Ana Carolina Bassi Stern

Analise da influéncia da restricdo nutricional na modulacdo proteica de células de

leucemia mieldide crdnica (K562).

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Ciéncias Médicas

Area de concentracdo: Disttrbios do
Crescimento celular, Hemodindmicos e da
Hemostasia.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Paulo Bydlowski

Sao Paulo

2016



Ana Carolina Bassi Stern

Andlise da influéncia da restricdo nutricional na modulacdo proteica de células de

leucemia mieldide crénica (K562).

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo para obtengdo do
titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Ciéncias Médicas

Area de concentragdo: Disturbios do
Crescimento celular, Hemodindmicos e da
Hemostasia.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Paulo Bydlowski

Sao Paulo

2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reprodugdo autorizada pelo autor

Stern, Ana Carolina Bassi

Andlise da influéncia da restrigdo nutricional na modulagdo proteica de células de

leucemia mieloide cronica (K562) / Ana Carolina Bassi Stern. -- S3o Paulo, 2016.
Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Ciéncias Médicas. Area de concentragdo: Distlrbios do Crescimento

Celular, Hemodinamicos e da Hemostasia.

Orientador: Sérgio Bydlowski.




RESUMO

STERN ACB. Analise da influéncia da restricdo nutricional na modulagdo proteica
de células de leucemia mieldide cronica (K562). [Tese]. Sdo Paulo: "Faculdade de

Medicina, Universidade de S3o Paulo"; 2016.

A formacdo de uma célula cancerigena é um processo constituido por multiplas
etapas no qual ocorrem diversas alteracdes genéticas e epigenéticas. O stress ambiental
induzido pela restricdo nutricional ao tumor causa a desregulacdo do metabolismo
celular, além de aumentar a liberagdo de citosinas, quimiocinas e fatores de crescimento.
Existem diversos estudos que descrevem os impactos do estresse ambiental na
progressao tumoral e aquisicao de resisténcia, contudo a maioria destes da enfoque ao
efeito da hipdxia e hipoglicemia. Apesar da restricdo lipidica e sérica também serem
fontes de estresse microambiental, pouco se sabe sobre os efeitos destas restricdes na
célula cancerigena. No presente estudo, foi avaliada a influéncia da restricdo sérica e
lipidica in vitro nas células de leucemia mieldide cronica K562 e verificadas possiveis
alteracdes na expressdo proteica das células que se encontram em restricdo nutricional.
Foi observado que a restricdo lipidica, em todos os testes realizados, ndo induziu
alteracgdes significativas em relacdo ao controle. Na restricdo plasmatica, por sua vez,
houve diminuicdao da viabilidade celular, aumento da apoptose, aumento da quantidade
de células na fase G2 do ciclo celular e desenvolvimento de uma resisténcia adquirida a
fatores de stress ambiental como pH e presenca de espécies oxido redutivas e ao
quimioterdpico vincristina. Com a anélise protedmica baseada em espectrometria de

massas, para identificacdo e quantificacdo de proteinas, foi possivel identificar diferencas



no padrdo de expressdo de proteinas relacionadas as altera¢des supracitadas como SD1,

MGST2, MGST1, GSTT1 e MGTS3.

Descritores: K562; BCR-AB; morte celular; protedmica; MDR, restricdo lipidica,

restricao sérica.



ABSTRACT

STERN ACB. Influencial analysis in protein modulation of chronic myelogenous
leukemia cells (K562) driven by nutritional deficiency. [Thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo"; 2016.

The formation of a cancer cell is a multistep process in which there are several genetic
and epigenetic changes. The environmental stress induced by tumor nutritional
deficiency causes disruption of cell metabolism, and increases the release of cytokines,
chemokines and growth factors. There are many studies describing the effects of
environmental stress on tumor progression and acquisition of resistance; however, most
of these focus on the effect of hypoxia and hypoglycemia. Although the lipid and serum
restriction can also be sources of microenvironmental stress, little is known about the
effects of these restrictions on cancer cells. In the present study, we evaluated the
influence of serum lipid and restriction in chronic myelogenous leukemia cells K562 in
vitro. Lipid restriction didn’t show significant changes when compared controls. Plasmatic
restriction reduced cell ciability, increased cell death and the amont of cells in G2 phase
of cell cycle. Also increased cells with acquired resistance too environmental stress
factors such as pH or the presence of oxide species reductive or chemotherapeutic agent
vincristine. With mass spectrometrybased proteomics, it was possible to identify the
change in expression of proteins related to the aforementioned effects such as SD1,

MGST2, MGST1, GSTT1 e MGT3.



Descritores: K562; BCR-AB; cell death; proteomics; MDR, lipid restriction, serum

restrictium.
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INCIDENCIA DE CANCER NO BRASIL E NO MUNDO

A industrializacdo e urbanizacdo atreladas aos avancos na drea da medicina e da
ciéncia farmacéutica contribuiram para a alteracdo do padrdo demografico mundial.
Nesta nova conjuntura houve a diminuicdo das taxas de natalidade e mortalidade, o
incremento da expectativa de vida, o envelhecimento populacional e,
consequentemente, a modificacdo nos padrdes de saude-doenca caracterizados pela
alteragdo no perfil de mortalidade com diminui¢do da taxa de doengas infecciosas e o
aumento da taxa de doencas crbnicas-degenerativas, especialmente doencas
cardiovasculares e cancer. Em 2005, o numero de mortes causadas pelo cancer
representaram 21,7% dos dbitos mundiais. Estima-se que em 2020, o nimero de casos

novos seja da ordem de 15 milhdes por ano (Figura 1) [1].

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, no Brasil, a porcentagem de
pessoas que falecem devido ao cancer corresponde a 11,84% do total de dbitos, o que

faz do cancer a segunda maior causa de mortes. [2]

20



12

10

4 |Tuberculose

Malaria
2 { e : Acidentes em estradas

2000 2010 2020 2030
Ano

Mortes Globais Projetadas (milhoes)

Figura 3-Mortes projetadas por causas selecionadas. Grafico contendo a projecdo
do numero de mortes, em milhdes, das causas selecionadas mais usuais, este grafico
contempla os dados que vao do ano 2000 a 2030. Adaptado de: World Health Statistics
2007 (http://www.who.int/healthinfo/) in [1]

PROCESSO CARCINOGENICO

Cancer é um termo genérico, utilizado para definir um grande grupo de doencgas
que podem afetar qualquer parte do corpo. A capacidade de reproducdo das células
tumorais desobedecendo os limites normais da divisdo celular, assim como a colonizacdo
de regides destinadas a outros tipos celulares sdao as duas propriedades hereditarias
utilizadas para definir uma célula carcinogénica [3]. A maioria dos canceres origina-se de
células normais que sofreram alteracdes génicas que conferiram a estas células as
caracteristicas supracitadas. A transformacdo de uma célula normal em uma célula
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cancerigena é um processo que requer multiplos estdgios, nos quais ocorrem diversas
alteracBes genéticas e epigenéticas. Essas alteracGes celulares sdo favorecidas
principalmente por duas causas: a interacdo do individuo com agentes carcinogénicos [4]
e/ou o envelhecimento, uma vez que nos individuos mais velhos os mecanismos de
reparacdo celular se tornam menos eficientes, o que leva ao aumento de altera¢des
genéticas [5].

Outra caracteristica das células carcinogénicas consiste no fato destas células
viverem mais que as células saudaveis e muitas vezes ndo entrarem em apoptose. Este é
um processo fisioldgico natural, caracterizado por alteragcdes morfoldgicas, que incluem
perda da membrana plasmatica, divisdo assimétrica, condensacdo do citoplasma e do
nucleo e a clivagem internucleossomal de DNA [3]. A falha no processo apoptético pode
conferir as células resisténcia aos tratamentos quimioterdpicos convencionais. Estudos
recentes indicam que isto ocorre principalmente devido a superexpressdo da familia de
proteinas inibidoras de apoptose (IAPS) [6]. Estas proteinas inibem a a¢do das caspases
e regulam os fatores-kB nucleares, e encontram-se superexpressas em diversas linhagens
celulares cancerigenas. [7]. A survivina é um membro desta familia, e estd envolvido em
varias funcdes essenciais, incluindo a sobrevivéncia celular e regulacdo da mitose no
cancer [8]. Survivina pode antagonizar a morte celular ao promover a ativacdo das
caspases efetoras, uma vez que foi demonstrado que inibem a caspase 9 [9]. Esse gene
tem uma baixa expressdo em células de adultos saudaveis. No entanto, em células
tumorais a super-expressao deste estd relacionada a um aumento da malignidade do
tumor, bem como o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapéuticos ou de radiacado

[10].
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O processo tumorigénico é constituido por diversas etapas, que podem ser

subdivididas em trés fases distintas:

1) Estagio de iniciacdo: ocorre a acumulacdo de modificagBes genicas nas células

saudaveis [11, 12].

