere-se que a desregulagdo em PCNA seja um
processo indireto em LMA, em resposta a desregulacdo de quinases dependentes de ciclinas
(CDKSs) que interagem com esta proteina (Kaaijk et al., 2003). Sabe-se que CDKNIA,
CDKN1B, CDKN1C regulam a entrada na fase G1 do ciclo celular, e que CDKN1A interage
com PCNA (Ncbib, 2015).

As proteinas CDK ndo regulam apenas o ciclo celular em mamiferos, como também
influenciam em outros processos celulares vitais como a auto-renovacao de células-tronco,
diferenciacdo, transcricao, regulacao epigenética, apoptose e reparo de DNA (Aleem e Arceci,
2015). Uma variedade de CDKs encontrou-se diferencialmente expressa entre as células MV-
4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"'%" (CDK8, CDK14, CDK18, CDK19, CDK20, CDKAL1,
CDKN1A, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2C, CDKN2D) (p<0,001), e anélises voltadas a estas

guinases sdo necessarias.

Devido ao desenvolvimento de muitos agentes quimioterapicos cujo alvo sdo quinases
(inibidores de quinase), Tibes et al (2012) realizaram o screening em larga escala por meio de
RNA de interferéncia do “quinoma” humano (0 conjunto de quinases humanas), com a
finalidade de identificar alvos candidatos a intensificar a terapia de inducdo com Ara-C. Os
pesquisadores observaram a superexpressao de quinases como WEE1, PKMYT1 e CHEK1
em leucemias mieldides quando comparadas a medula 6ssea de pacientes saudaveis, e
validaram os resultados com o uso de um inibidor de WEEL, que sensibilizou 13 linhagens de

LMA ao tratamento com Ara-C, com o0 aumento de duas a 25 vezes na citotoxicidade da
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droga (Tibes et al., 2012). Acredita-se que as quinases sdo alvos que combinados ao Ara-C
poderiam tornar a terapia de inducdo mais eficiente as células residuais em LMA-MLL.

Por fim, na via de excisdo por nucleotideos (NER), variantes polimorficas no gene
ERCC2 - membro do complexo TFIIH, com funcdo de helicase, foram correlacionadas a
resposta a terapia de inducdo com Ara-C, toxicidade e sobrevivéncia em LMA de novo e
secundaria (Kuptsova-Clarkson et al., 2010). Niveis de expressdo dos genes ERCC2 néo
foram avaliados quanto a funcionalidade da mutacdo na expressdo génica, quanto a influéncia
direta na sobrevida de pacientes com LMA secundaria ou se estdo ligadas a variantes

préximas.

Com relacdo a via de reparo direto, alteracdes na expressao de MGMT sugerem
interferéncias na sensibilizacdo de células de LMA a terapia com agentes citotdxicos como
Ara-C. Quando agentes demetilantes foram combinados a outras drogas citotoxicas a
expressdo deste gene de reparo foi influenciada, e o0 uso da terapia combinada com Ara-C

apresentou efeito sinergistico (Fuller et al., 2015).

Por sinal, o uso de agentes demetilantes pode consistir numa terapia complementar ao
tratamento com Ara-C, visto que células de LLA com o rearranjo MLL foram caracterizadas
por um estado gendmico geral metilado, e tanto a metilagdo no promotor quanto em regido
ndo-promotora respondem a agentes metilantes (Stumpel et al., 2013). Acredita-se que a
alteracdo dos perfis de metilacdo encontrados em LMA-MLL por meio de agentes

demetilantes, possa constituir uma terapia complementar ao Ara-C.

Com o objetivo de verificar se a heterogeneidade de resposta ao Ara-C presente nas
células MV-4-11, também foi apresentada por outras linhagens portadoras do rearranjo MLL,
as celulas THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 foram caracterizadas antes e apds o tratamento,
entretanto, devida a limitacdo no tempo para a realizacdo desta pesquisa, ndo foi possivel

realizar o sequenciamento do RNA de todas as linhagens celulares estudadas.

Em THP-1 e NOMO-1, sabe-se que houve sele¢cdo de subpopulagdes com resposta
diferencial ao Ara-C, pois a fracdo de células em sub-G1 estava aumentada nas células
parentais quando comparadas as células resistentes a droga. J& MOLM-14 foi a Unica
linhagem celular tratada que néo apresentou diferenca na fracao de células em sub-G1 antes e

apos o tratamento em longo prazo, e também néo houve diferencas significativas nas porcoes
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celulares distribuidas nas demais fases do ciclo celular. Sugere-se, portanto, que nesta
linhagem n&o houve selecdo de subpopulacgdes celulares resistentes ao Ara-C.

As células MOLM-14 mostraram-se mais sensiveis ao Ara-C que as outras linhagens
estudadas, e o tratamento em longo prazo foi interrompido diversas vezes para que as células
atingissem a densidade minima adequada a proliferacdo. Acredita-se que este fato tenha
prejudicado o processo de selecdo de subpopulagbes mais resistentes a droga, e
provavelmente a aplicagdo de uma dose inferior, porém, constante da droga, seria eficaz na

selecao.

As quatro linhagens celulares estudadas apresentam heterogeneidade na proteina de
fusdo com MLL. Na linhagem MV-4-11, MLL encontra-se fusionado a AF4
[t(4;11)(921;923)], e nas linhagens THP-1, NOMO-1 e MOLM-14, a proteina de fusdo ¢ AF9
(ATCC e DSMZ). MLL-AF4 e MLL-AF9 sdo duas das proteinas de fusdo mais frequentes
nas leucemias portadoras do rearranjo MLL. Apesar de ambas as proteinas de fusdo, AF4 e
AF9, apresentarem funcdo molecular semelhante na elongacéo transcricional, acredita-se que
o parceiro de fusdo influencie na resposta diferencial ao Ara-C, bem como, o comportamento
bimodal que ja havia sido observado em pacientes com LLC, e parece ser uma caracteristica
intrinseca a fusdo MLL-AF4.
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V1. Conclusoes
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

e O tratamento em longo prazo selecionou células MV-4-11 mais resistentes ao Ara-C
que as células parentais;

e As células MV-4-11 resistentes ao Ara-C apresentaram distribuicdo bimodal do
marcador CD38 (subpopulagées MV-4-11 CD38-" e MV-4-11 CD38"";

e As subpopulacdes MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"%" estavam associadas a
resisténcia ao Ara-C, sendo MV-4-11 CD38°" mais resistentes a droga que MV-4-11
CD38"9" quando comparados os nimeros de células apoptéticas e o aprisionamento
na fase S do ciclo celular, entretanto MV-4-11 CD38"'9" apresentam uma taxa
proliferativa maior evidenciada pelo aumento do conteddo celular na fase G2-M do
ciclo celular. Acredita-se que 0 aumento na capacidade proliferativa das células MV-
4-11 CD38"19" esteja associado a relacéo do marcador CD38 com a molécula MAPK3
ou ERK1, conhecido por induzir ativacdo e proliferacdo celulares em leucemia
linfocitica cronica;

e Quanto as analises do perfil global de expressdo génica, uma das analises de
componente principal (PCA), demonstrou que a subpopulagio MV-4-11 CD38H9" ¢
mais semelhante as células MV-4-11 parentais, mas ambas diferem da subpopulacao
MV-4-11 CD38"%", resultado corroborado pelas analises de genes diferencialmente
expressos (GDEs), que indicaram 579 GDEs entre as células MV-4-11 Parentais e a
subpopulacdo MV-4-11 CD38"'9" 1585 GDEs entre MV-4-11 Parental versus MV-4-
11 CD38"", e 3395 GDEs entre MV-4-11 CD38"%" versus MV-4-11 CD38*%;

e Apos a aplicacdo de filtros aos genes diferencialmente expressos entre as células MV-
4-11 CD38"" ¢ MV-4-11 CD38"9" 481 genes foram classificados em 197 categorias
de processos biologicos de ontologia génica (GO). Observou-se o0 enriquecimento de
categorias associadas a processos do desenvolvimento/ embriogénese/morfogénese, e
resposta a estimulos (compostos/horménios/drogas);

e Dos genes do desenvolvimento desregulados nas leucemias portadoras do rearranjo
MLL, os genes HOX apresentaram assinatura diferencial;

v O cluster HOXA encontrou-se mais expresso nas células nas células MV-4-11

CD38""", portanto, associado & maior resisténcia ao Ara-C, e o cluster HOXB
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encontrou-se mais expresso em MV-4-11 CD38™%" portanto associado &
menor resisténcia a droga;

v' HOXAL13 foi o gene mais diferencialmente expresso entre as células MV-4-11
CD38"9" e MV-4-11 CD38"" e acredita-se que apesar de ndo ter sido
relacionado anteriormente & leucemogénese em LMA-MLL, esteja envolvido
na quimiorressiténcia ao Ara-C, uma vez que na literatura, sua superexpresséo
foi associada ao pior prognéstico e sobrevida livre de doenca em outros
canceres;

Dos genes relacionados a categoria resposta a estimulos, aqueles que codificam
enzimas metabolizadoras de Ara-C ndo apresentaram um perfil diferencial de
expresséo entre as células MV-4-11 CD38"9" e MV-4-11 CD38"%;

v" NME1, que codifica uma enzima nucleosideo difosfato-quinase, apesar de se
encontrar significativamente menos expresso nas células MV-4-11 CD38""
que em MV-4-11 CD38™M9" nio fora associado & resisténcia ao Ara-C,
entretanto sua relagdo com vias de proliferacdo como MAPK/STAT, podem
relacioné-lo a resisténcia a droga em LMA-MLL;

Ainda entre os genes relacionados a categoria resposta a estimulos, 0s envolvidos nas
vias de reparo de DNA, MMR, BER e NER, apresentaram-se menos expressos nas
células MV-4-11 CD38"" do que em MV-4-11 CD38™M%" enquanto que o gene
MGMT da via de reparo direto encontrou-se mais expresso nas células MV-4-11
CD38"",

Enfim, o modelo in vitro proposto por este estudo para caracterizar células antes e
apo6s o tratamento em longo prazo com Ara-C, demonstrou que 0s mecanismos de
resisténcia a droga em LMA-MLL vao além da detoxificagdo e metabolizacao desta, e
parecem mais associados as propriedades proliferativas e ao desenvolvimento das
células leucémicas;

As diferencas na resposta diferencial ao Ara-C e na expressdo do marcador CD38
podem ser atribuidas ao parceiro de fusdo MLL, que em MV-4-11 é a proteina AF4, e
em THP-1, NOMO-1 e MOLM-14 é a proteina AF9, ou mesmo pela diferenca no

regime do tratamento em longo prazo com Ara-C.
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Anexo A. Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Papel da célula-tronco mesenquimal na modulagao das propriedades biolégicas da
célula-tronco leucémica em Leucemia Miel6ide Aguda

Pesquisador: Larissa Oliveira Guimaraes

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 09150112.7.0000.5440

Instituicao Proponente: Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 176.703
Data da Relatoria: 07/01/2013

Apresentacao do Projeto:

Na medula 6ssea, a célula-tronco hematopoética (HSC) reside em dois nichos distintos: o osteoblastico e o
vascular. A principio, evidéncias apontavam o nicho osteoblastico como responsavel pela quiescéncia e auto
-renavacgao das HSCs e o nicho vascular por manté-las ativas. Recentemente, esse conceito modificou,
sugerindo um papel do nicho vascular na ativagdo e quiescéncia das HSCs. Dentre as células do nicho
vascular, as células-tronco mesenquimais (MSCs) secretam citocinas angiogénicas, imunomoduladoras, anti
-apoptéticas, interleucinas, outros fatores tréficos e microRNAs, que podem interferir nas propriedades das
HSCs. Essas informagbes conduziram-nos a hipétese de que o secretoma das MSCs da medula 6ssea
(BMMSCs) de pacientes portadores de Leucemia Mieldide Aguda (LMA) atua no comportamento das
célulastronco leucémicas (LSCs) resultando em mudanca de fendtipo e potencial leucemogénico. Para
testar essa hipotese, populagdes de LSCs purificadas (CD34+CD38-) de duas linhagens de LMA - MV-4; 11
e MOL-M13 - serdo cultivadas na presenga ou auséncia do meio condicionado BM-MSCs, para responder
questdes sobre alteracdes no perfil fenotipico, na capacidade de quimiorresisténcia ao tratamento com Ara-
C, e na modulagao diferencial do compartimento de LSC. Desta forma, serfo realizados testes para avaliar o
papel das MSCs no perfil fenotipico e potencial leucemogénico das LSCs e sera investigado se moléculas
secretadas pelas MSCs aumentam a resisténcia das LSCs a tratamentos quimioterapicos. Em uma segunda
fase, as mesmas propriedades biologicas serdo avaliadas em presenca de secretoma da mesenquimal de
individuo saudavel. Assim, a caracterizagdo do papel do secretoma das MSCs na modulagao das LSCs
permitira identificar
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moléculas secretadas pelas MSCs que atuem no processo de leucemogénese e influenciam no processo de
quimioresisténcia.