2) Estdgio de promocgdo: As células iniciais devem ser expostas, por um periodo
extenso, a um segundo grupo de agentes cancerigenos intitulados
oncopromotores, que promovem a transformacdo de células iniciais em
malignas. Caso a suspensdo do contato da célula com os agentes promotores

ocorra neste estagio, pode haver a interrupc¢do da formacgdo tumoral [13, 14].

3) Estagio de progressao: é caracterizado pelo aumento do indice mitético das
células que estao sofrendo alteracdes; esta etapa é irreversivel e a partir dela,

ha a instalacdo do cancer e aparecem os primeiros sinais clinicos [15].

Os fatores que contribuem para o desenvolvimento tumoral podem estar vinculados a
fatores hereditarios e ambientais. Os fatores hereditdrios sdo geneticamente pré-
determinados e podem estar associadas a heranga genética de um alelo mutado de um
proto-oncogene, gene supressor de tumor ou gene relacionado ao reparo de DNA.
Apesar dos fatores enddgenos terem um papel no desenvolvimento de neoplasia, os
principais fatores de risco sdo os exdgenos. Segundo estimativas, estes fatores
desempenham um papel preponderante em 80% a 90% dos casos. E importante salientar
gue a probabilidade da formacdo de um tumor devido a exposicao individual a fatores
exdgenos é uma relacdo diretamente proporcional a intensidade e tempo de exposicdo
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a um fator ou multiplos fatores, que podem ser quimicos, fisicos ou bioldgicos, conforme

figura 2 [16-19].

agente carciongénico

ambiental
hereditirio
quimico

fisico
biologico

iniciagdo romocio

B ——> @ @P 0 &

0 reparo do DNA o) proliferagio proliferagio celular

celular O

ancer

Figura 4 - Representacdo esquematica das etapas do processo de carcinogénese.

AMBIENTE TUMORAL

Ainteracdo entre as células cancerigenas e o seu microambiente desempenha
um papel crucial no desenvolvimento tumoral, j4 que muitas das alteracbes que
perturbam a homeostase celular e tecidual presentes no cancér podem ser induzidas por

fatores de stress pressentes neste ambiente [20], cuja composi¢cdo inclui células

24



tumorais, vasos sanguineos, matriz extracelular, celulas ndo malignas e moléculas de
sinalizacdo. Entre as células ndo tumorais presentes nesse ambiente encontram-se
células do estroma, os fibroblastos, linfécitos T, linfécitos B, natural killers, macréfagos e

adipdcitos [21].

Os adipdcitos estdo amplamente presentes no microambiente tumoral e os
fatores secretados por eles melhoram a mobilidade celular e promovem a expressao de
genes associados com os fendtipos mais agressivos. Os lipideos derivados dos adipdcitos
aparentemente impactam a progressao tumoral e metastase no cancer [22, 23]. As
células estromais e fibroblastos, por sua vez, secretam fatores de crescimento, tais como
o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF)
e CXCL12 quimiocina, que ndo sé podem promover o crescimento e sobrevivéncia das
células malignas, mas também funcionar como um quimio-atrativo que estimula a

migracao de outras células para o microambiente tumoral [24].

A matriz extracelular também é um componente importante, uma vez que
fornece uma estrutura de suporte fisico para todas as células do microambiente e,
geralmente, nas fases mais avancadas de progressdo tumoral, perde seu padrdo de
organizacdo normal, o que pode estimular a angiogénese. Ela possui, também, uma
grande variedade de componentes bioquimicamente distintos, composta
majoritariamente por proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos e polissacarideos com
diferentes propriedades fisicas e bioguimicas, que sdo sintetizados pelas diferentes

células do microambiente tumoral [21].

Quando o tumor ainda apresenta um tamanho diminuto, o acesso a nutrientes

depende da difusdo dos mesmos do espaco extravascular para o interior da massa

25



tumoral. Este fluxo de nutrientes diminui com a progressdo do tamanho do tumor
conforme aumenta a distancia entre as células tumorais e os vasos [25]. Assim, a
proliferacao das células tumorais depende do desenvolvimento de um sistema vascular
de apoio. Folkman foi o primeiro a descrever essa hipétese. Em seus estudos, ele
encontrou indicios de uma fase inicial pré-vascular durante a qual as células tumorais
poderdo crescer e proliferar até que o tumor atinja 1-2 mm; o crescimento adicional
desta massa tumoral deve ser precedida pelo incremento do nimero de micro vasos
presentes no tumor [26, 27]. O desenvolvimento dessa vasculatura possui um efeito
significativo sobre a taxa de crescimento do tumor, podendo passar de um crescimento
lento e linear no periodo pré-vascular para um crescimento rapido e quase exponencial

apos a vascularizacdo do tumor [28].

A vasculatura presente no tumor é estruturalmente distinta da presente nos
tecidos sauddveis. Os vasos presentes no tumor possuem um didmetro irregular e um
padrdo de ramificacdo anormal, fazendo com que eles ndo se encaixam bem na
classificacao usual das arteriolas, capilares ou vasos. Nos vasos tumorais, tanto de alto
como de baixo calibre, é frequente a auséncia da tunica lisa, uma tlnica extremamente
fina. Outras anormalidades incluem uma captacdo ndo usual, assim como uma alta
ligacdo com lipossomos catidnicos e uma expressdo de integrinas, fatores de crescimento
e receptores que diferem das dos vasos normais [29]. Outro fator que distingue o vaso
sanguineos do tumor do vaso presente no tecido normal é o fato desse exibir
irregularidades no lUmen e presenca de extravasamento plasmatico, fendmeno que pode
ser explicado por defeitos na monocamada endotelial [30]. Estudos realizados por

Mcdonald et al. [29] em carcinomas mamarios implantados em ratos MCa-1V, indicam
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que 14% da darea da superficie dos vasos tinha uma monocamada endotelial defeituosa
composta de células morfologicamente distintas das células endoteliais normais. A maior
parte das células tinha uma forma anormal, desde ligeiramente irregular para multipolar
com projecdes citoplasmaticos de 50 mm. Estes endotélios possuem sdo parcialmente
constituidos por células sobrepostas umas as outras e fracamente interligadas, além de
aberturas entre as células de cerca de 0,3ma 4.7 mm o que causa o extravasamento de

plasma, além anormalidades visiveis na superficie luminal [27] .

As descobertas supracitadas indicam que as superficies do endotélio dos vasos do
tumor sdo anormais. Defeitos na monocamada endotelial podem explicar o
extravasamento plasmatico dos vasos; a alteracdo morfologica que tém sido implicada
neste fenomeno é a abertura entre as células que revestem vasos conhecida como
fenestra. O extravasamento plasmatico aumenta a pressdo do fluido intersticial, levando
a irregularidade do fluxo de sangue e de nutrientes [31], resultando no extravasamento
de proteinas do plasma e eritrécitos, o que pode facilitar o trafego de células tumorais
para a corrente sanguinea, levando a formacdo de metdastases [29], e compromete a
distribuicdo de nutrientes e oxigénio ao tecido tumoral. A intermiténcia do fluxo
sanguineo atrelado a alta taxa metabdlica das células tumorais faz com que, muitas vezes,
as exigéncias nutricionais dessas células ndo possam ser cumpridas, o que contribui para

o surgimento de regides que apresentam hipoxia, restricao nutricional e acidose [32].

Os organismos multicelulares necessitam de oxigénio (O;) para a respiracdo e
producdo de energia. Quando hd diminuicdo da disponibilidade de 0O,, ocorrem
alteracBes moleculares em tecidos normais e neoplasicas [33, 34]. Sendo uma das

alteragdes mais comuns a ativacdo de fatores de indugdo hipdxia (HIF). O HIF € um fator
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de transcricdo heterodimérico consistindo por duas subunidades HIF-1a (O2 regulada) e
HIF-1B/ARNT, sendo ambas expressas de forma constitutiva, com regulacdo exata da
subunidade a [35]. O HIF-1 conduz a transcricao de genes criticos responsaveis para a
angiogénese, o metabolismo da glicose, invasdo e destino celular. A expressdo de um
fator de transcricdo pode ser determinada pelas taxas de sintese e degradacdo de

proteinas [36, 37].

A sintese de HIF-1 a é regulada por mecanismos independentes de oxigénio
enquanto que a degradacdo é regulada por mecanismos dependentes de oxigénio. A
disponibilidade de oxigénio promove a ligacdo de HIF-1a com a proteina supressora de
tumor de Von Hippel-Lindau (VHL), o que por sua vez leva a ubiquitinizacdo da HIF-1a.
Subsequentemente a subunidade HIF-1a é hidroxilada pela enzima prolilidroxilase (HPH)
facilitando a sua degradacdo num modo dependente do oxigénio [38, 39]. No entanto,
em condicdes hipodxicas, a disponibilidade limitada de oxigénio inibe HPH e
consequentemente a degradac¢do da HIF-1 ndo ocorre. O HIF-1 acumulado liga-se a varios
elementos de resposta a hipdxia (HREs), resultando na expressdo de genes de resposta a
hipdxia, também conhecidos como genes alvo de HIF, tais como lactato desidrogenase,

anidrase carbonica, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), etc [40].

Preservando o suprimento de 0, e aumentando a capacidade glicosidica [41]
realizaram um dos primeiros estudos sobre a consumo de glicose no tecido tumoral e
observou altas taxas de producdo de acido lactico. A taxa de absorcdo de glicose foi
diretamente proporcional a disponibilidade de glicose, isto é, o consumo de glicose era
governado pelo fluxo sanguineo do tumor assumindo concentragdes constantes de

glicose arterial durante a normoglicemia. Este estudo in vivo revelou, ainda, uma privagdo
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de nutrientes e uma remocdo insuficiente de residuos metabdlicos, predominantemente
acido lactico, causando acidose tecidual. Como regra, a quantidade de lactato liberado é
linearmente relacionada com a quantidade de glicose consumida [42]. O
desenvolvimento de acidose no interior do tumor ocorre quando ha disponibilidade de
glicose para as células cancerigenas em hipdxias. Essa condicdo ocorre com certa
frequéncia, uma vez que a distancia de difusdo para a glicose é maior do que para o Oy,

acarretando na producgdo excessiva de acido lactico e dcido carbdnico (HCO3-) através da

ativacdo da glicdlise, que resulta no pH acido. Além disso, o pH das vesiculas exosmdticas
e lisossOmicas no interior das células tumorais tendem a ser mais acido do que o pH

citosélico [43]. A acidose pode modular a cito toxicidade de certas drogas anti-

cancerigenas. [44].

No ambiente hipdxico, além do HIF, é ativada a via do mTOR e UPR, diversos
elementos de ambas as vias sdo alterados no ambiente hipdxico dependendo da duracdo
e severidade da restricdo. O mTORC1 ativa os estimulos de crescimento celular, a
hiperativacdo do mTORC1 pode ter efeitos negativos no funcionamento celular, como o
aumento do stress do reticulo endoplasmatico gerado pelo incremento da sintese
proteica devido a taxa elevada de transcricdo de mRNA [45]. Na via da mTOR, a auséncia
de O causa a inibicdo desta quinase e transcricdo, por diversas vias, de mRNA, causando
a alteracdo da progressdo e tolerancia a restricdo de O, da célula cancerigena em favor

de desenvolvimento do tumor [46].

A UPR (resposta a proteina mal dobrada) é ativada em resposta ao stress do
reticulo endoplasmatico e a perturbacdo do balanco da homeostase celular. Esse stress

promove o acumulo de proteinas mal formadas (estrutura quaterndria ndo
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completamente formada ou com erros no dobramento), desencadeando a ativa¢do da
UPR, o que compromete a producdo proteica, metabolismo celular e morte celular. Esta
ativacdo ocorre quando o tecido encontra-se em hipdxia severa, promovendo a
tolerancia celular a essa condi¢cdo e auxiliando na adaptacdo celular e sobrevivéncia

tumoral. Esta via também pode afetar a morte celular por apoptose [47].

Recentemente foram realizados estudos em células MEF ( células fibroblasticas
de camundongos) cultivadas sob restricdo sérica e 0z, e encontrou-se células altamente
proliferativas que apresentavam mTORC1 desregulado (TSC2 -/~, p53 */*) a sofrer morte
celular programada gerada pela deficiéncia de lipido insaturado [48]. A demanda por
estes lipidios ocorre em vdrias linhagens cancerigenas distintas [49]. Nesse caso, a morte
celular ocorreu porque a dessaturacao de novo de lipidios sintetizados por dessaturases
esteoril-CoA redutase, requer Oy e a auséncia de Oy inibe a reacdo enzimatica necessaria.
As células MEFs-, altamente proliferativas, com uma desregulacio do mTORC1 (Tsc27/,
p5377), quando cultivados em condi¢des de restricio sérica e de O, semelhantes as
encontradas no microambiente tumoral, iniciavam o processo de morte celular

programada devido a uma deficiéncia especifica de lipideos ndo saturados [48].

Esta demanda por lipideos ndo saturados apresenta-se em multiplas linhagens
tumorais e ja foi demonstrada em experimentos in vivo realizados em camundongos Tsc2
/= com adenomas renais cisticos [49]. A restricdo lipidica para as células hipdxicas causa
uma deficiéncia critica desse componente, gerando stress do reticulo endoplasmatico e
a ativacdo da morte celular mediada pela UPR, que nas condi¢Bes de restricdo nas quais
a célula estd inserida é dependente de mTORC1, sendo provavelmente causada pelo

aumento que esta quinase gera na sintese proteica [48].
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O HRE1a é necessdrio para que ocorra o processo apoptdético perante a privacao
lipidica em Tsc2”/~ MEFs, indicando que o menor indice de sobrevivéncia é consequéncia
da sinalizacdo terminal da UPR. Essas descobertas sugerem que as células em processo
proliferativo precisam balancear seu indice de crescimento com disponibilidade de
lipideos ndo saturados, afim de prevenir o stress do reticulo endoplasmatico, ja que este

acarretaria a ativacdo da UPR terminal, culminando, por fim, na morte celular [49].

O aumento do metabolismo celular, assim como da taxa de duplicacdo celular,
repercutem no incremento na demanda de colesterol, que é incorporado em membranas
de fosfolipidos, armazenado em goticulas lipicas e usado para a producdo de lipidos de
sinalizacdo. [50]. O colesterol e lipideos podem ser produzidos pela prépria célula ou
adquiridos por vias exdgenas. Ha ampla evidéncia de que o aumento da producdo de
lipidos é fundamental para a sobrevivéncia da célula cancerigena [51, 52] Embora a
demanda celular por acidos graxos possa ser quase que inteiramente suprida pela sintese
a partir de carbono derivado de glucose, a absorgao de dcidos graxos pelas vias exdgenas
também é uma importante fonte de lipidos. Em animais multicelulares, as células
também podem obter o colesterol e dcidos graxos livres do sangue e triglicérideos das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) presentes no plasma, através de endocitose
mediada por receptor e o processamento lisossomal [53]. A LDL é um dos cinco grupos
principais de lipoproteinas e o principal transportador sanguineo de colesterol. A LDL é
uma particula quase esférica composta por moléculas de colesterol esterificado e ndo-

esterificado, triglicéridos e fosfolipidos [54].
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O controle celular de importacdo e biossintese de colesterol ocorre por regulacdo
por feedback de receptores de LDL e de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
redutase, a enzima limitante da velocidade da via do mevalonato. Quando os niveis de
LDL sdo elevados, a HMG-CoA redutase em células normais é reduzida em até 90%, e a
sintese de colesterol é bloqueada. [55] Contudo quando os niveis celulares de esterol
estdo elevados, ou quando a proliferacdo e a necessidade de colesterol sdo baixos, a

transcricdo do receptor de LDL. [56].