Objetivo da Pesquisa:

Elucidar o papel das células-tronco mesenquimais do nicho estromal nas propriedades biolégicas da
célulatronco leucémica em linhagens celulares de Leucemia Mieldide Aguda.

Objetivos Secundarios:

1) Isolar e caracterizar células-tronco mesenquimais da medula éssea de individuos normais e individuos
portadores de LMA;2) Preparar o secretoma produzido pelas células-tronco mesenquimais da medula dssea
de individuos normais e individuos portadores de LMA;3) Investigar o papel do secretoma das células-tronco
mesenquimais de individuos portadores de LMA na modulacdo do perfil fenotipico das células-tronco
leucémicas CD34+CD38- das linhagens celulares MV-4; 11 e MOL-M13; 4) Comparar o potencial
clonogénico e avaliar a morfologia da populagdo leucémica antes e apés o tratamento com o secretoma de
BM-MSC leucémica;5) Investigar o papel do secretoma das células-tronco mesenquimais de LMA na
quimiorresisténcia das células-tronco leucémicas CD34+CD38- das linhagens celulares MV-4; 11 e
MOLM13; 8) Avaliar as mesmas propriedades biologicas da célula-tronco leucémica, apds o tratamento com
o secretoma da célula mesenguimal normal.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos para para os pacientes com leucemia mieldide aguda s&o praticamente inexistentes durante a
realizagao da puncao. Devido ao procedimento, & comum haver queixa de dor discreta no local da pungao.
No caso desta pesquisa, serda apenas aproveitado uma peguena parte do material coletado para o
diagnostico, sem a necessidade de coletas adicionais.

Beneficios:

As pessoas que aceitarem participar da pesquisa ndo serdo beneficiadas diretamente pelos nossos estudos,
mas poder&o contribuir para a melhor compreensao da patogénese da Leucemia Mieléide Aguda, objetivada
pelo projeto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante e os procedimentos néo afetardo diretamente os pacientes porque sera apenas
aproveitado material de biopsia coletada para o diagnostico.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Foram incluidos um TCLE e um orgamento detalhado.

Recomendacodes:
Sem novas recomendacges.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 196/96 e suas complementares, o meu parecer & que o projeto
de pesquisa deve ser enquadrado na categoria "APROVADQ"; bem como o TCLE, versao 2

datado de 07 de dezembro de 2012.

Situacgdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto Aprovado: Tendo em vista a legislacéo vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatdrios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final ao término do trabalho. Qualquer modificag@o
do projeto original deve ser apresentada a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para nova

apreciacdo.

RIBEIRAO PRETO, 18 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Ricardo de Carvalho Cavalli

(Coordenador)
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Anexo B. Comité de Reviséo Institucional — IRB (Institutional Review Board) do University

Hospitals Case Medical Center — Case Western Reserve University

0 CENTER FOR CLINICAL RESEARCH
: : : AND TECHNOLOGY
UnlverSIt.y Hospltals 11100 Euclid Avenue, Lakeside 1400
Case Medical Center Cleveland, Ohio 44106

Non Human Subject Research Determination Request

Stanton L Gerson MD,

The Center for Clinical Research and Technology has reviewed the Activity
Determination Form (DET) for the project entitled “Acute Myeloid Leukemia and
leukemic stem cells” (IRB# NHR-13-99) and has determined that this project
does not qualify as “human subject research” according to Federal regulations.
According to the review, the current project does not involve “Human Subjects”
under 45 CFR46 or 21 CFR 56.

This activity is also considered HIPAA Exempt
If the scope of the project changes or once you have a plan to engage in “human
subject research”, please be sure to contact the Center for Clinical Research and

Technology for a new determination.

Thank you for your submission. Please retain this as proof of review.

UHCMC IRB Chairperson
(Signature was applied by the IRB Administration Office)

The UHCMC IRB operates under the HHS Federal Wide Assurance of Compliance number 00003937 and
IRB registration numbers 00000684 and 00001691
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Tabela 5. AlteragBes na expressao génica entre as células MV-4-11 CD38"" e MV-4-11 CD38"9" observadas na analise de RNA-seq com log2(fold change) > 4. Os genes
que apresentaram FPKM nulo (FPKM=0) foram excluidos da analise.

ID do gene Nome do gene FPKMs MV-4-11 FPKMs MV-4- Valordep Valordeq log2(fold_chang
CD3gHion 11 CD38-" e)
Absoluto
ENSG00000111058 ACSS3 0,00505209 4,92631 0,0001 0,00161488 9,92941
ENSG00000265185 SNORD3B-1 1420,71 1,64739 5,00E-05  0,000870115 9,75221
ENSG00000104267 CA2 1,34568 949,392 5,00E-05  0,000870115 9,46252
ENSG00000153904 DDAH1 0,00514241 2,27603 5,00E-05  0,000870115 8,78986
ENSG00000111331 OAS3 0,0206573 7,11436 0,0002 0,00293138 8,42794
ENSG00000166825 ANPEP 0,226888 68,8825 5,00E-05  0,000870115 8,24601
ENSG00000183900 AC099522.1 0,161731 47,4728 0,00065 0,00789539 8,19736
ENSG00000205176 REXO1L1P 0,0241303 6,97311 0,0001 0,00161488 8,17481
ENSG00000143776 CDC42BPA 0,024858 7,03244 5,00E-05  0,000870115 8,14417
ENSG00000177425 PAWR 0,00610032 1,6755 0,0002 0,00293138 8,10149
ENSG00000143995 MEIS1 45,2388 0,170134 5,00E-05  0,000870115 8,05474
ENSG00000136732 GYPC 0,259594 68,6253 5,00E-05  0,000870115 8,04634
ENSG00000112837 TBX18 0,171973 44,4347 5,00E-05  0,000870115 8,01336
ENSG00000180543 TSPYL5 0,0530688 13,643 5,00E-05  0,000870115 8,00608
ENSG00000146242 TPBG 0,0390743 9,94763 0,00055 0,00689596 7,99199

ENSG00000083857 FAT1 0,131174 32,0426 5,00E-05  0,000870115 7,93236
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ENSG00000148516
ENSG00000142700
ENSG00000197702
ENSG00000116962
ENSG00000182983
ENSG00000125810
ENSG00000099399
ENSG00000137265
ENSG00000188153
ENSG00000100336
ENSG00000102595
ENSGO00000017427
ENSG00000198795
ENSG00000111052
ENSG00000121005
ENSG00000165659
ENSG00000081189
ENSG00000131668
ENSG00000134184
ENSG00000109452
ENSG00000181195

ZEB1
DMRTA2
PARVA
NID1
ZNF662
CD93
MAGEB2
IRF4
COL4A5
APOL4
UGGT2
IGF1
ZNF521
LIN7A
CRISPLD1
DACH1
MEF2C
BARX1
GSTM1
INPP4B
PENK

0,0434363
0,249197
0,0273608
0,165277
0,00617255
0,226207
0,0889796
25,9357
0,0121168
8,56788
0,0271482
4,44319
0,196737
0,212221
0,0756623
0,0342336
0,271979
0,51428
0,0824821
0,0878201
0,140518

10,5997
60,3431
6,44301
38,7863
1,4241
51,3429
19,8878
0,120329
2,60447
0,040856
5,55026
0,0218843
39,9382
42,4704
14,6479
6,62694
50,0743
94,4981
14,9782
15,9472
25,3041

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00065
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00789539
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

7,9309
7,91976
7,87948
7,87452
7,84997
7,82638
7,80419
7,75181
7,74784
7,71225
7,67556
7,66555
7,66536
7,64475

7,5969
7,59679
7,52443
7,52159
7,50457
7,50453
7,49247
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ENSG00000129946
ENSG00000180592
ENSG00000165731
ENSG00000120784
ENSG00000225210
ENSG00000105613
ENSG00000145248
ENSG00000164749
ENSG00000118473
ENSG00000131435
ENSG00000176046
ENSG00000133142
ENSG00000065833
ENSG00000182263
ENSG00000169255
ENSGO00000181577
ENSG00000196586
ENSG00000008394
ENSG00000166426
ENSGO00000072657
ENSG00000100433

SHC2
SKIDA1
RET
ZFP30
AL589743.1
MAST1
SLC10A4
HNF4G
SGIP1
PDLIM4
NUPR1
TCEAL4
ME1
FIGN
B3GALNT1
C6orf223
MYQO6
MGST1
CRABP1
TRHDE
KCNK10

0,0409393
0,0900852
0,534738
0,0153804
0,0212108
0,00282904
0,117959
0,0671708
0,0121984
0,0408165
0,174975
0,070744
0,0762471
0,0444792
0,0310018
0,0756822
0,0376504
0,418709
0,173305
0,104612
17,2806

7,32584
16,1011
95,4334
2,74484
3,74657
0,497328
20,5875
11,6813
2,02969
6,73898
28,8291
11,6407
12,4799
7,17992
4,94829
11,7076
5,80586
64,1447
25,9458
15,6303
0,116027

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0064
0,00035
5,00E-05
5,00E-05
0,0003
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,0012
5,00E-05
5,00E-05
0,00155
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0496918
0,00471325
0,000870115
0,000870115
0,0041311
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,0130484
0,000870115
0,000870115
0,0160278
0,000870115
0,000870115

7,48336
7,48165
7,47952
7,47949
7,46463
7,45774
7,44734
7,44215
7,37842
7,36723
7,36423
7,36236
7,35471
7,33469
7,31843
7,27328
7,2687
7,25924
7,22604
7,22316
7,21855
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ENSG00000122863
ENSG00000253821
ENSG00000158258
ENSG00000147394
ENSG00000136193
ENSG00000118596
ENSG00000131711
ENSG00000081803
ENSG00000233452
ENSG00000163993
ENSG00000197124
ENSG00000158104
ENSG00000156535
ENSG00000236333
ENSG00000100234
ENSG00000069011
ENSG00000247498
ENSG00000107736
ENSG00000103381
ENSG00000168329
ENSG00000254319

CHST3
RP11-246K15.1
CLSTNZ2
ZNF185
SCRN1
SLC16A7
MAP1B
CADPS2
STXBP5-AS1
S100P
ZNF682
HPD
CD109
TRHDE-AS1
TIMP3
PITX1
RP11-392P7.6
CDH23
CPPED1
CX3CR1
RP11-134021.1

0,0189108
0,229846
0,0873426
22,9966
0,0363327
0,0527181
0,0483683
0,0185701
0,0139807
0,288202
0,0257884
28,9289
0,0621741
0,0279889
0,39038
241,288
2,09724
0,0607499
0,103229
0,146126
0,0243915

2,75658
33,4537
12,6022

0,161031
4,96304
7,03507
6,43493
2,45835
1,82429
37,3595
3,34175

0,223613
7,76226
3,40911
47,4543
1,98782

0,017769

7,1444
11,9089
16,7213
2,78541

0,00105
0,0002
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0002
5,00E-05
0,00075
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00175
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0055

0,0117011
0,00293138
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00293138
0,000870115
0,00887691
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0177088
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0441395

7,18753
7,18535
17,17277
7,15794
7,09381
7,06012
7,05572
7,04856
7,02775
7,01825
7,01774
7,01536
6,96402
6,9284
6,92551
6,92342
6,88298
6,87779
6,85006
6,83833
6,83537
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ENSG00000105708
ENSG00000227502
ENSG00000204287
ENSG00000104332
ENSG00000122378
ENSG00000105357
ENSG00000102445
ENSG00000162722
ENSG00000143545
ENSG00000214338
ENSG00000242550
ENSG00000144649
ENSG00000187791
ENSG00000143369
ENSG00000147570
ENSGO00000177337
ENSG00000168938
ENSG00000165168
ENSG00000149294
ENSG00000046604
ENSG00000134202

ZNF14
RP1-249H1.4
HLA-DRA
SFRP1
FAMZ213A
MYH14
KIAA0226L
TRIM58
RAB13
SOGA3
SERPINB10
FAM198A
FAM205CP
ECM1
DNAJCSB
DLGAP1-AS1
PPIC
CYBB
NCAM1
DSG2
GSTM3

0,0397382
0,0287574
99,2418
0,0333189
0,148337
0,0262127
0,361221
0,0374572
0,116596
0,00713811
0,0768114
0,00678611
0,0406816
0,239446
0,452679
0,00690254
0,530198
0,148736
0,552586
0,0258033
0,115584