Os efeitos da razdo entre os fosfolipidios saturados e insaturados no metabolismo
celular tém sido extensamente estudados. O estresse do reticulo endoplasmatico é
alterado de acordo com a composicdo lipidica da célula. Por exemplo, o acimulo de
colesterol livre no reticulo endoplasmatico [57] e a internalizacdo de acidos graxos
saturados induzem o estresse do reticulo endoplasmatico além de ativarem a via da UPR
[58]; Para prevenir a instauracdo do quadro de estresse do reticulo endoplasmatico,
aparentemente, é necessario que haja o balanco entre estes dois tipos lipidicos, o que se
deve ao fato dos efeitos lipotdxicos dos lipideos saturados poderem, muitas vezes, ser
revertidos através da adicdo de lipideos ndo saturados. Quando ocorre a modificacdo do
perfil lipidico para um cendrio onde haja uma maior proporcdo de lipideos saturados, em
decorréncia da administracdo de lipideos saturados ou a perda da atividade de enzimas
responsaveis pela desnaturacdolipidica , ocorre a inducdo do estresse do reticulo

endoplasmatico que culmina na ativagdo das vias de morte celular [59, 60].

Apesar da relacdo entre a razdo entre lipideos saturados e insaturados com o
estresse do reticulo endoplasmatico ter sido estabelecida, as espécies lipidicas e

compartimentos celulares que sdo criticos para este efeito ainda ndo foram
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completamente elucidados. H4 indicios de que o stress do reticulo endoplasmatico lipo
induzido é causado pela alteracdo da estrutura do reticulo endoplasmatico através da
incorporacdo de fosfolipides saturados a sua membrana [61]. A composicdo dos
fosfolipides dessa membrana afeta a fluidez da mesma e consequentemente a
configuracdo de seus subdominios [62]. A saturacdo do gradiente de fosfolipides pode
serinfluenciada por diversos fatores, como por exemplo, o indice de satura¢do dos acidos
graxos celulares. Um outro fator capaz de alterar este gradiente é o ciclo de Lands (figura
3). No qual ocorre a regulacdo do tamanho da goticula lipidica formada, através do
controle da quantidade de superficie disponivel e influenciando a percentagem de
superficie em relacdo ao volume, a modificacdo do tamanho lipidico influéncia na
dindmica e processamento deste dentro da célula [63] através da desacilacdo e reacilacdo
de 4cidos graxos. A LPCAT3, uma enzima capaz de alterar a composicdo plasmatica do
reticulo endoplasmatico, contribui para o incremento da fracdo de lipidios insaturados
na membrana por meio da incorporacao preferencial de acidos araquiddnico e linoleico
nos fosfolipideos. O aumento da captacdo de lipideos insaturados é necessario para a
manutencdo da viabilidade celular, especialmente em células com altos indices de sintese
proteica, o que se deve ao papel essencial dos lipideos na manutencdo da homeostase
do reticulo endoplasmatico através do contrabalanceamento dos efeitos dos lipideos

saturados [61].
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Figura 5- Diagrama do ciclo de lands.

Um outro efeito do aumento da concentracdo celular de lipideos saturados é a

elevacdo nos niveis de espécies 6xido reativas (ROS), o que também pode promover a
morte celular. Os mecanismos de sintese das ROS no quadro de stress lipidico induzido
ainda nao foi inteiramente elucidado; a privacdo de lipidios insaturados pode causar uma
disfuncdo mitocondrial, que pode elevar a concentracdo de ROS e gerar estresse do

reticulo endoplasmatico, causando a liberacdo de ROS que gera dano oxidativo [64].

A importancia da existéncia de uma fonte lipidica exdgena para o crescimento

tumoral sugere que a dieta do individuo pode vir a afetar o metabolismo celular, uma vez

que esta influencia diretamente a quantidade de lipideos que podem vir a ser
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internalizados pela célula cancerigena. A obesidade tem sido conhecida por aumentar o
risco de alguns tipos de cancer, com até 5% de incidéncia de cancer atribuiveis ao excesso
de peso [65]. Esse aumento no risco de cancer pode ser parcialmente explicado pelo fato
da dieta poder estar associada a altera¢cdes hormonais, a liberacdo de citocinas e
inflamacdo [22]. As células hipdxicas exibem aumento da absorcdo de lipidio insaturado
[19] e em estudos in vitro, hd uma expressdo elevada dos receptores de LDL [66, 67]. Em
tumores cerebrais, a internalizacdo de LDL é de 2 a 3 vezes maior que em células normais
[68], enquanto que em células de leucemia, o aumento da atividade do receptor de LDL
pode ser de até 100 vezes a expressado de células normais. Esse aumento na captacdo de

colesterol estd diretamente relacionado com a agressividade do tumor [69].

Leucemia mieldide cronica

A leucemia mieldide cronica (LMC) é uma mieloproliferacdo maligna que
corresponde a 15% dos casos globais de leucemia, com maior incidéncia em individuos
do sexo masculino com mais de 55 anos. As células neopldsicas mantém a capacidade de
diferenciacdo celular e, em 90% dos casos, possuem como caracteristica distintiva a
translocacdo reciproca entre o gene ABL presente no cromossomo 9 e o gene BCR
presente no cromossomo 22, o que resulta na formacdo de um cromossomo Filadélfia

(ph) que codifica a proteina quimérica BCR-ABL [70].

Tanto a proteina ABL como a BCR atuam na sinalizacdo celular. A ABL é uma

tirosina quinase (non-receptor) expressa na maioria dos tecidos. Nas células, esta
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proteina encontra-se tanto no citoplasma como no nucleo, e realiza sinalizacdo para
aumento de fatores de crescimento da superficie celular e receptores de adesdo
responsaveis pela regulacdo do citoesqueleto. A BCR é uma serina-treonina quinase que

atua como regulador negativo da proliferacdo celular e transformacdo neoplasica [71].

Estudos bioquimicos classicos sugerem que o proto-oncogene BCL-ABL é uma
tirosina quinase constitutivamente ativa, cujos efeitos bioldgicos incluem o aumento da
proliferacdo celular, ativacdo de fatores de transcricdo, evasao de apoptose, crescimento
celular descontrolado e diferenciacdo [72]. A maioria destes efeitos bioldgicos sdo
regulados através de uma rede central de sete proteinas intimamente associadas. Eles
compreendem proteinas adaptadoras, fosfatases e a subunidade p85 reguladora de PI3K
. A maioria dos efeitos bioldgicos sdo regulados através de multiplas vias, por exemplo, a
polimerizacdo de actina é regulada através da proteina do factor de crescimento ligado
ao receptor 2 (GRB2) [73].

A proteina BCR-ABL interage com uma proteina adaptadora ligada ao receptor
GRB2 pela homologia com SRC proximal 2 (SH2), que se desenvolve ligando-se ao local
guando a tirosina 177 (Y177) residuo de BCR-ABL é autofosforilado. GRB2, quando ligado
a BCR-ABL, interage com a proteina SOS, formando o complexo de proteina BCR-ABL-
GRB2-SOS que ativa Ras [74]. As proteinas adaptadoras CRKL (CRK-like) e SHC (SH2
contendo proteinas) também podem mediar a ativacdo BCR-ABL de Ras [75, 76], que
juntamente com a proteina quinase ativada via mitogéno (MAPK) que sdo acoplados por
Raf (uma serina / treonina quinase). Raf catalisa a fosforilacdo da ativadas por meio da
mitogenese e por sinais extracelulares regula as quinases MEK1 e MEK2; isto resulta na

sua ativacdo. Através da estimulacdo da via de Ras-Raf, BCR-ABL aumenta o crescimento
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celular independente de fator de crescimento. BCR-ABL também associa e ativa a via
fosfatidilinositol-3-quinase (P13K), suprimindo a morte programada de células e aumenta
a sobrevivéncia celular. BCR-ABL é associado a componentes da adesdo focal (isto &, a
atina, a paxilina e quinase de adesdo focal, ou FAK); a ativacdo de CRKL-FAK-PYK2 leva a
uma reducdo na adesdo celular [77, 78]. A BCR-ABL ativa também as vias que levam a
respostas atipicas para fatores quimiotdticos, o que leva a um aumento na migracao

celular, além de se associar com as proteinas de sobrevivéncia [79].

A LMC tem como tratamento padrdo segundo a National Comprehensive Cancer
Network e LeukemiaNet Europeia (ELN) [80], o imatinib, um inibidor tirosina-quinase
projetada in vitro ( TKI ), que bloqueia o sitio de ligagdo do BCR-ABL com o ATP . Contudo
a eficdcia do imatinib diminui durante as fases aguda e bldstica, fazendo com que a
progressdo da doenca afete a taxa de resposta dos pacientes a esse inibidor [81]. As
alteracBes na biologia celular das células de LMC na crise blastica CB podem explicar esta
reducdo na eficacia do TKI, o que ocorre devido ao surgimento de mutacdes pontuais
especialmente no sitio de ligacdo da droga [81-83]. Atualmente, inibidores de segunda
geracdo, como nilotinib (Tasigna, AMN107; Novartis), sdo usados no tratamento dos
pacientes resistentes. Mas nem sempre sdo eficientes [84] j4 que promovem o
desenvolvimento de resisténcia [85]. Outros mecanismos de resisténcia ndo relacionados
a estrutura de BCR-ABL podem estar envolvidos, como, por exemplo, a presenca de
células tronco quiescentes, inibicdo do influxo e mecanismos de efluxo de drogas,
alteracdes decorrentes do grande acimulo de instabilidade génica como consequéncia

da fisiologia da doenca [86-89].
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Ha cada vez mais evidéncias suportando a ideia de que o microambiente da
medula dssea desempenhe um papel crucial na iniciacdo, propagacao das leucemias e
desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia supracitados [21]. Apesar da maior
sintese de colesterol a restricdo lipidica e sérica presentes no microambiente sdo um
fatores de estresse celular e pode contribuir para a progressdo do quadro em muitos
tumores malignos, incluindo leucemias mieldides aguda (LMA) e crdénica. As células de
leucemia mieldide possuem uma taxa de processamento de LDL mais elevado que as
células sanguineas saudaveis. Os niveis elevados de colesterol celular pode também
melhorar a sobrevivéncia de células de leucemia e conferir resisténcia em relacdo a

terapia [90].

A compreensao de como as células cancerigenas superam estas adversidades,
pode ser adquirido através do entendimento das redes de proteinas e genes centradas
nas proteinas reguladoras supressoras de tumor [91, 92]. A protedmica é uma ferramenta
com a qual é possivel caracterizar a estrutura das proteinas, funcdo, as interacdes
proteina- proteina e modificacdes de peptidos. Isso proporciona uma visdo sobre as
perturbacdes de vias de sinalizacdo dentro das células tumorais e tem contribuido para a
descoberta de novos alvos terapéuticos e possiveis indicadores de resposta e duracdo da
terapia, assim como a identificacdo de e possiveis alteracGes celulares causadas pelo

estresse causados pelas restricdes nutricionais presente no microambiente tumoral [93].

Apesar de nos ultimos anos ter havido o incremento de estudos sobre as
restricdes nutricionais presentes no microambiente tumoral e de muitos desenhos
experimentais utilizarem a restricdo sérica como modelo, pouco se sabe sobre os efeitos

das restricOes lipidica e sérica nas células tumorais e seus possiveis efeitos no
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desenvolvimento da carcinogéneas tumoral. Neste trabalho nos avaliamos o efeito de
ambas as restricdo na viabilidade celular da linhagem K562, além de investigar os
mecanismos bioldgicos desencadeados pela restricdo sérica ou lipidica através de uma

abordagem protedmica compreensiva.
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OBJETIVO



OBIJETIVO GERAL:

Estudar a influéncia da restricdo sérica e lipidica em um modelo de leucemia

mieldide cronica (K562) in vitro.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar o efeito da restricdo sérica ou lipidica na viabilidade celular da linhagem

K562

Investigar os mecanismos bioldgicos desencadeados pela restricdo sérica ou

lipidica através de uma abordagem protedmica compreensiva
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METODOLOGIA



Para os experimentos realizados neste trabalho foram utilizados reagentes P.A e meio

R.M.I da marca Sigma, St Louis, MO.

FRACIONAMENTO DO PLASMA

O LPDS foi isolado a partir de um pool de quatro bolsas de plasma humano de
baixo volume, doadas pela Santa Casa de Misericérdia, fracionadas através da
metodologia de Havel [94]. Foi adicionado ao pool Benzamidina (2mM), PMSF (1mM), e
EDTA (1mg/ml). Posteriormente, foi ajustada a densidade do pool para 1,063 g/ml, com
brometo de potassio (KBr), cuja quantidade foi calculada a partir da férmula de Radding-
Steinberg [95], e separadas por ultracentrifugacdo ( Beckman, modelo OPTIMA XPN 100)

a 49.000 por 24 horas a 4°C em um rotor 90 Ti.

C ultracentrifugagdo, o plasma foi separado em trés fracGes: Fracdo A de cor
alaranjada e menor densidade (> 1,063 g/ml) na qual estara contida a LDL, Fra¢do B
transparente com densidade intermediaria em relacdo as outras duas fracdes, Fracdo C

de cor esverdeada e maior densidade na qual estara contida o LPDS.

A fracdo A foi aspirada com uma pipeta Pasteur e teve sua densidade ajustada
com agua Milli Q para 1,006 g/ml. A segunda fragdo foi desprezada, e a fragdo C teve sua
densidade ajustada com KBr para 1,215 g/ml. Uma vez ajustadas as densidades, as
fracdes A e C foram ultra centrifugadas nas condi¢Bes supracitadas. Ao término da

segunda ultracentrifugacdo, foi separada a por¢do mais densa da fracdo A (LDL) e na
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fracdo Cfoi separada a por¢do mais densa (LPDS) e a menos densa (HDL). Todas as fracGes
foram dialisadas por 48H a 4°C contra 6 litros de tampao de didlise composto por cloreto

de sédio (NaCl) 150 mM em 3 trocas.

Apds a dialise, foi adicionada 10 p/ml de trombina ao LPDS e percorrido um
periodo de incubacdo de 24H a 4°C, o LPDS foi ultracentrifugado a 30K. As concentracdes
protéicas de todas as fracGes purificadas foram determinas pelo método de Lowry (1951),
que serd descrito na sessdo posterior. O LPDS teve sua concentracdo ajustada para
40mg/ml coma solugdo de Ringer. Todas as fragBes foram esterilizadas por passagem em
filtro (Millex-Millipor) de 0,22 L, o LPDS foi mantido a -80°C por até 6 meses (Havel et

all. 1955)[94].

DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DAS PROTEINAS

Os ensaios para determinacdo da concentracdo de proteinas totais foram
realizados em triplicatas, através da técnica descrita por Lowry (1951). Foi preparada uma
curva de BSA (soro albumina bovina), nas concentra¢des de 0, 1,5, 3, 5 e 10 mg/mL em
tampdo de PBS (10 mM de Naz;HPO4; 2 mM de KHPO4; 137 mM de NaCL; 2,7 mM de KCL)

para a elaboracdo de uma curva-padrao.

Foi adicionado 1 mL do reativo cupro-alcalino em 20 ul padrdo de reacdo em cada
amostra, que foram incubadas por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds
este periodo, se adicionou 200 pl de Folin-Ciocalteau a cada reacao, que foram incubadas
por 30 minutos nas mesmas condicdes que a incubacdo anterior. Transferiu-se 100 pl de

cada amostra para uma placa de 96 pocos. As absorbancias foram determinadas em
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comprimento de onda de 750nm, e as medi¢Ges foram feitas na Spectra Max, Multi-

Mode Detection Platforme,Paradigm.