4,49586
3,24937
0,879951
3,7544
16,4127
2,89217
39,5961
4,10273
12,6649
0,77481
8,31762
0,725371
4,33134
25,1948
47,3199
0,713671
52,6401
14,5804
53,8985
2,51525
11,261

5,00E-05
0,00145
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0024
5,00E-05
0,00085
0,0007
0,00475
0,00185
5,00E-05
5,00E-05
0,0005
0,00455
0,00085
5,00E-05
0,00075
5,00E-05

0,000870115
0,0151779
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0227505
0,000870115
0,00984358
0,00838618
0,0393832
0,0185047
0,000870115
0,000870115
0,00635952
0,0380462
0,00984358
0,000870115
0,00887691
0,000870115

6,82193
6,82008
6,81738
6,8161
6,78978
6,78574
6,77633
6,7752
6,76317
6,76216
6,75871
6,73999
6,73429
6,71728
6,70781
6,69199
6,63349
6,61514
6,6079
6,60701
6,60625
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ENSG00000075618
ENSG00000221988
ENSG00000170558
ENSG00000179222
ENSG00000054793
ENSG00000111186
ENSG00000171714
ENSG00000118971
ENSG00000076716
ENSG00000132010
ENSG00000198722
ENSG00000142949
ENSG00000105426
ENSG00000177932
ENSG00000253230
ENSG00000197859
ENSG00000073737
ENSG00000087116
ENSG00000169083
ENSGO00000165757
ENSG00000120332

FSCN1
PPT2,PPT2-EGFLS8
CDH2
MAGED1
ATPOA
WNT5B
ANO5
CCND2
GPC4
ZNF20
UNC13B
PTPRF
PTPRS
ZNF354C
LINCO00599
ADAMTSL2
DHRS9
ADAMTS?2
AR
KIAA1462
TNN

0,455271
1,86696
0,0343354
0,0638619
0,0197836
0,00639444
0,01147
18,2095
0,0445755
0,0395848
0,0418044
0,409243
0,0512034
0,0353314
24,64
2,68614
0,539943
0,33736
0,109472
0,0439098
0,0230727

44,1901
0,0192382
3,3312
6,18298
1,87522
0,603235
1,08078
0,195405
4,14936
3,67964
3,88528
37,8307
4,68916
3,19951
0,273986
0,0300263
47,8965
29,897
9,53209
3,70891
1,93005

5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,0019
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00055
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0002

0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,0189259
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00689596
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00293138

6,60086
6,60057
6,6002
6,5972
6,56662
6,55976
6,55807
6,54209
6,5405
6,53847
6,53822
6,53046
6,51695
6,50076
6,49075
6,48316
6,47097
6,46957
6,44415
6,40031
6,38631
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ENSG00000004799
ENSG00000106066
ENSG00000197561
ENSG00000156011
ENSG00000125841
ENSG00000163624
ENSG00000178919
ENSG00000197632
ENSG00000171509
ENSG00000010810
ENSG00000137941
ENSG00000183508
ENSG00000215146
ENSG00000170365
ENSG00000082397
ENSG00000182253
ENSG00000146373
ENSG00000233098
ENSG00000214189
ENSG00000184313
ENSG00000178163

PDK4
CPVL
ELANE
PSD3
NRSN2
CDS1
FOXE1
SERPINB2
RXFP1
FYN
TTLLY
FAM46C
RP11-313J2.1
SMAD1
EPB41L3
SYNM
RNF217
RP11-344E13.3
ZNF788
MROH7
ZNF518B

0,0220523
0,216424
10,3815
0,0561095
0,0401182
0,0324917
0,0597417
0,11412
0,270047
0,434118
0,0106714
2,55048
0,0541953
0,05725
54,9826
0,0366587
0,0644884
0,554817
0,0840915
0,0283895
0,130618

1,83402
17,9645
850,949
4,53527
3,22965
2,59157
4,74035
9,02497
21,2422
33,9948
0,831595
0,0330887
4,16649
4,37222
0,729508
2,72585
4,77361
40,9764
6,20901
2,06827
9,43953

0,00045
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0003
0,0002
0,00025
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00015
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0003
5,00E-05
5,00E-05

0,0058256
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

0,0041311

0,00293138
0,00354336
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00229713
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

0,0041311
0,000870115
0,000870115

6,37794
6,37515
6,35698
6,3368
6,33098
6,31761
6,31011
6,3053
6,29758
6,29108
6,28406
6,26829
6,26452
6,25495
6,23591
6,21641
6,2099
6,20664
6,20626
6,18692
6,17529
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ENSG00000091262
ENSG00000229676
ENSG00000237036
ENSG00000125384
ENSG00000011201
ENSG00000106689
ENSG00000177374
ENSG00000247774
ENSG00000237506
ENSG00000116157
ENSG00000142303
ENSG00000223865
ENSG00000165626
ENSG00000150471
ENSG00000113494
ENSG00000225278
ENSG00000242574
ENSG00000133687
ENSG00000048052
ENSG00000231808
ENSG00000071242

ABCC6
ZNF492
ZEB1-AS1
PTGER2
KAL1
LHX2
HIC1
PCED1B-AS1
RPSAP15
GPX7
ADAMTS10
HLA-DPB1
BEND7
LPHN3
PRLR
RP11-782C8.5
HLA-DMB
TMTC1
HDAC9
RP11-143M1.4
RPS6KA2

0,0676808
0,0244292
0,0658364
4,39033
0,0708175
0,0744352
17,4998
0,21255
13,8108
0,15277
12,1273
4,612
0,0237678
0,52056
0,0285007
0,0126673
1,64356
0,129533
0,812966
1,08633
0,298359

4,86657
1,74782
4,67919
0,0623647
4,96871
5,21595
0,25013
14,8163
0,198165
10,5021
0,177637
0,0682715
1,6053
34,9093
1,89467
0,838395
0,0249456
8,45946
53,0807
70,6818
19,1781

5,00E-05
0,00035
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,0002
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00015
0,00445
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,00471325
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,00293138
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00229713
0,0373554
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

6,16802
6,16081
6,15123
6,13746
6,13262
6,1308
6,12852
6,12324
6,12295
6,10318
6,09319
6,07796
6,07769
6,0674
6,0548
6,04844
6,04189
6,02917
6,02885
6,0238
6,00627
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ENSG00000171408
ENSG00000007350
ENSG00000163564
ENSG00000115507
ENSG00000149289
ENSG00000005108
ENSG00000164742
ENSG00000182048
ENSG00000088256
ENSG00000154654
ENSG00000107954
ENSG00000143452
ENSG00000095970
ENSG00000169855
ENSG00000125845
ENSG00000188042
ENSG00000130513
ENSG00000197506
ENSG00000101460
ENSG00000106992
ENSG00000231389

PDE7B
TKTL1
PYHIN1
OTX1
ZC3H12C
THSD7A
ADCY1
TRPC2
GNA11
NCAM?2
NEURL1
HORMAD1
TREM?2
ROBO1
BMP2
ARLAC
GDF15
SLC28A3
MAPILC3A
AK1
HLA-DPA1

0,0692061
1,4911
0,0362062
0,37102
0,0510915
0,351515
0,114047
0,108603
0,0555003
0,537927
0,0926492
34,463
0,580711
0,1643
0,02661
19,0425
0,326453
0,585803
0,231075
0,198229
17,1319

4,38262
92,6234
2,24619
22,9499
3,14682
21,5853
6,94884
6,54984
3,34364
32,3007
5,92774
0,583221
33,1975
9,33963
1,5078
0,337272
18,4161
0,010408
12,8672
11,0363
0,314012

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00155
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0036
5,00E-05
5,00E-05
0,0016
5,00E-05
0,00045
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0160278
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0315156
0,000870115
0,000870115
0,0164607
0,000870115
0,0058256
0,000870115

5,98475
5,95692
5,9551
5,95085
5,94467
5,94032
5,92907
5,91432
5,91278
5,90801
5,89877
5,88486
5,83711
5,82896
5,82433
5,81917
5,81795
5,81465
5,79919
5,79894
5,76972
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ENSG00000165300
ENSG00000112218
ENSG00000185686
ENSG00000172403
ENSG00000055732
ENSG00000188848
ENSG00000239636
ENSG00000117114
ENSG00000188822
ENSG00000136235
ENSG00000197653
ENSG00000164099
ENSG00000117519
ENSG00000185842
ENSG00000155016
ENSG00000136943
ENSG00000153071
ENSG00000155974
ENSG00000205364
ENSG00000169884
ENSG00000231453

SLITRKS5
GPR63
PRAME
SYNPO2
MCOLN3
BENDA4
RP4-728D4.2
LPHN2
CNR2
GPNMB
DNAH10
PRSS12
CNN3
DNAH14
CYP2U1
CTSV
DAB?2
GRIP1
MT1M
WNT10B
AC018470.4

0,0410783
0,043613
0,34827
0,085799
0,0619168
0,0100533
0,215108
0,63806
0,949695
0,230144
0,0206976
0,559617
0,0764329
0,222121
0,0376493
0,0787277
0,122024
94,5702
13,9389
6,79304
0,157935

2,23981
2,36829
18,879
4,63188
3,34227
0,539531
11,4475
33,9285
0,0179213
12,096
1,08532
29,247
3,97468
11,4687
1,91443
3,99278
6,15225
1,90563
0,281815
0,138017
7,55238

5,00E-05
0,0002
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
0,0034
0,00355
5,00E-05
0,0005
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0036
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
0,00015
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,00293138
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,0301253
0,0311917
0,000870115
0,00635952
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0315156
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,00229713
0,000870115
0,000870115

5,76886
5,76294
5,76043
5,7545
5,75435
5,74596
5,73383
5,73266
5,72772
5,71585
5,71251
5,70771
5,7005
5,69022
5,66815
5,66438
5,65588
5,63304
5,62822
5,62114
5,57953
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ENSG00000216775
ENSG00000024422
ENSG00000018280
ENSG00000159450
ENSG00000171291
ENSG00000174370
ENSG00000198853
ENSG00000008311
ENSG00000235601
ENSG00000198829
ENSG00000007264
ENSGO00000137942
ENSG00000214357
ENSG00000103528
ENSG00000089091
ENSG00000164294
ENSG00000130592
ENSG00000165338
ENSG00000181856
ENSG00000124107
ENSG00000127951

RP1-152L7.5
EHD2
SLC11A1
TCHH
ZNF439
Cllorf45
RUSC2
AASS
RP11-231K?24.2
SUCNR1
MATK
FNBP1L
NEURL1B
SYT17
DZANK1
GPX8
LSP1
HECTD?2
SLC2A4
SLPI
FGL2

0,0451823
0,036985
0,158439

0,0266789
0,291101
0,156433

0,0857091

0,0664503
0,135455

0,0349882

48,6115

0,0365744

0,0960955

0,0332388
0,709138

0,0584303

55,8834

0,0335528

0,490023
1,25141
82,8468

2,14369
1,72609
7,39349
1,24382
13,5199
7,1343
3,85385
2,97509
6,05424
1,55055
1,11284
1,59761
4,16917
1,39089
29,6699
2,43547
1,34214
1,3938
0,0119144

51,4383
2,0416

5,00E-05
0,00265
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00315
0,0004
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00455
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,0246602
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0283387
0,00528039
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0380462
0,000870115
0,000870115

5,56819
5,54442
5,54425
5,54293
5,53742
5,51115
5,49071
5,48452
5,48206
5,46976
5,44898
5,44893
5,43915
5,38699
5,38679
5,38134
5,37981
5,37644
5,36208
5,36122
5,34267
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ENSG00000235750
ENSG00000234465
ENSG00000170962
ENSG00000139211
ENSG00000159208
ENSG00000160593
ENSG00000142173
ENSG00000163563
ENSG00000206262
ENSG00000177839
ENSG00000270107
ENSG00000104447
ENSG00000164023
ENSG00000130822
ENSG00000242516
ENSG00000249395
ENSG00000170801
ENSG00000187116
ENSG00000154734
ENSG00000227372
ENSG00000174099

KIAA0040
PINLYP
PDGFD

AMIGO2
Clorf51
AMICAL
COL6A2
MNDA
C3orf72
PCDHB9
CTD-2306M10.1
TRPS1
SGMS2
PNCK

LINC00960
CASC9
HTRA3
LILRAS

ADAMTS1

TP73-AS1

MSRB3

0,0698104
0,195313
0,0703048
0,0159819
0,0383539
5,90477
0,201306
1,13575
0,032541
0,0386455
7,43515
0,359765
0,0651011
0,0525664
0,177736
0,0944886
6,4179
1,9134
0,0471676
0,0945188
0,109164

2,82614
7,87216
2,83017
0,639962
1,52849
0,149502
7,76458
42,8689
1,22347
1,4461
0,198853
13,3501
2,40394
1,9381
6,54667
3,4677
0,175018
0,0522637
1,72308
3,43634
3,92317

5,00E-05
0,00455
0,0001
0,00625
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0004
0,0006
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00035
5,00E-05
0,0023
5,00E-05
0,0001
5,00E-05

0,000870115
0,0380462
0,00161488
0,0487806
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00528039
0,00740759
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00471325
0,000870115
0,0220191
0,000870115
0,00161488
0,000870115

5,33925
5,3329
5,33112
5,32348
5,31659
5,30364
5,26945
5,23821
5,23258
5,22572
5,22459
5,21365
5,20657
5,20436
5,20295
5,1977
5,19653
5,19419
5,19105
5,18413
5,16746
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ENSG00000075275
ENSG00000146555
ENSG00000105371
ENSG00000163430
ENSG00000187037
ENSG00000245164
ENSG00000129596
ENSG00000158234
ENSG00000141198
ENSG00000148154
ENSG00000206195
ENSG00000074219
ENSG00000181523
ENSG00000255026
ENSG00000106031
ENSG00000112290
ENSG00000133818
ENSG00000117016
ENSG00000184060
ENSG00000140859
ENSG00000257093

CELSR1
SDK1
ICAM4
FSTL1
GPR141
LINC00861
CDO1
FAIM
TOM1L1
UGCG
AP000525.9
TEAD?2
SGSH
RP11-326C3.2
HOXA13
WASF1
RRAS2
RIMS3
ADAP2
KIFC3
KIAA1147

0,116054
0,191517
11,5898
0,148199
0,0399855
1,19592
0,0799989
0,113419
0,0634246
299,507
0,061773
0,0170771
4,72557
6,11513
0,547901
0,197561
0,221752
1,60847
0,0723572
0,473903
12,1758

4,13552
6,80481
0,327403
5,20006
1,40091
0,0342111
2,77805
3,89238
2,17548
8,7504
2,10689
0,577546
0,141197
0,182932
18,2938
6,45044
7,17331
51,9657
2,32951
15,2192
0,380148

5,00E-05
5,00E-05
0,00545
5,00E-05
0,0037
0,00295
0,00035
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,0002
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,043844
0,000870115
0,032178
0,0269175
0,00471325
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,00293138
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

5,1552
5,15101
5,14564
5,13292
5,13074
5,12751
5,11795
5,10092
5,10015

5,0971
5,09199

5,0798
5,06471
5,06301

5,0613
5,02903
5,01562

5,0138
5,00874
5,00515
5,00131
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ENSG00000171992
ENSG00000197965
ENSG00000126467
ENSG00000137628
ENSG00000185198
ENSG00000135047
ENSG00000027075
ENSG00000167600
ENSG00000100373
ENSG00000100979
ENSG00000204682
ENSGO00000070915
ENSG00000067177
ENSG00000238186
ENSG00000198502
ENSGO00000053747
ENSG00000169122
ENSG00000168672
ENSG00000170421
ENSG00000186205
ENSG00000132170

SYNPO
MPZL1
TSKS
DDX60
PRSS57
CTSL
PRKCH
CYP2S1
UPK3A
PLTP
CASC10
SLC12A3
PHKA1
RP11-656D10.6
HLA-DRB5S
LAMA3
FAM110B
FAM84B
KRT8
MARC1
PPARG

0,0294915
28,257
2,9961

0,232429
99,221
0,555617
0,199097
0,174176
6,45803
0,553711
0,408099
2,30481
0,0215407
1,78866

0,0999219

0,0670367

0,0457212

0,495639
12,3567
0,209713
0,0904088

0,943173
0,888878
0,094271
7,37841
3,14358
17,5151
6,26591
5,46471
0,205999
17,3359
12,7716
0,0744373
0,665388
55,1946
3,08213
2,04789
1,39584
15,0525
0,408908
6,30525
2,71771

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0003
0,0014
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
0,00095
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0041311
0,0147775
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,0107861
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

4,99915
4,99048
4,99013
4,98845
4,98016
4,97836
4,97598
4,97153
4,97038
4,96848
4,96788
4,95247
4,94906
4,94758
4,94698
4,93305
4,93213
4,92457
4,91738
4,91006
4,90979
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ENSG00000189057
ENSG00000224259
ENSG00000010818
ENSG00000205221
ENSG00000174233
ENSG00000135631
ENSG00000130598
ENSG00000121310
ENSG00000139132
ENSG00000052850
ENSG00000230333
ENSG00000164002
ENSG00000227278
ENSG00000136379
ENSG00000135406
ENSG00000143797
ENSG00000121316
ENSG00000150907
ENSGO00000173376
ENSG00000162512
ENSG00000153132

FAM111B
LINC01133
HIVEP2
VIT
ADCY6
RAB11FIP5
TNNI2
ECHDC2
FGD4
ALX4
AC004538.3
EXO5
RP11-656D10.5
ABHD17C
PRPH
MBOAT2
PLBD1
FOXO1
NDNF
SDC3
CLGN

0,0335842
0,113877
0,0233324
0,311943
0,129008
0,359996
10,1959
1,21933
0,0772523
0,124835
0,145693
3,80573
2,5114
0,622557
0,0312383
0,224041
0,0322223
0,0733389
2,72698
0,317615
0,290752

1,00671
3,39781
0,695529
9,28799
3,83146
10,6676
0,344601
36,0734
2,27654
3,67824
4,28686
111,841
73,5755
18,1607
0,909688
6,48891
0,932457
2,11823
0,0947737
9,08915
8,24737

5,00E-05
0,00025
0,00075
5,00E-05
5,00E-05
0,0003
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00085
5,00E-05
0,00015
5,00E-05
0,0006
5,00E-05
0,0025
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,00354336
0,00887691

0,000870115

0,000870115

0,0041311

0,000870115

0,000870115

0,000870115

0,000870115
0,00984358

0,000870115
0,00229713

0,000870115
0,00740759

0,000870115

0,0235233

0,000870115

0,000870115

0,000870115

0,000870115

4,90572
4,89905
4,8977
4,89601
4,89236
4,88912
4,88692
4,88678
4,88112
4,88092
4,87892
487714
4,87266
4,86647
4,86398
4,85614
4,85491
4,85213
4,84667
4,83879
4,82607
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ENSG00000123901
ENSG00000168995
ENSG00000152760
ENSG00000166743
ENSG00000179241
ENSG00000134827
ENSGO00000114757
ENSG00000083750
ENSG00000182890
ENSG00000134954
ENSG00000169413
ENSG00000104870
ENSG00000147257
ENSG00000072818
ENSG00000183770
ENSG00000005187
ENSG00000099864
ENSG00000211695
ENSG00000227508
ENSG00000255864
ENSG00000069812

GPR83
SIGLECY
TCTEX1D1
ACSM1
LDLRAD3
TCN1
PEX5L
RRAGB
GLUD2
ETS1
RNASEG
FCGRT
GPC3
ACAP1
FOXL2
ACSM3
PALM
TRGV9
RP5-894D12.3
RP11-444D3.1
HES2

0,655051
0,86073
1,56859
1,45618
5,33331

0,133953

0,117927

0,150771

0,0901895

0,486836
38,9015
5,38214

0,220809
19,8515

0,126331
15,4476

0,187636
3,60839

0,0717641

0,590809

0,514338

0,023136
0,0304374
44,2817
0,0516282
0,18989
3,75537
3,29748
4,20243
2,50454
13,3991
1,41424
147,582
6,04095
0,72622
3,44233
0,570931
5,06873
0,133729
1,92332
15,8283
0,0193126

0,0004
0,00205
5,00E-05
0,00255
5,00E-05
0,00025
5,00E-05
0,0006
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0044
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0015
0,00095

0,00528039
0,0201054
0,000870115
0,0238956
0,000870115
0,00354336
0,000870115
0,00740759
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,037017
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0156031
0,0107861

4,8234
4,82165
4,81917
4,81789
4,81179
4,80916

4,8054
4,80079
4,79544
4,78256
4,78173
4,77719
4,77391

47727

4,7681
4,75792
4,75561
4,75397
4,74419
4,74367

4,7351
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ENSG00000165152
ENSG00000262202
ENSG00000108679
ENSG00000141510

ENSG00000104219

ENSG00000012779
ENSG00000143850
ENSG00000126767
ENSG00000002746
ENSG00000162643
ENSG00000079156
ENSG00000129910
ENSG00000267280
ENSG00000103811
ENSG00000131238
ENSG00000172159
ENSG00000164309
ENSG00000166341
ENSG00000169902
ENSG00000272983
ENSGO00000139737
ENSG00000166394

TMEM246
SNORD3D
LGALS3BP
TP53
ZDHHC2
ALOX5
PLEKHAG
ELK1
HECW1
WDRG63
OSBPL6
CDH15

RP11-332H18.4

CTSH
PPT1
FRMD3
CMYAS5
DCHS1
TPST1

RP11-508N22.12

SLAIN1
CYB5R2

0,204336
24,9094
0,168553
56,757
0,622075
0,146319
0,0268252
21,3888
0,0752702
0,0475828
0,032037
1,45186
0,0580596
2,31215
59,7568
0,156246
0,0516956
0,0328291
0,0581676
0,0496622
0,392631
0,142551

5,42446
0,939144
4,43387
2,16597
16,3002
3,83043
0,696057
0,826218
1,93946
1,21474
0,813974
0,0571444
1,4718
58,2944
1504,28
3,93189
1,29123
0,816436
1,44287
1,2296
9,69455
3,51535

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0007
0,0017
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
0,0019
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0033
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00838618
0,0173116
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,0189259
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0294264
0,000870115
0,000870115
0,000870115

4,73046
4,7292
4,71729
4,71171
4,71166
4,71032
4,69754
4,69419
4,68743
4,67407
4,66717
4,66715
4,66391
4,65605
4,65383
4,65334
4,64256
4,63629
4,63259
4,62989
4,62593
4,62412
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ENSG00000170122
ENSG00000133055
ENSG00000196345
ENSG00000189367
ENSG00000064300
ENSG00000105639
ENSG00000261097
ENSG00000005471
ENSG00000179104
ENSG00000163220
ENSG00000166816
ENSG00000154358

ENSG00000260188

ENSGO00000155307
ENSG00000185332
ENSG00000152763
ENSG00000116774
ENSG00000004848
ENSG00000121410
ENSG00000179862
ENSG00000103485
ENSG00000029534

FOXD4
MYBPH
ZKSCANY
KIAA0408
NGFR
JAK3
LINCO00563
ABCB4
TMTC2
S100A9
LDHD
OBSCN
CTA-331P3.1
SAMSN1
TMEM105
WDR78
OLFML3
ARX
Al1BG
CITED4
QPRT
ANK1

0,534826
143,964
0,0420427
0,0375634
7,63821
2,33768
0,0758802
0,115753
0,0672848
2,03608
0,249895
0,103269
0,374086
0,0431069
0,590558
0,194791
0,202126
0,0966749
0,556527
34,82
2,45737
0,066094

13,1594
5,86837
1,02475
0,913694
0,316175
0,0968802
1,82744
2,78043
1,61097
48,5866
5,89545
2,43347
8,80709
1,00883
13,8166
4,5148
4,68187
2,23297
12,8016
799,858
56,3941
1,51238

5,00E-05
5,00E-05
0,00025
0,00055
5,00E-05
5,00E-05
0,0035
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00085
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00045
0,00255
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,00354336
0,00689596
0,000870115
0,000870115
0,0308497
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00984358
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0058256
0,0238956
0,000870115
0,000870115
0,000870115

4,62088
4,61661
4,60728
4,60431
4,59444
4,59273
4,58996
4,58619
4,58151
4,57669
4,5602

4,55853
4,55722
4,54862
4,54818
4,53467
4,53376
4,52968
4,52373
4,52176
4,52036
4,51616
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ENSG00000134061
ENSG00000123119
ENSG00000101017
ENSG00000128849
ENSG00000136026
ENSG00000072682

ENSG00000006740

ENSG00000230628
ENSG00000142192
ENSG00000116191
ENSG00000168389
ENSG00000158163
ENSG00000054277
ENSG00000131236
ENSG00000168785
ENSG00000118292
ENSG00000081377
ENSG00000149557
ENSG00000182326
ENSG00000148143
ENSG00000141837
ENSG00000128917

CD180
NECAB1
CD40
CGNL1
CKAP4
P4AHA2
ARHGAP44
RP4-781K5.6
APP
RALGPS2
MFSD2A
DZIP1L
OPN3
CAP1
TSPANS
Clorf54
CDC14B
FEZ1
C1s
ZNF462
CACNA1A
DLL4

42,7979
0,0275677
0,145235
0,0232773
0,448988
0,19326
7,98054
1,16472
4,99701
0,123095
7,04326
0,311721
115,608
145,198
0,157107
3,44952
0,210179
0,082908
0,124959
0,0410899
0,025597
0,0311027