CULTURA DE CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA.

Células de leucemia mieloide cronica K562 (ATCC CCL- 243) foram cultivadas em

meio RPMI contendo SFB 10%, 100U/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomicina.

A fim de avaliar os efeitos da restricdo nutricional as células foram cultivadas em
meio RPMI ndo suplementado ou suplementado com soro deficiente em lipoproteinas

(LPDS) 10% e plasma completo 10% pelos periodos de 24 e 72 horas.

CARACTERIZAGAO DO PERFIL DE PROTEINAS TOTAIS ATRAVES DE ESPECTROMETRIA

DE MASSA

PARA AVALIACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO PROTEICO DIFERENCIAL, A LINHAGEM
CELULAR DE K562 FOI INCUBADA PELOS PERIODOS DE 24, 48 E 72H EM MEIO DE
CULTURA RPMI SUPLEMENTADO COM 10% DE PLASMA, MEIO RPMIlI 10% LPDS
(RESTRICAO LIP{DICA) E MEIO RPMI (RESTRICAO SERICA). Apéds a retirada do meio de
cultura, as células foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido seguida de lise em
solucdo de ureia 8 m combinado a inibidores de proteases e fosfatasse. As proteinas
extraidas foram quantificadas por fluorimetria utilizando o sistema qubit'™ (THERMO
SCIENTIFIC). As proteinas foram digeridas usando tripsina apds a reducdo de ligacGes
dissulfeto e alquilacdo dos grupamentos tiol. Os peptideos resultantes foram

dessalinizados com colunas montadas com discos de extracdo c18 3m empore™,
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PEPTIDEOS GERADOS FORAM MARCADOS COM TMT10PLEX™ MASS TAG LABELING KITS
(THERMO SCIENTIFIC) DE ACORDO COM AS INSTRUGOES DO FABRICANTE. DEPOIS DA
MARCACAO OS PEPTIDEOS DE CADA CONDICAO BIOLOGICA FORAM COMBINADOS E
FRACIONADOS POR CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA EM CONDICOES BASICAS (PH
10). EM PARTICULAR, OS PEPTIDEOS FORAM COLOCADOS EM UMA SOLUCAO DE 0.1%
AMONIA E FRACIONADOS EM MICROCOLUMNAS COM DISCOS DE EXTRACAO C18 3m

empore'™ UTILIZANDO UM GRADIENTE EM STEPS DE ACETONITRILA (5,10, 15, 20 E 50%).

ANALISE CROMATOGRAFIA LIQUIDA COM ESPECTROMETRIA DE MASSA EM

TANDEM (LC-MS/MS)

As diferentes fracBes foram analisadas por nano-LC-MS/MS em coluna Reprosil-
Pur C18-AQ (3um) usando sistema Easy-LC nano-HPLC (Thermo Scientific) conectados
através de uma fonte de ions nanospray (Thermo Scientific) ao espectrometro de massa
Orbitrap Fusion Tribrid™ (Thermo Scientific) para realizacdo da analise de massas.

O gradiente de HPLC foi de 0 a 34% em solvente B (A= 0.1% de acido férmico, B=
90% ACN, 0,1% de acido férmico) por 50 minutos em um fluxo de 250 nL/min. Uma
varredura da espectrometria de massa (400-1400 m/z) foi registrada no Orbitrap numa
resolucdo de 120K a 200 m/z para um AGC target de 5e10° fons e um maximum injection
time de 60ms. Os espectros MS/MS foram obtidos na modalidade top speed e através de
dissociacdo high-energy C-trap (HCD, high energy C-trap dissociation) com acquisi¢do no
Orbitrap a uma resolucao de 60K. Os parametros para a aquisicdo de HCD foram: janela

de isolamento: 1.2 Da; energia de normalizacdo: 40; exclusdo dindmica: ativado com
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repeticdo de contagem 1; duragdo da exclusdo: 30s; limiar de intensidade: 100000 e ions

alvo = 5e%.

ANALISE DOS DADOS E BIOINFORMATICA

Os arquivos obtidos foram analisados usando o software Proteome Discoverer™
v2.1 (Thermo Scietific). O espectro MS/MS foi convertido para o formato .mgf e
pesquisado no banco de dados “SwissProt Human database” usando software Sequest
Search Engine, com MS/MS massa de tolerdncia 0.6 Da (CID data). Taxas de deteccdo
falsa (FDR) foram realizadas utilizando o algoritmo de Percolator com g menor igual a
0,01 no nivel de PSMs e proteinas. Oxidacdo na metionina e TMT10plex na lisina e N-
terminal de peptideos foram consideradas modificacdes dindmicas enquanto
carboamidometilacdo foi considerada uma modificacdo fixa.

A quantificacdo relativa foi realizada utilizando software Proteome Discoverer™
v2.1 usando os ions repdrteres do TMT10plex. A andlise quantitativa foi realizada
utilizando valores log2 das intensidades avaliadas e os dados foram normalizados em
relacdo a proporcdo mediana do peptideo. Cada amostra foi analisada em triplicata
bioldgica. Proteinas ou peptideos significativamente regulados nas triplicatas bioldgicas
foram determinados e a razdo entre amostra tratada e controle foi calculada.

A analise inicial das amostras foi realizada utilizando o software Perseus 1.5.3.2.
Através de dessa plataforma foi empregada a andlise de componentes principais como
meétodo de reducdo de dimensdes para perceber o comportamento das proteinas

identificadas. A significancia estatistica da regulacdao das proteinas quantificadas foi
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avaliada com Teste t seguido de correcdo de Benjamini-Hochberg para determinacdo das
proteinas reguladas (p<0,05) e producdo da lista final de proteinas que estd expressa
como média da razdo entre condicdo e controle de cada replicata biolégica. O
agrupamento hierarquico nao supervisionado das proteinas diferencialmente reguladas
entre as condicGes foi analisado utilizando distancias euclidianas apds normalizacdo
através de z-score. A anadlise das proteinas reguladas em funcdo da variacdo da sua
expressdo foi estudada utilizando grafico de dispersao volcano.

Para melhor comprenssdo das diferencas entre os grupos estudados, diagrama
de Venn indicando as proteinas exclusivas ou compatilhadas entre as diferentes
condices foi construido utilizando o} software Venny 2.1
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

Para o entendimento mais aprofundado das implicgccdes bioldgicas das proteinas
reguladas, a lista das proteinas diferencialmente reguladas foi analizada com Ingenuity
Pathway Analysis de acordo com funcdes celulares e vias de regulacdo das proteinas
presente no banco de conhecimento (knowledge base) do software.

Interacdes proteina-proteina, redes de interacdo e classificacdo em ontologias
génicas entre as proteinas diferencialmente reguladas foram construidas utilizando

software String (http://string-db.org/) utilizando parametros de alta confianca (0.700).
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VIABILIDADE CELULAR

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pelo método colorimétrico de MTT.
Em células metabolicamente ativas, o reativo de MTT (Brometo de metil-tiazolil-difenil-
tetrazolio) é reduzido a formazan (tiazolil azul de formazan) pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase, permitindo a medida indireta da viabilidade celular por

espectrofotometria.

Neste ensaio, células K562 foram contadas no contador de células (Invitrogen) e
semeadas em placas de 96 pocos a uma concentracdo de 1X10* cel/poco de células, e
cultivadas em restricdo sérica (RPMI), restricdo lipidica (RPMI 10% LPDS) e em condicées
normais de cultivo (RPMI 10% SFB) nos periodos de 24, 48 e 72h. O ensaio foi realizado

em triplicata.

Posteriormente aos determinados periodos de incubacéo, foi adicionado 1.2 mM
de reativo de MTT e apds 4 h em estufa a 37°C com atmosfera de 5,0%CO;, os cristais
formados foram solubilizados com a adicdo de isopropanol (50% v/v). A porcentagem de
viabilidade celular foi determinada por meio da comparacdo do acumulo de formazan

entre células tratadas e ndo tratadas, utilizando espectrofotémetro com filtro de 570 nm.