1,88385
0,62319
3,27618
0,522199
10,0575
4,32265
0,359439
0,0524902
110,867
2,71525
155,346
6,84298
5,26639
3186,75
3,42637
75,1407
4,54325
1,78883
2,69043
0,881158
0,546521
0,662335

5,00E-05
0,001
5,00E-05
0,0002
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0017
5,00E-05
5,00E-05
0,0004
5,00E-05
5,00E-05
0,00175

0,000870115
0,0112522
0,000870115
0,00293138
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0173116
0,000870115
0,000870115
0,00528039
0,000870115
0,000870115
0,0177088

450578
4,49862
4,49556
4,4876
4,48545
4,4833
4,47267
4,47179
4,47162
4,46324
4,4631
4,4563
4,45628
4,45599
4,44686
4,44513
4,43403
4,43136
4,42832
4,42255
4,41623
4,41245
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ENSG00000110811
ENSG00000069482
ENSG00000074590
ENSG00000179277
ENSG00000198346
ENSG00000119411
ENSG00000184254
ENSG00000179855
ENSG00000267060
ENSG00000171843
ENSG00000144619
ENSG00000181381
ENSG00000143515
ENSG00000188013
ENSG00000181982
ENSG00000213956
ENSG00000173641
ENSG00000157601
ENSG00000162739
ENSG00000237438
ENSG00000186469

LEPREL?2
GAL
NUAK1
MEIS3P1
ZNF813
BSPRY
ALDH1AS
GIPC3
PTGES3L
MLLT3
CNTN4
DDX60L
ATP8B2
MEIS3P2
CCDC149

RP11-269M20.1

HSPB7
MX1
SLAMF6
CECRY
GNG2

0,0372794
25,3363
1,56658

0,173353
0,0968754
0,350107
5,66922
0,234625
0,70844
0,220895
1,6046
1,16097
0,824789
0,115419
0,195112
7,81116
0,20492
0,590418
0,0937318
0,166635
2,10704

0,784333
1,21
0,0763795
3,5487
1,97887
7,13236
0,278509
4,74258
14,2648
4,41114
31,8117
22,8307
16,073
2,2482
3,78621
0,404164
3,95879
11,3648
1,79407
3,1691
0,111373

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00015
0,00075
5,00E-05
0,00025
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00015
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00229713
0,00887691
0,000870115
0,00354336
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00229713
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115

4,39502
4,38813
4,35829
4,3555
4,3524
4,34851
4,34735
4,33724
4,33167
4,31972
4,30927
4,29758
4,28447
4,28383
4,27838
4,27252
4,27193
4,26669
4,25855
4,24931
4,24175
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ENSG00000151490
ENSG00000115165
ENSG00000121236
ENSG00000116985
ENSG00000116701
ENSG00000041353
ENSG00000049089
ENSG00000150681
ENSG00000101004
ENSG00000205517
ENSG00000183621
ENSG00000134532
ENSG00000185950
ENSG00000009950
ENSG00000185168
ENSG00000104341
ENSG00000126016
ENSG00000196730
ENSG00000182459
ENSG00000156587
ENSG00000167261

PTPRO
CYTIP
TRIM6
BMP8B
NCF2
RAB27B
COL9A2
RGS18
NINL
RGL3
ZNF438
SOX5
IRS2
MLXIPL
LINC00482
LAPTM4B
AMOT
DAPK1
TEX19
UBEZ2L6
DPEP2

0,249461
13,225
0,458785
2,28255
0,84823
0,833252
14,8031
0,760912
0,171164
2,84127
1,44107
0,317511
1,35354
0,170885
0,167699
2,23007
0,0345604
0,519213
4,89416
1,26938
4,55619

4,71943
0,69909
0,0243651
42,7164
15,862
0,0447134
275,66
14,1008
3,16476
0,153929
26,4905
5,83266
24,8347
3,1274
3,03513
40,3612
0,623563
9,34626
0,272212
22,8133
0,254036

5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
0,001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0007

0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,0112522
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00838618

4,24173
4,24165
4,23493
4,22607
4,22498
4,21997
4,21891
4,2119
4,20864
4,2062
4,20026
4,19927
4,19755
4,19387
4,17781
4,1778
4,17334
4,16999
4,16826
4,16768
4,16473
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ENSG00000135898
ENSG00000181045
ENSG00000059378
ENSG00000234311
ENSG00000148488
ENSG00000133121
ENSG00000164674
ENSG00000140368
ENSG00000169026
ENSG00000089876
ENSG00000066136
ENSG00000137193
ENSG00000180530
ENSG00000106605
ENSGO00000171617
ENSG00000114541
ENSG00000197608
ENSG00000171729
ENSG00000229047
ENSG00000186862
ENSG00000235092

GPR55
SLC26A11
PARP12
RP11-432J24.3
ST8SIAG
STARD13
SYTL3
PSTPIP1
MFSD7
DHX32
NFYC
PIM1
NRIP1
BLVRA
ENC1
FRMD4B
ZNF841
TMEM51
AF127577.10
PDZD7
AC011747.7

0,0397577
0,920265
0,520131
0,733306

3,21749
0,216118
0,0837495
0,99665
0,177955
14,6887
23,4401
80,4593
173,658
0,660383
0,274423
0,410476
0,478183
0,29335
157,641
1,13378
0,0298109

0,711438
0,051491
9,27853
12,9581
0,182155
3,8151
1,47218
17,5029
3,09854
0,845043
406,399
4,64365
10,0278
11,4342
4,73984
7,08667
8,25273
5,03395
9,20899
19,3092
0,507581

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0049
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00065
5,00E-05
0,0013

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0403802
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00789539
0,000870115
0,0139316

4,16143
4,15966
4,15695
4,14329
4,14269
4,14183
4,13573
4,13437
4,122
4,11954
4,11585
4,11493
4,11417
4,11391
4,11036
4,10974
4,10924
4,101
4,09745
4,09007
4,08973
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ENSG00000168243
ENSG00000103056
ENSG00000105204
ENSG00000135919
ENSG00000085741
ENSG00000137869
ENSG00000104974
ENSG00000125144
ENSG00000117010
ENSG00000102962
ENSG00000162836
ENSG00000088827
ENSG00000188282
ENSG00000072422

ENSG00000117226
ENSG00000138316
ENSG00000133958
ENSG00000154451

ENSG00000105048
ENSG00000100292
ENSG00000182168
ENSG00000185666

GNG4
SMPD3
DYRK1B
SERPINEZ2
WNT11
CYP19A1
LILRA1
MT1G
ZNF684
CCL22
ACP6
SIGLEC1
RUFY4
RHOBTB1
GBP3
ADAMTS14
UNC79
GBP5
TNNT1
HMOX1
UNC5C
SYN3

0,158264
11,8909
5,77188

0,230209

0,107642

0,0407819
10,8641
263,012
2,77017

0,131664

0,226285

0,188638

0,227035
0,157012

0,199584

0,610699

0,0320844

0,060836
3,68098

0,427682
30,5492

0,0379877

2,6932
0,69878
0,33932
3,90589
1,82324

0,690339
0,64504
15,6346
46,5779
2,21323

3,7597
3,12302
3,75502
2,59252
3,28717

0,0371692
0,526275
0,990774
59,9022
6,88461

1,89863
0,609294

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,00415
5,00E-05
0,0014
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
0,0004
5,00E-05
0,0001
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,0353346
0,000870115
0,0147775
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,00528039
0,000870115
0,00161488
0,000870115
0,000870115
0,000870115
0,000870115

4,08892
4,08888
4,08832
4,08463
4,08219
4,08131
4,07403
4,07231
4,0716
4,07121
4,0544
4,04925
4,04784
4,04541
4,04178
4,03828
4,03587
4,02556
4,02445
4,00876
4,00811
4,00353
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Apéndice 2
Tabela 6. Analise de ontolquia génica (GO) para a categoria Processo Bioldgico, dos genes diferencialmente expressos na analise de RNA-seq entre as células MV-4-11
CD38"" e MV-4-11 CD38™%" com log2(fold change) >4.

Termo de ontologia génica Categoria, Total de Candidatos contidos Valordep Valordeq
nivel genes do (% de candidatos
conjunto no conjunto total)
G0:0007155 Adesdo celular BP 2 1375 63 (4,7%) 2,45e-08 2,18e-06
G0:0006928 Movimento de componente celular BP 3 1696 71 (4,3%) 1,07e-07 4,27e-05
G0:0060429 Desenvolvimento do epitélio BP 4 1066 51 (4,9%) 1,85e-07 0,000112
G0:0010033 Resposta a substancia organica BP 3 2490 90 (3,8%) 6,32e-07 0,000127
G0:0030154 Diferenciagéo celular BP 4 3504 116 (3,4%) 1,9e-06 0,000351
G0:2000026 Regulacdo do desenvolvimento de organismo
ulticelular BP 4 1421 59 (4,2%) 1,98e-06 0,000351
G0:0010941 Regulacdo da morte celular BP 4 1432 59 (4,2%) 2,32e-06 0,000351
G0:1901700 Resposta a compostos que contém oxigénio BP 3 1309 54 (4,3%) 4,01e-06 0,000425
G0:0009653 Morfogénese da estrutura anatbmica BP 2 2484 88 (3,6%) 4,21e-06 0,000187
G0:0070887 Resposta celular a estimulo quimico BP 3 2376 84 (3,7%) 4,24e-06 0,000425
G0:0071229 Resposta celular a quimico acido BP 4 151 14 (9,5%) 6,36e-06 0,000771
G0:0048513 Desenvolvimento de 6rgaos BP 3 2958 99 (3,4%) 7,3e-06 0,000585
G0:0033993 Resposta a lipidios BP 4 723 35 (5,0%) 8,58e-06 0,000867
G0:0009719 Resposta a estimulo endégeno BP 2 1409 56 (4,1%) 9,18e-06 0,000269

GO0:0071310 Resposta celular a substancia organica BP 4 1916 70 (3,8%) 1,01e-05 0,000872
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G0:0048869 Processo do desenvolvimento celular
G0:0042221 Resposta a quimico

G0:0048731 Desenvolvimento de sistema

GO0:0051094 Regulacdo  positiva de processo do
desenvolvimento

G0:0050793 Regulacéo de processo do desenvolvimento
G0:0009725 Resposta a hormonio

G0:0007399 Desenvolvimento do sistema nervoso
G0:0001655 Desenvolvimento do sistema urogenital
GO0:1901701 Resposta celular a composto que contém
oxigénio

G0:0008219 Morte celular

G0:0048856 Desenvolvimento de estrutura anatdmica
G0:0016265 Morte

G0:0044700 Sinalizacdo de organismo simples
G0:0016477 Migracdo celular

G0:0007165 Transdugéo de sinal

G0:0007154 Comunicagéo celular

GO0:0071695 Amadurecimento de estrutura anatdmica
G0:0012501 Morte celular programada

G0:0007275 Desenvolvimento de organismo multicelular

BP 3
BP 2
BP 3

BP 4

BP 3
BP 3
BP 4
BP 4

BP 4

BP 3
BP 2
BP 2
BP 2
BP 3
BP 4
BP 3
BP 4
BP 4
BP 3

3751
3872
4093

997

2011
859
2053
316

828

1895
4828
1899
5897
1092
5400
5995
45
1808
4621

119 (3,2%)
121 (3,2%)
127 (3,2%)

43 (4,4%)

72 (3,7%)
38 (4,6%)
73 (3,6%)
20 (6,5%)

37 (4,6%)

68 (3,7%)
143 (3,0%)
68 (3,7%)
167 (2,9%)
45 (4,2%)
155 (3,0%)
169 (2,9%)
7 (16,3%)
65 (3,7%)
137 (3,0%)

1,16e-05
1,21e-05
1,25e-05

2,01e-05

2,43e-05
2,69e-05
2,74e-05
2,81e-05

3,08e-05

3,56e-05
3,68e-05
3,81e-05
3,86e-05
4,11e-05
4,12e-05
4,45e-05
4,58e-05
4,95e-05
5,31e-05

0,000714
0,000269
0,000714

0,00152

0,0012
0,0012
0,00169
0,00169

0,00169

0,00143
0,000491
0,000491
0,000491

0,00143

0,00208

0,00143

0,00214

0,00214

0,00143
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GO0:0051239 Regulagdo de processo de organismo
multicelular

G0:0009888 Desenvolvimento de tecido

G0:0048870 Motilidade celular

GO0:0051674 Localizagdo da célula

G0:0031175 Desenvolvimento de projecéo do neurdnio
G0:0006952 Resposta de defesa

GO0:0044767 Processo de desenvolvimento de organismo
simples

G0:0044763 Processo celular de organismo simples
GO0:0071495 Resposta celular a estimulo endégeno
GO0:0051716 Resposta celular a estimulo

G0:0001101 Resposta a quimico acido

G0:0048522 Regulagéo positiva de processo celular
GO0:0051410 Detoxificacdo de composto nitrogenado
GO0:0071417 Resposta celular a composto organo-
nitrogenado

GO0:0051130 Regulacdo positiva de organizacdo de
componente celular

G0:0034694 Resposta a prostaglandina

G0:0098742 Adesdo celula-célula via moléculas de adeséo

BP 3

BP 3
BP 2
BP 2
BP 4
BP 3

BP 2

BP 2
BP 3
BP 2
BP 3
BP 4
BP 3

BP 4

BP 4

BP 4
BP 4

2246

1727
1175
1175
850

1553

5402

11949
1039
6497

266
4421

482

789

24
200

77 (3,5%)

63 (3,7%)
47 (4,1%)
47 (4,1%)
37 (4,4%)
57 (3,8%)

155 (2,9%)

300 (2,6%)
42 (4,2%)
179 (2,8%)
17 (6,5%)
131 (3,0%)
3 (60,0%)

24 (5,2%)

34 (4,4%)

5 (20,8%)
14 (7,1%)

5,35e-05

5,36e-05
5,81e-05
5.81e-05
7,17e-05
7,53e-05

7,57e-05

8,28e-05
8,99e-05
9,18e-05
9,43e-05
9,43e-05
0,000111

0,000151

0,000166

0,000172
0,000172

0,00143

0,00143
0,000575
0,000575

0,0029

0,00189

0,00067

0,00067
0,0021
0,000681
0,0021
0,00357
0,00234

0,00521

0,00521

0,00521
0,00521
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a membrana plasmatica

G0:0098609 Adesdo célula-célula

G0:0045165 Comprometimento do destino celular
G0:0032870 Resposta celular a estimulo hormonal
G0:1901699 Resposta celular a composto nitrogenado
G0:0030029 Processo baseado em filamento de actina
G0:0042127 Regulacéo de proliferacédo celular
G0:0002009 Morfogénese de um epitélio
G0:0009605 Resposta a estimulo externo
G0:0046651 Proliferacao de linfocito

G0:0045595 Regulacdo de diferenciacao celular
G0:0048468 Desenvolvimento celular

G0:0032943 Proliferacdo de célula mononuclear
GO0:0006955 Resposta imune

G0:0022603 Regulacdo de morfogénese de estrutura
anatémica

G0:0045321 Ativacao de leucocito

G0:0072001 Desenvolvimento do sistema renal
GO0:0070661 Proliferacdo de leucocito

G0:0022601 Fase do ciclo menstrual

G0:0002694 Regulacéo de ativacdo de leucocito

BP 3
BP 4
BP 4
BP 4
BP 3
BP 4
BP 4
BP 2
BP 4
BP 4
BP 3
BP 4
BP 2

BP 4

BP 2
BP 4
BP 3
BP 2
BP 4

201
253
558
523
576
1428
464
2113
244
1407
1950
246
1457

819

673
276
257

401

14 (7,0%)
16 (6,4%)
26 (4,9%)
25 (5,0%)
27 (4,8%)
52 (3,7%)
23 (5,1%)
70 (3,4%)
15 (6,4%)
51 (3,7%)
66 (3,4%)
15 (6,4%)
52 (3,7%)

34 (4,2%)

29 (4,4%)
16 (5,9%)
15 (6,1%)
2 (100,0%)
20 (5,2%)

0,000181
0,000192
0,000201
0,000212
0,000231
0,000236
0,000279
0,00029
0,000298
0,000321
0,000322
0,000326
0,000337

0,000375

0,000436
0,000492
0,000505
0,00051
0,000516

0,00364
0,00553
0,00553
0,00558
0,00441
0,00595
0,00676
0,00199
0,00694
0,00705
0,00587
0,00705
0,00214

0,00783

0,00259
0,00947
0,00847
0,00284
0,00947
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G0:0001942 Desenvolvimento do foliculo capilar BP 3 83 8 (9,8%) 0,000528 0,00847
G0:0022404 Processo de ciclo de muda BP 3 83 8 (9,8%) 0,000528 0,00847
G0:0022405 Processo de ciclo capilar BP 4 83 8 (9,8%) 0,000528 0,00947
G0:0016337 Adesdo célula-célula de organismo simples BP 4 679 29 (4,4%) 0,00053 0,00947
G0:0050865 Regulagéo da ativagéo celular BP 4 432 21 (5,1%) 0,000531 0,00947
G0:0048666 Desenvolvimento de neur6nios BP 4 978 38 (4,0%) 0,000574 0,00994
G0:1901698 Resposta a composto nitrogenado BP 3 831 33 (4,1%) 0,00063 0,00965
G0:0048839 Desenvolvimento do ouvido interno BP 3 180 12 (6,9%) 0,00065 0,00965
G0:0098602 Adeséo celular de organismo simples BP 2 721 30 (4,3%) 0,00067 0,00351
G0:0061448 Desenvolvimento de tecido conectivo BP 4 229 14 (6,2%) 0,000688 0,0116
G0:0030198 Organizacdo de matriz extracelular BP 4 376 19 (5,1%) 0,000786 0,0129
G0:0001822 Desenvolvimento do rim BP 3 260 15 (5,8%) 0,000793 0,0112
G0:0043062 Organizagéo de estrutura extracelular BP 3 377 19 (5,1%) 0,000812 0,0112
G0:0001775 Ativacdo celular BP 3 903 35 (4,0%) 0,000835 0,0112
G0:0030155 Regulacdo de adesao celular BP 4 570 25 (4,5%) 0,000873 0,0137
G0:0010463 Proliferacdo de célula mesenquimal BP 4 51 6 (12,0%) 0,000883 0,0137
G0:0016358 Desenvolvimento de dendrito BP 3 160 11 (7,0%) 0,000905 0,0117
G0:0048518 Regulacéo positiva de processo bioldgico BP 3 4927 137 (2,8%) 0,00105 0,0132
G0:0010243 Resposta a composto organo-nitrogenado BP 3 761 30 (4,1%) 0,00119 0,0145
G0:0048583 Regulacdo de resposta a estimulo BP 3 3338 98 (3,0%) 0,0013 0,0149

G0:0023051 Regulacéo de sinalizacéo BP 3 2860 86 (3,1%) 0,0013 0,0149



http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=70
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=70
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=71
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=71
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=72
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=72
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=73
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=73
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=74
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=74
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=75
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=75
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=76
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=76
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=77
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=77
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=78
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=78
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=79
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=79
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=80
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=80
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=81
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=81
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=82
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=82
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=83
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=83
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=84
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=84
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=85
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=85
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=86
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=86
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=87
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=87
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=88
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=88
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=89
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=89
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=90
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=90

143

G0:0044707 Processo de organismo simples/multicelular
G0:0051240 Regulagéo positiva de processo de organismo
multicelular

G0:0042330 Taxis

G0:0006935 Quimiotaxis

G0:0002682 Regulagéo de processo do sistema imune
GO0:0070458 Detoxificacdo  celular ~de  composto
nitrogenado

G0:0010646 Regulacdo de comunicacéo celular
G0:0030036 Organizagéo de citoesqueleto de actina
G0:0002495 Processamento de antigeno e apresentacao de
antigeno peptidico via MHC de classe Il

G0:2000505 Regulacdo da homeostase energética
G0:0002504 Processamento de antigeno e apresentacdo de
peptideo ou antigeno polissacaridico via MHC de classe 11
G0:0001657 Desenvolvimento do broto ureteral
G0:0070848 Resposta a fator de crescimento

G0:0046649 Ativacao de linfocito

G0:0051336 Regulacgéo de atividade de hidrolase
GO0:0072164 Desenvolvimento de tubulo mesonéfrico

GO0:0050776 Regulacéo de resposta imune
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G0:0072358 Desenvolvimento do sistema cardiovascular
G0:0072359 Desenvolvimento do sistema circulatorio
G0:0043583 Desenvolvimento do ouvido

GO0:0070542 Resposta a acido graxo

G0:0042303 Ciclo de muda

G0:0042633 Ciclo capilar

G0:0048144 Proliferacéo de fibroblasto

G0:0007009 Organizacdo da membrana plasmatica
G0:0097485 Orientagdo da projecdo do neurdnio
G0:0048646 Formacdo de estrutura anatdmica envolvida
na morfogénese

G0:0019882 Processamento e apresentacdo de antigeno
G0:0001823 Desenvolvimento do mesonefro

GO0:0050654 Processo metabdlico do proteoglicano do
sulfato de condroitina

G0:0051216 Desenvolvimento da cartilagem

G0:0008283 Proliferagéo celular

G0:0098754 Detoxificacdo

G0:0045087 Resposta imune inata

G0:0018916 Processo metabolico nitrobenzénico

GO0:0045113 Regulagdo do processo biossintético de
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integrina

G0:0061209 Proliferacéo celular envolvida no
desenvolvimento do mesonefro

G0:0072006 Desenvolvimento do néfron

G0:0043931 Ossificagdo envolvida no amadurecimento
0sseo

G0:0048729 Morfogénese do tecido

G0:0021700 Amadurecimento durante o desenvolvimento
G0:0043588 Desenvolvimento da pele

G0:0006887 Exocitose

G0:0048771 Remodelagem de tecido

G0:0007420 Desenvolvimento cerebral

G0:0060442 Ramificagdo envolvida na morfogénese da
préstata

G0:0007158 Adeséo célula-célula do neurdnio
G0:0060322 Desenvolvimento da cabeca

G0:0009966 Regulagéo da transducéo de sinais
G0:0001944 Desenvolvimento da vasculatura
G0:0045926 Regulagéo negativa do crescimento
G0:0050789 Regulacéo de processo bioldgico
G0:0072089 Proliferacédo de célula-tronco
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76 (3,0%)
23 (4,1%)
12 (5,5%)
253 (2,5%)
9 (6,4%)

0,00297

0,00328

0,00347

0,00356
0,0037
0,00372
0,004
0,00418
0,0042

0,00427

0,00427
0,00433
0,00439
0,0044
0,00445
0,00468
0,00482

0,03

0,0286

0,0345

0,0304
0,0309
0,0363
0,0385
0,0337
0,0337

0,0396

0,0396
0,0341
0,0396
0,0396
0,0396
0,0174
0,0371



http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=127
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=127
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=128
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=128
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=129
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=129
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=130
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=130
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=131
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=131
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=132
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=132
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=133
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=133
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=134
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=134
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=135
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=135
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=136
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=136
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=137
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=137
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=138
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=138
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=139
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=139
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=140
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=140
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=141
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=141
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=142
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=142
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=143
http://cpdb.molgen.mpg.de/CPDB/showSetDetails?sp=g&st=143

146

G0:0030850 Desenvolvimento da glandula prostéatica
G0:0038171 Via de sinalizacao de canabindide
G0:0034405 Resposta a estresse de corte de fluidos
G0:1901654 Resposta a cetona

GO:0071559 Resposta a fator de crescimento beta
transformador

GO0:0071560 Resposta celular ao estimulo do fator de
crescimento beta transformador

G0:0048002 Processamento de antigeno e apresentagdo de
antigeno peptidico

G0:0030030 Organizacéo de projecao celular

G0:0050673 Proliferacédo celular epitelial

GO0:0072659 Localizagdo  protéica para  membrana
plasmatica

G0:0001568 Desenvolvimento de vaso sanguineo
G0:0048858 Morfogénese de projecdo celular
GO0:0007163 Estabelecimento  ou  manutengdo  da
polaridade da célula

G0:0048585 Regulacdo negativa a resposta a estimulo
G0:0060562 Morfogénese de tubo epitelial

G0:0008038 Reconhecimento neuronal
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G0:0043434 Resposta a horménio peptidico
G0:0050794 Regulacéo de processo celular

G0:0008544 Desenvolvimento da epiderme

G0:0035239 Morfogénese de tubo

G0:0016049 Crescimento celular

G0:0030574 Processo catabdlico de colageno
G0:0030048 Movimento baseado em filamento de actina
G0:0048545 Resposta a hormonio esteroide

G0:0034330 Organizagéo de jungéo celular

G0:0044851 Fase do ciclo capilar

G0:0022617 Desmontagem de matriz extracelular
G0:1901565 Processo catabolico de composto
organonitrogenado

G0:0034329 Montagem de juncdo celular

G0:0023057 Regulacdo negativa da sinalizacdo
G0:0031214 Desenvolvimento de 6rgao biomineral
G0:0048534 Desenvolvimento de 6rgdo hematopoiético ou
linfoide

G0:0032990 Morfogénese da parte celular

G0:0007417 Desenvolvimento do sistema nervoso central
G0:0097009 Homeostase de energia
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G0:0042634 Regulacéo do ciclo capilar