O método colorimétrico de MTT também foi empregado para o estudo do efeito
da exposicdo a agentes de estrese ambiental e farmacolégico da linhagem de K562
cultivadas nas condi¢cGes anteriores por 24 e 72h. Apds este periodo as células foram
lavadas com PBS e plaqueadas conforme o experimento anterior em meio RPMI 10% SFB

com diferentes PHs ( 7,5 a 6 ) e em meio RPMI 10% SFB suplementado com diferentes
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concentragdes de vincristina (10 a 40 uM) e doxorrubicina (25 a 0,1 uM), H,0; (25 a 100
UM) e AAS (4,5 a 18 uM) por vinte quatro horas, apds este periodo foi analisado a

viabilidade das células.

CICLO CELULAR

A andlise do ciclo celular foi realizada com células semeadas em garrafas de 25

cm?

(1 x 106 células / pogo ), em meio suplementado com 10% SFB, 10% LPDS e sem
suplementacdo e incubadas durante 24, 48, e 72 h. As células recolhidas foram em
seguida lavadas em PBS e fixadas em 75 % de etanol e incubadas por 12 h a-20°C . As
células foram coradas com 50 ug / mL de iodeto de propidio contendo 10 pg / ml de

RNase A e, em seguida, analisadas em citometro de fluxo FACS Calibur ( BD Biosciences

, CA,EUA ) . As percentagens de células nasfases G1,S, e G2 -M foram determinadas.

EXTRUSAO E INTRUSAO

Para averiguar a atividade das bombas transmembrana de células de K562
cultivadas por 72H em RPMI 10% PLASMA e sobre restri¢ao lipidica e sérica, realizou-se
um ensaio para averiguar a intrusdo e extrusao celular. Apds o termino da incubacdo de
72H, foram transferidas 2X10° células para um tudo falcom e adicionou-se Rodamina 123
a concentra¢do de 1mg / ml de meio por 1 hora a 37 °C. Apds este periodo, o pellet de
células de cada tubo foi lavado com 2 vezes com PBS e fracionado em dois tubos distintos

A, ensaio de intrusdo, B ensaio de extrusao.

As células dos tubos A foram ressustensas em 2 ml PBS e adquiridas em um
citometro de fluxo, a uma velocidade constante. As células do segundo grupo foram
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ressuspensas em 3 ml RPMI 10% SFB e incubadas por 1 H a 37°C, percorrido este periodo,
o pellet de células de cada tubo foi lavado com 2 vezes com PBS, ressuspenso em 2 ml de

PBS e adquiridas nas mesmas condicGes que a varidvel anterior.

ANALISE ESTATISTICA

Diferengas entre os grupos controle, restricdo lipidica e sérica foram analisadas
utilizando o teste de two-way ANOVA e pelo método Bonferroni Multiple Comparisons

Test e através do teste t-student.

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad- PrismStat 4.0 e

GraphPadlnstat.
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RESULTADOS



Os efeitos in vitro da restricdo nutricional foram estudados através de ensaio de
MTT. A linhagem celular K-562 cultivada suplementadas com RESTRICAO LIPIDICA n3o
apresentaram uma variacdo estatisticamente significativa na viabilidade celular nos
periodos avaliados. Enquanto as células cultivadas em restricdo sérica apresentaram uma
reduc¢do de 50% na viabilidade no periodo de 48h e de 30% em 72h. Conforme pode ser

observado na figura 4.
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Figura 6 - A avaliacdo da viabilidade celular da linhagem K-562 expostas a restricdo
nutricional e restricao lipidica. As células foram cultivadas em meios com diferentes
suplementacdes pelos periodos de 24h, 48h e 72h e o efeito na viabilidade celular foi
avaliado do ensaio de MTT. O ensaio foi realizado em triplicatas independentes. Os dados

sdo a porcentagem média de células em relagdo aos controles +SEM.
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CICLO CELULAR

A andlise do ciclo celular, nas condicBes descritas permitiu observar as células
incubadas pelo periodo de 24h ndo tiveram alteracdo estatisticamente significativa na
porcentagem de células presentes em cada etapa do ciclo celular (figura 5). Nas células
tratadas por um periodo de 72h foi possivel observar uma alteracdo destas da
porcentagem células em cada fase do ciclo celular somente no grupo no qual as células
foram submetidas a restricdo sérica (figura 5-B). Neste grupo ouve a diminui¢cdo da
porcentagem de células na fase G1 e o incremento da quantidade de células na fase

G2/M.
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Figura 7 - Quantificacdo (% de eventos) das células K562 nas fases do ciclo celular
cultivadas em condi¢®es normais, restricdo sérica e lipidica pelos periodos de A) 24H e B)

72H com marcagdo com iodeto de propidio; two-way anova, P<0,05.

RESISTENCIA ADQUIRIDA

Os efeitos in vitro do efeito da exposicdo, das células que passaram por um
periodo de recuperacdo de 24h apds terem passado por 72 horas de restri¢cdo sérica, a
diferentes pH e concentra¢des de H,0,, vincristina, doxorrubicina e AAS foram estudados
através de ensaio de MTT. A viabilidade e proliferacdao celular foi avaliada apds um

periodo de 24h de reacgdo, verificando-se os efeitos, in vitro de exposi¢do a diferentes
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pHs, agentes reativos de oxigénio e drogas por 72h. A linhagem celular K562 tratada com

as variadveis supracitadas apresentaram o desenvolvimento de resisténcia .
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Figura 8- Quantificacdo (% de eventos) das células K562 nas fases do ciclo celular

cultivadas em condicBes normais, restricdo sérica e lipidica pelos periodos de A) Ph-- O

grupo matido em restricdo sérica teve um im indice de mortalidade menor do que o

controle quando exposto ao Ph 6,5 B )H,0,. - O grupo matido em restricdo sérica,

56



guando tratado com diferentesconcentrgdes de H.Oz teve um im indice de mortalidade
menor do que o controle . C) Doxorrubicina- O grupo matido em restricdo sérica, quando
tratado doxorrubicina teve um im indice de mortalidade menor do que o controle quando
exposto as concentragdes de 0,25 e 0,5uM D) Vincristina O grupo matido em restricdo
sérica, quando tratado com vincristina teve um im indice de mortalidade menor do que
o controle quando exposto as concentracdes de 40uM E) Aas- ndo ouve alteragdo na

resposta entre ambos o0s grupos aotratamento com AAS; teste Tow-way anova , P<0,05.

EXTRUSAO E INTRUSAO

Afim de averiguar se as células cultivadas sob privacdo sérica apresentavam uma
alteracdes de permeabilidade na membrana plasmatica a agentes anticancer realizou-se
0s ensaios de intrusdo e extrusao celular. Em ambos os ensaios ndo foi possivel observar

alteracdo das células analisadas em relagao as células controle.

A B

Ensaio de extrusdo Ensaio de intrusdo
150 B cTRL 150+ B cTRL
E [ Restricao sérica § [ Restrigdo sérica
£ 100 Controle negativo % 100 Controle negativo
-] ]
-3 o
“ “w
2 =
3 E]
- 50 - 50
v S
& 2
0- 0~
Restrigao CTRL Controle Restrigdo CTRL Controle
sérica negativo sérica negativo

Figura 9- Quantificacdo ( % de eventos) das células K562 cultivadas em condicées
normais e em restricdo sérica pelos periodos 72H a fim a permeabilidade de membrada
e capacidade de realisar a extrusdo de compostos A) ensaio de extrusdo, no qual ndo
ouve deverenca entre os dois grupos celulares B) ensaio de intrusdo no qual ndo ouve
diferenca entre os grupos experimentais. A marcacao foi realizada com Rodamina 123; t-
student, P<0,05.
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ESTUDO DO EFEITO DA RESTRICAO SERICA E LIPIDICA

Para compreender o efeito do restricdo sérical e lipidico na linhagem K562, a
expressdo proteica diferencial das células apds os diversos esquemas de tratamento foi
avaliada empregando protedmica baseada em espectrometria de massas. K562 foi
submetida a restricdo lipidica e sérica por 24 ou 72 h e o precipitado celular foi analisado
utilizada uma estratégia de marcacdo com TMT10plex (Figura 4, desenho experimental).
Foi possivel identificar um total de 3286 e 3038 proteinas com 1% FDR apds 24 e 72h de
exposicao, respectivamente. A andlise de componentes principais das proteinas
identificadas evidenciou que a linhagem celular estudada se comportou de forma

diferente em funcdo do tratamento, tanto apds 24 h quanto 72 h (Figura 8).
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Figura 10 - Andlise de componentes principais (PCA) de K562 (CTRL), K562 em
LPDS 10% (restricdo lipidica) e K562 em restricdo sérico por 24 h (a) e 72 h (b). As areas
pontilhadas dividem o grafico em setores de acordo com PCA realizada de todas as
proteinas quantificadas por Analise de componentes principais (PCA) de K562 (CTRL),
K562 em restri¢do lipidica e K562 em restricdo sérica por 24 h (a) e 72 h (b). As areas
pontilhadas dividem o grafico em setores de acordo com PCA realizada de todas as

proteinas quantificadas.