G0:0034103 Regulacédo da remodelagem de tecidos
G0:0002520 Desenvolvimento do sistema imune
G0:0006950 Resposta ao estresse

G0:0007269 Secrecdo de neurotransmissores
G0:0042493 Resposta a drogas

G0:0030900 Desenvolvimento do prosencéfalo
G0:0042113 Ativacao de células B

G0:0040012 Regulacéo da locomocao

G0:0051604 Maturacdo protéica

G0:0055093 Resposta a hiperdxia

G0:0036296 Resposta a niveis aumentados de oxigénio
G0:0030204 Processo metabolico do sulfato de condroitina
G0:0051599 Resposta a pressdo hidrostatica
G0:0042167 Processo catabolico do grupo heme
G0:0046149 Processo catabolico do pigmento
G0:0071455 Resposta celular & hiperoxia

G0:0060526 Morfogénese do acino glandular da préstata
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Abstract

The heterogeneity of Acute Myeloid Leukemia (AML) became a challenge for the success of
the conventional chemotherapy agent Cytarabine (Ara-C), especially in leukemias with poor
prognosis, as those harboring MLL rearrangement. Since AML-MLL cells are considered
sensitive to Ara-C when compared with leukemias that do not carry the rearrangement, but
relapse is frequent, the present study investigated whether a HOX gene signature is related to
resistance to Ara-C in AML-MLL. The approach consisted in selecting Ara-C subpopulations
through long-term exposure to the drug of a MLL" human cell line. The long-term treated
cells presented characteristics associated with resistance to Ara-C such as decreased number
of apoptotic cells and increased content of cells in the synthesis phase. Also, the cells
exhibited a bimodal distribution of the CD38 marker associated with differential response to
Ara-C. The cells generated through long-term exposure, called MV-4-11 CD38"9" and MV-4-
11 CD38"™" presented 3395 differentially expressed genes through RNA sequencing
analysis, and developmental functions were enriched in Gene Ontology analysis. Since HOX
are the main genes involved in developmental processes, we performed a hierarchical
clustering analysis that showed: 1) HOXA cluster more expressed in MV-4-11 CD38"" than
in MV-4-11 CD38"9" cells; 2) HOXB cluster more expressed in MV-4-11 CD38"9" than in
MV-4-11 CD38"*", and 3) among HOX genes, HOXA13 was the most differentially expressed
one. Finally, we suggest that the in vitro model proposed in this study to mimic the situation
of resistance to Ara-C in subpopulations of AML-MLL, showed that the mecanisms of
resistance to Ara-C in this disease, go beyond changes in drug detoxification and
metabolization, and seem more associated with proliferative and development advantages of
the leukemic cells. These pathways should be explored as potential targets to Ara-C

combination therapies.
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Introduction

Acute Myeloid Leukemia (AML) is a heterogeneous clonal disease that results from
the blockade of differentiation and abnormal cell proliferation in the myeloid lineage
(Frohling et al., 2005). The AML harboring MLL translocations (Mixed Lineage Leukemia,
11g23) are characterized by poor prognosis (Zeijlemaker et al., 2013), clinical and biological
parameters associated with early minimum residual disease (Wang et al., 2015) and
deregulation of HOX genes (Roboz, 2011).

MLL is a member of the evolutionarily-conserved trithorax group (trxG) family of
proteins that is associated with activation of gene transcription and act antagonistically to the
Polycomb repressor group (PcG) of proteins. When it is rearranged with one of its several
different fusion partners (Bernt e Armstrong, 2011), such as t(4;11)(q21;923) or MLL-AF4
and t(9;11)(p22;g23) or MLL-AF9, (Krivtsov e Armstrong, 2007), the negative regulation of
HOX genes is impaired, especially in HOXA cluster, which is directly involved in the

differentiation of hematopoietic cells (Kawagoe et al., 1999).

HOX genes are master genes of development, play a crucial role in positional identity
(Lewis, 1978), and their deregulation is associated with several diseases, including cancer
(Lewis, 1978; Grier et al., 2005). Furthermore, silencing this pathway to study its implications
on cancer is not always possible, due to the early embryonic lethality associated with HOX

impairments.

In hematopoiesis, the overexpression of HOXAS in the bone marrow and umbilical
cord causes expansion of myeloid progenitor cells, and decreases in the emergence and
differentiation of erythroid units (Grier et al., 2005). Besides HOXA5, HOXA9 deregulation is
highly associated with MLL" leukemias, and pathways related to this gene are being explored
as potential therapeutic targets (Basavapathruni et al., 2012; Li et al., 2012; Daigle et al.,
2013).

The conventional induction therapy for AML harboring MLL translocations is based
on Cytarabine (Ara-C) combined with an anthracycline. Although MLL leukemias are highly
sensitive to Ara-C, there is no evidence that MLL cells are deficient for Ara-C metabolizing
enzymes. AML harboring MLL rearrangements, however, show a high rate of relapse (Mata
et al., 2006; Stam et al., 2006; Jo et al., 2009). As alternative hypothesis to study the
resistance to Ara-C, we hypothesized that mechanisms associated with proliferation and



153

developmental capabilities are involved in the resistance to Ara-C in AML-MLL leukemias
(Balgobind et al., 2009; Krauter et al., 2009).

Since HOX genes deregulation is associated with leukemogenesis and poor prognosis
in leukemia, we hypothesized that in AML harboring MLL translocations, a HOX signature is
associated with resistance to the nucleoside analogue, Ara-C, and HOX are potential markers
for biological parameters associated with differential response to this drug, such as
advantageous proliferation when exposed to it. To test our hypothesis, we got a MLL" human
cell line, and selected two different cell subpopulations based on CD38 expression, through
long-term exposure to Ara-C that presented differences in the response to the drug, performed
gene expression analysis through RNA-sequencing and focused in the expression of HOX

genes.

Material and Methods
Cell line, culture and chemotherapy agent

MV-4-11 cell line (ATCC® CRL-9591™) was kindly provided by Dr. Chengkui Qu -
Case Western Reserve University, Cleveland-OH. After thawing, the cell line was cultured in
Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM) supplemented with 10% FBS and 1%
Penicillin/Streptomycin at 37°C in a humidified 5% CO, incubator.

The chemotherapy agent Cytarabine or Ara-C (Sigma-Aldrich Co.) was reconstituted
in PBS, filtered and stored under -20°C.

Flow cytometry analysis

The cells were stained with propidium iodide (PI) for cell cycle analysis and flow
cytometry was performed in an Epics XL-MCL™ cytometer. For the detection of leukemic
stem cell classic markers the cells were stained with CD34 (Anti-HPCA-2)-FITC and CD38-
PE (BD Biosciences) and the fluorescent signal detected by a BD™ LSR II cytometer.

RNA isolation, cDNA libraries construction and RNA sequencing

RNA was isolated with the RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen), quality and quantity
were assessed with Qubit® Fluorometer (Life Technologies) and Bioanalyzer RNA

Nano/Pico chip (Agilent Technologies), and cDNA libraries were synthesized with the



154

TruSeq® Stranded Total RNA Sample Prep Kit (Illumina). The sequencing was performed by
the Genomics Sequencing Core at Case Western Reserve University, in a HiSeq® 2500
Sequencing System (Illumina), and the results were delivered in Fastq file format. It is

important to mention that the analysis was performed in triplicates.
Data processing

Flow cytometry data were analyzed in the software Flow Jo V.10.0.8, and t-tests were
performed in GraphPad Prism V.5.01. The quality of the Illumina sequencing reads were
assessed using FastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Reads were
trimmed for quality and the adapter sequences removed using custom in-house scripts and
TrimGalore (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/). Reads that passed
the quality filtering were mapped to the hgl9 human reference genome using Tophat
(Trapnell et al., 2009), which implements the Bowtie 2 (Langmead e Salzberg, 2012)
algorithm for sequence alignment and analyzes the mapped reads to identify splice junctions
between exons. The Tophat results were analyzed using Cufflinks RNASeq analysis package
(Trapnell et al., 2010), reporting the fragments per kilobase of exon per million fragments
mapped (FPKM) values. The FPKM values were calculated on a gene and isoform level and
differentially expressed genes or isoforms were tested for significance between conditions
taking into consideration final coverage of the genes, ranked fold change, and using an
adjusted significance cutoff of p<0.05. The results were summarized using CummeRbund
(http://compbio.mit.edu/cummeRbund/). For Gene Ontology analysis, we used the data bank
The Consensus Path DB (Kamburov et al., 2013).

Results
CD38 in MLL-AF4 rearranged cells is a marker for differential response to Ara-C

After exposing MV-4-11 cells to a long-term treatment with Ara-C (12 weeks), we
performed flow cytometry analysis for two different markers associated with the leukemic
stem cell phenotype: CD34 and CD38. We observed that CD34 did not show differences in
expression when compared to parental cells without previous treatment and the long-term
treated cells. However, CD38 presented a bimodal distribution that did not show up in the
non-treated cells (Figure 1). So, those cells were sorted out based on the expression of CD38,
and the subpopulations were called MV-4-11 CD38"'%" and MV-4-11 CD38-"".
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We performed cell cycle analysis and proliferation curves in the presence and absence
of Ara-C in order to address if the cells responded differentially to Ara-C. MV-4-11 CD38""
subpopulation was more resistant to Ara-C than MV-4-11 CD38"9" cells (Figure 2), and the
differences in sensitivity to the drug can also be seen by the cell cycle analysis (Figure 3):
MV-4-11 CD38"%" cells accumulate in Sub-G1 portion, which represents apoptotic cells, and
also shows an increase in proliferation (G2-M phase) in the presence of Ara-C. Nonetheless,
MV-4-11 CD38"" presented an increase in S-phase content, which means more cells

performing DNA synthesis, and decreased G1 content (Gap-1 phase) (Table 1).

As differences in cell cycle and proliferation were seen between MV-4-11 CD38H19"
and MV-4-11 CD38"" cells, we performed RNA sequencing analysis on both
subpopulations.
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Table 1. Average + standard deviation of MV-4-11 CD38"*" and MV-4-11 CD38"%" cell counts related to cell cycle analysis with PI staining (PI) and flow cytometry. In the
table, the data displayed are the following comparisons: 1) absence of Ara-C - control experimente; and, 2) cells exposed to Ara-C for 72 hours. Flow cytometry analysis was
optimized to count 20,000 cells per sample, and the percentages counted were converted into number of cells.

*The analysis was performed in triplicate.

CELL CYCLE ANALYSIS
AVERAGE = STANDARD DEVIATION (CELL COUNTS)

MV-4-11 CD38-°" (CONTROL) MV-4-11 CD38""°" (CONTROL)
Sub-G1 G1 S G2-M Sub-G1 G1 S G2-M
579 +58™ 15000 + 367,7 2032 +1245° 2077 +287,1 1422 +17™ 11760 + 537,4™ 2550+ 693 3690 + 862,7"
MV-4-11 CD38°Y (10uM - 72 HORAS) MV-4-11 CD38""" (10uM - 72 HORAS)
Sub-G1 G1 S G2-M Sub-G1 G1 S G2-M

973+72,1" 13980 + 1329,4 2710 £ 99™ 1797 +994,2 7040 + 4780 4970 +£2078,9* 1799 + 397,4* 5025 + 6158,9

“Significantly different p<0,05, when comparing control experiments versus treated cells '
A Significantly different p<0,05, when comparing MV-4-11 CD38°" versus MV-4-11 CD38"%"
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RNA sequencing data reveals differences between MV-4-11 CD38"%"and MV-4-11
CD38-*" subpopulations

The global analysis of expression profiles was performed through Principal
Component analysis (PCA) in which one of the comparisons (component2 X componentl)
showed more similarities between MV-4-11 parental cells and MV-4-11 CD3g"9"
subpopulation than with the MV-4-11 CD38"°" subpopulations. The number of differentially
expressed genes (DEG) also revealed the distance between and MV-4-11 CD38"*" and MV-
4-11 CD38"9" that showed 3,395 DEGs (Figure 4).

Developmental processes are highly differentially expressed between MV-4-11 CD38"9"and
MV-4-11 CD38°" subpopulations

The genes included in the Gene Ontology Analysis (GO) should had been under two
conditions: 1) DEGs that presented FPKM=0 were excluded of the analysis and 2) only genes
with log2_fold change) >4 were included. We only considered categories of biological

processes.

From 3,395 genes, GO analysis was performed for the 481 most differentially
expressed genes, which revealed enrichment of 197 biological processes, grouped according

to the categories displayed on Table 2.

More than 55 categories were related to developmental processes and morphogenesis,
while the second most representative category (response to stimuli) only represented 30

categories.

Since developmental processes and morphogenesis were the most enriched categories,

we decided to evaluate how HOX genes behaved on both subpopulations.
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Table 2. The most representative biological functions in Gene Ontology analysis (GO) of DEGs with log2(fold change) >4 from RNA-seq analysis comparing MV-4-11
CD38"" and MV-4-11 CD38"™" subpopulations.

Biological function Examples of GO categories Examples of Genes

Developmental processes/embryogenesis/  GO:0009888 Tissue development FOXL2; HOXA13; IGF1
Morphogenesis G0:2000026 Regulation of multicellular organismal development SMAD1; MEIS1; SOX5
G0:0050793 Regulation of developmental process PPARG; TP53; WNT5B
GO0:0007275 Multicellular organismal development FOXO1; ZEB1; GPR55

G0:0048646 Anatomical  structure  formation involved in ALDH1A3; WNT10B

morphogenesis

G0:0021700 Developmental maturation PPARG; BMP2; RET
G0:0048534 Hematopoietic or lymphoid organ development JAK3; BARX1; MEIS1
G0:0002520 Immune system development HDAC9; SFRP1; GPC3
G0:0048869 Cellular developmental process MATK; HOXA13; JAK3
Response to stimuli  G0O:0042221 Response to chemical ABCC6; DAPK1; PDK4
(compounds/hormones/drugs) G0:0006950 Response to stress CX3CR1; EXO5
G0:0042493 Response to drug ABCB4; CYBB
G0:1901698 Response to nitrogen compound ZEB2; RRAGB
G0:0048583 Regulation of response to stimulus HOXA13; HLA-DMB
G0:0070848 Response to growth fator FOX1; DAB2; SMAD1

G0:1901654 Response to ketone GNG2; ELK1; NCF2
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HOX genes expression signature in MV-4-11 CD38"" and MV-4-11 CD38“"" cell

subpopulations

Excepting HOXA9 and HOXA10, HOXA cluster was more expressed by MV-4-11
CD38%" cells when compared with MV-4-11 CD38"9" in which signature was associated
with HOXB higher levels (Figure 5).

HOXA13 was the most differentially expressed gene with a log2 fold change = 5,06
(p<0,001). Besides HOXA13, HOXAS (log2 fold change = 2,52), HOXA11 (log2 fold change
= 1,09) and HOXB7 (log2 fold change = 1,74) presented significantly distinct expression
levels when comparing both cell lines (p<0,001).

Discussion

In this study, we characterized the heterogeneous compartment of progenitor cells in
AML harboring MLL rearrangement. With this characterization, we were able to identify in
this compartment that the long-term treatment in vitro selected cell subpopulations more

resistant to Ara-C.

First, MV-4-11 resistant cells presented four events commonly related to differential
response to nucleoside analogue drugs: 1) decreased proliferation; 2) decrease in apoptotic
cells (sub-G1 phase), 3) increase in synthesis (S-phase cells), and 4) increase in division after
72 hours of treatment (G2-M) (data not shown). Although cytotoxic concentrations of Ara-C
might be able to selectively eliminate S-phase cells, when cells in synthesis get arrested, at
least a portion of them presents resistance to the drug that should be lethal (Shi et al., 2001).
Additionally, genetics and epigenetics mechanisms that favor G2-M arrest, contribute to drug
resistance (Banker et al., 1998). Therefore, the mechanism would be summarized as follows:
when exposed to Ara-C, if S-phase cells are increased, resistant cells are enriched, since this
drug should had been incorporated and must had eliminated leukemic cells. After 72 hours of
exposure, cells get accumulated in G2-M phase, resuming division and restoring the leukemic

population.

Subsequently, we evaluated the influence of two classic stem cell markers (CD34 and

CD38) in the long-term treated cells and observed that the cells showed a bimodal distribution
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of the CD38 marker. The cells called MV-4-11 CD38"*" and MV-4-11 CD38""9" also showed
differential response to Ara-C.

Human CD38 is a glycoprotein that belongs to a complex family of genes that encodes
proteins of cell surface and involved in extracellular nucleotide catabolism (Deaglio et al.,
2010). The bimodal expression of this marker was correlated with leukemia progression in
Chronic Lymphoblastic Leukemia (CLL); Ghia and colleagues had shown that the overall
survival of patients with CD38 bimodal expression was shorter than in patients with
homogeneous CD38" or CD38" subpopulations. Although this study did not demonstrate that
the proportion of cells expressing CD38 marker is essential for clinical diagnosis, the pattern
of CD38 expression seems to be a good marker for risk in disease’s progression (Ghia et al.,
2003). Several studies showed the bimodal distribution according to CD38 expression in CLL
(Boonstra et al., 2004; Vaisitti et al., 2010), however in AML, we did not find this

distribution reported in the literature.

After cell analysis, we performed the RNA sequencing on both subpopulations, MV-4-
11 CD38*" and MV-4-11 CD38"'9". Since normal embryogenesis and tumorigenesis share
several pathways (Hutchin et al., 2005), we decided to analyze gene expression levels of
genes of development, such as HOX.

HOX genes are master genes of development, and their deregulation is markedly seen
on MLL-rearranged leukemias. HOXA cluster is abundantly expressed in hematopoietic stem
cells (HSC), and as those cells become committed with cell differentiation of myeloid lineage,
HOXA expression decreases. Since MLL is a homologous protein of Trithorax, that belongs to
a complex that positively regulates HOX expression, when fused with one of its several
possible partners, it inhibits the negative regulation required for maturation and normal
hematopoiesis (Sauvageau et al., 1995; Hess, 2004; Shah and Sukumar, 2010).

Among Hox, Hoxa9 seems to regulate pathways that control cell survival: when
silenced, HoxA9 induces apoptosis in AML cells that harbor MLL rearrangement, which
suggest that Hoxa9 might be involved in the repression of apoptotic pathways (Brumatti et al.,
2013). In fact, these authors had shown that the upregulation of Hoxa9, keeps Bcl2 highly
expressed: Bcl2 blocks apoptosis (Brumatti et al., 2013). Likewise, two cell lines carrying
MLL fusions, and expressing high levels of Hoxa9 and Bcl2, when treated with Bcl2
inhibitor, went into apoptosis induction, which indicates that Bcl2 is required to survival in

cells expressing high levels of Hoxa9 (Brumatti et al., 2013). Because of all these
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implications, we thought HOXA9 would be a strong candidate for differential response to
drugs. However, we did not find significant differences in HOXA9 expression between MV-4-
11 cD38"9" and MV-4-11 CD38°" subpopulations.

Despite HOXA9, the transcriptional signature of MV-4-11 CD38“" was strongly
associated with high expression levels of HOXA cluster genes. As mentioned, HOXA is
associated with the HSC signature, suggesting that MV-4-11 CD38°" cells are less
committed with differentiation than MV-4-11 CD38™%" cells. Besides, the upregulation of
HOXA was associated with an adverse outcome and decreased overall survival in AML (Li et

al., 2012), which corroborates with the resistance to Ara-C presented in this study.

Additionally, HOXA13 was the most differentially expressed gene between MV-4-11
CD38"19" ¢ MV-4-11 CD38". This gene encodes a protein required for limbs formation and
development (particularly hands and feet), urinary tract and reproductive system (Fromental-
Ramain et al., 1996). In AML, a rare translocation between NUP98 and HOXA13 genes was
associated with a poor prognosis in leukemia (Eguchi-Ishimae et al., 2009; Shiba et al.,
2013), though, we did not find in the literature, reports associating HOXA13 and AML-MLL.

Although it was not involved in the pathogenesis of MLL-leukemias, HOXA13
expression was associated with a highly aggressive phenotype of gastric cancer (GC).
Comparing highthroughput cDNA microarray analysis between normal gastric mucosa versus
GC mucosa, Han and colleagues had shown that HOXA13 expression is significantly
increased in the GC tissue. They added to their approach, immunohistochemistry analysis,
and showed that HOXA13 is upregulated in GC tissues, and the overexpression is also
associated with a high risk of relapse, especially in patients with the most aggressive
phenotype, poor overall survival and short disease-free survival (Han et al., 2013). Besides
GC, HOXA13 upregulation was also associated with tumor progression and evolution in
hepatocellular carcinoma (Quagliata et al., 2014), which made us propose that HOXA13 could

also be involved in AML carrying MLL rearrangements.

Quagliata and colleagues describe the process of regulation of HOXA13 as follows:
the InNcRNA HOTTIP directly interacts with the Trithorax protein WDRS, that induces a more
opened chromatin structure; this configuration makes easier the formation of WDR5/MLL
complexes that drive the trimethylation of the transcriptional activator epigenetics mark
H3K4, and regulates HOXA transcription, including HOXA13 (Quagliata et al., 2014). Even
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if HOTTIP did not present differences of expression in our analysis, we believe that the
deregulation of MLL and HOXA13 is important to the scope of this study.

We conclude that a HOX signature is associated with differential response to Ara-C in
a human cell line that harbors MLL-AF4 fusion. High expression of HOXA cluster was

85" while the most sensitive

associated with the most resistant subpopulation, MV-4-11 CD3
subpopulation MV-4-11 CD38™" was associated with high expression levels of HOXB
cluster. Further analysis are required, but we also believe that even without a report in the
literature of its direct involvement in leukemogenesis, the deregulation of HOXA13 is
associated with resistance to Ara-C, and in the future could be a marker of prognosis in MLL
leukemias after the induction therapy with Ara-C. Since other genes that encode proteins
which interact with HOXA13, such as MEIS1 (log2 fold change = 8,05, p<0,001) and SMAD1
(log2 fold change = 6,25, p<0,001) were also significantly different between the
subpopulations, we propose that functional assays should be performed to demonstrate the
importance of HOXA13 and/or related genes in AML-MLL cell proliferation and growth

advantage after Ara-C treatment.
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Figure legends

Figure 1. Histograms of cell sorting analysis by flow cytometry comparing the parental and
long-term treated MV-4-11 cells. The sorted subpopulations were called MV-4-11 CD38-*"
(P8) e MV-4-11 CD38"9" (P7). CD34 and CD38 markers were conjugated to FITC and PE

fluorochromes, represented in the X axis as B530-A and B576-A, respectively.

Figure 2. (A) Growth curve in the absence of Ara-C and (B) inhibition of proliferation with
Ara-C of MV-4-11 CD38"°" and MV-4-11 CD38"™" subpopulations. Y axis represents the
counts of cells, and X axis, the time in days. The experiments were started with 5X10° cells

plated.

Figure 3. Graphs of cell cycle analysis with Propidium lodide (PI) staining and flow
cytometry of MV-4-11 CD38"" and MV-4-11 CD38"%" subpopulations. From the left to the
right, the graphs represented are: 1) absence of Ara-C (control experiment); and, 2) cells
exposed to Ara-C for 72 hours. Flow cytometry analysis was optimized for counting 20,000

cells per sample.

Figure 4. Principal Component Analysis (PCA) with RNA-seq data of the long-term treated
cells: MV-4-11 CD38™" (H) and MV-4-11 CD38"°" (L). The analysis was performed to

estimate the similarities in the transcriptome among both cell subpopulations.

Figure 5. Hierarchical clustering analysis of expression levels of HOX genes. HOXD cluster
was excluded of this analysis, since it is not expressed by hematopoietic cells. Experimental
replicates of MV-4-11 CD38™" cells are represented as Highl, High2 and High3, and of
MV-4-11 CD38"*" cells, as Low1, Low2 and Lows3.
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Figure 2.
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Figure 3.
1) -
MV-4-11 CD38Low MV-4-11 _CDSBH[gh
Control experiment (no drug) Control experiment (no drug)
= 20000- & 200007
- T 8
% 15000- % 15000-
b o
0 el
E 10000 g 10000-
2 c
£ £
Q o @
g 50007 : D 5000- _
: : : =
> . T >
2 olemm. EEE 5 rmim 3 o ledm EEEN E M
> > e » ¢ & 2 N
© e A2 < ¥
& © &
2) MV-4-11 CD38Low MV-4-11 CD38High
10uM 72h 10uM 72h
= 20000+ = 20000-
] 3
o o
‘S 15000- %5 15000-
L .
@ @
£ o
g 10000 g 10000
c c
® S < _
g 5000~ : g 5000- T ‘|
(1] - o
> . l—-—LI > -
& ol e=fmm : = i _[i i} & 04 : '
¥ e ® G.bs‘* g o % c;v‘x‘
< &



Figure 4.

comp2

40000

20000

-200

AlldataPC 2 &1

L

AN

I

-280000

-200000

comp1

comp3

20000

10000

-10000

All dataPC 3 &1

-240000 -200000

comp1

comp3

20000

10000

-10000

AlldataPC3 &2

I I I I
-20000 0 20000 40000

comp2

170



171

Figure 5.
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