De todas as condicdes avaliadas, a exposicdo das células a restricdo sérica por 72
h resultou em um maior nimero de proteinas diferencialmente expressas, um total de
1508. Enquanto restri¢do sérica por 24 h e somente restricao lipidica (10% LPDS) por 24

e 72 h apresentaram uma expressdo diferencial de 55, 37 e 20 proteinas,
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respectivamente. Proteinas foram consideradas reguladas com p<0,05 em teste t seguido
de correcdo de Benjamini-Hochberg, independente da razdo entre experimento e
controle (Anexo 3-6). O agrupamento hierdrquico ndo supervisionado das proteinas
reguladas foi utilizado para evidenciar a distribuicdo de proteinas mais ou menos

expressas entre as condigdes.

De todas as condicBes avaliadas, a exposicdo das células a restricdo sérica por 72 h
resultou em um maior numero de proteinas diferencialmente expressas, um total de
1508. Enquanto restricdo sérica por 24 h e somente restricdo lipidica (10% LPDS) por 24
e 72 h apresentaram uma expressao diferencial de 55, 37 e 20 proteinas,
respectivamente. Proteinas foram consideradas reguladas com p<0,05 em teste t seguido
de correcdo de Benjamini-Hochberg, independente da razdo entre experimento e
controle (Anexo6). O agrupamento hierdrquico ndo supervisionado das proteinas
reguladas foi utilizado para evidenciar a distribuicdo de proteinas mais ou menos

expressas entre as condicdes (Figura 9).
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Figura 11- Diagrama de intensidade (heatmap) do agrupamento hierdrquico de
proteinas reguladas (p<0,05) apds restricdo lipidica (a e b) ou em restrigao sérica (c e d)

por 24 e 72 h.
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O estudo das proteinas reguladas utilizando graficos volcano (Figura 10) evidenciou a
presenca de proteinas menos expressas em todas as condi¢gdes. Dentro desse grupo, as
proteinas que foram classificadas por Anderson 2 [96]como presentes no plasma em seu
estado de homeostase foram retiradas da lista de proteinas reguladas para evitar a
analise destorcida dos dados. O grafico de Venn (Figura 10) evidencia o nimero de
proteinas compartilhadas entre as condicdes testadas, sendo 17 presentes tanto em

restricdo sérica quanto apods restricdo lipidica por 72 h.

a Restrigio Lipidica 24h b Restrigio Lipidica 72h

Restrigio Restrigio
Lipidica 72h Sérica 24h

C d
Restrigio Sérica 24h Restrigio Sérica 72h

Restricio

Restrigio »
Sérica 72h
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Figura 12- Grafico volcano das proteinas diferencialmente reguladas em uma
comparacdo par a par da linhagem K562 controle e K562 em restri¢do lipidica por 24 h
(@) e 72 h (c), restricdo sérica 24h (c) e 72 (d), utilizando test-t com FDR de 0,05%
(proteinas indicadas em rosa). A reta delimitada pela linha pontilhada indica as proteinas
diferencialmente expressas apds test-t com correcdo de Benjamini-Hochberg. O gréfico

de Venn das proteinas diferencialmente reguladas entre as condices avaliadas (e).
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Com a finalidade de estudar as principais funcdes celulares envolvidas na expressdo
diferencial das proteinas quantificadas foi utilizanda a analise de vias de sinalizacdo e as
proteinas reguladas foram agrupadas em redes de funcdo. Apds 24h de incubacdo com
LPDS 10% ou em restricdo sérico as principais funcGes observadas foram

“desenvolvimento celular”, “crescimento e proliferacdo celular”, “morte e sobrevivéncia

celular” e “ciclo celular” (tabelas 1 e 2). Enquanto a incubag¢do com LPDS 10% por 72 h

n o u

resultou na regulacdo de proteinas envolvidas “morte celular e sobrevivéncia”, “sintese

nou

proteica”,

ciclo celular” e “cancer” (Figura, tabela 3)

Tabela 1 - Principais funcdes moleculares das proteinas reguladas apds incubacdo

com 10 % LPDS por 24 h. Lista obtida utilizando software ingenuty pahway.

Funcdes

Moléculas

Desenvolvimento celular, crescimento e
proliferacdo celular, morte e sobrevivéncia celular.

CDK1,CDKN2A,CLU,CyclinA,DDX5,FOSL1,JUN,K
MT2E,le7, MMP2,MMP3,0GT,PPP2CA,PPP2R1
A,PRKAA,SERPINE1,Smad2/3,SNAI1, TP53,TP73
,TRIM28,VTN,XRCC6

Crescimento e proliferacdo celular, esquelético e
muscular de Desenvolvimento de Sistemas e
funcdo, desenvolvimento celular

ALDH1A1,CTNNB1

Organizacdo celular, Transporte  Molecular,
metabolismo de 4cidos nucleicos

EEF1A1,EEF1B2

Morfologia celular, Organizacdo celular e
morfologia tecidual

MAP7,YWHAG

Sintese Proteica, Cancer

MIF,NFE2L2,PRDX1

Manutencdo e funcdo celular, sobrevivéncia e
morte celular, Doencas Hereditarias

DNM2,PDE6G,SNX33,TP63
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Tabela 2 Principais funcdes moleculares das proteinas reguladas apds incubacdo

sob restricdo sérica por 24 h. Lista obtida utilizando software ingenuty pahway.

Funcdes

Moléculas

Sobrevivéncia e morte celular, desenvolvimento e
adesdo celular.

ACTL6A,AKT1,APP,ARRB1,AXL,BAX,BBC3,BCL2,
BLM,BMI1,BRCA1,BSG,CASP3,CASP9,CAV1,CB
X3,CCND1,CCND2,CD82,CDH1,CDH2,CDKN1A,
CDKN2A,CEBPB,CFLAR,CHEK1,CLRN1,CLU,CTN
NB1,CXCL8,DDX5,DICER],E2F1,E2F6,EGFR,EP3
00,ESR1,F11R,FAS,FBXW7,FOSL1,GADD45A,HI
F1A,HIPK2,Hsp70,HSPO0AAL,ID2,IGFBP7,IL6,IT
CH,ITGB1,JAK1,JUN,let-
7,LYN,MDM2,MMP2,MMP3,MYC,NFKB2,
NFkB,NOTCH1,NRAS,NUPR1,PARK7,PLAU,PLA
UR,PML,POUSF1,PRKCB,PRNP,PTEN,PTHLH,RA
SSF5,RBL1,RELA,S100A2,SCAMP3,SERPINEL,SF
N,SLCO9A3R1,SMAD4,Smad2/3,SNAI1,SRC,STAT
1,STAT3,STATSA,TERT, TFRC,TGFB1,TGFBR2,TN
FRSF10B,TP53,TP63,TP73,TRIM28,VDR,VTN,W
RN,YAP1,ZEB1

Metabolismo de carboidratos, metabolismo de
acidos nucleicos bioguimica celular.

NUPR1,UAP1

Crescimento e proliferacdo, desenvolvimento do
Sistema muscular e esquelético, desenvolvimento
celular.

ALDH1A1,CTNNB1

Reparacdo de alteracBes

infecciosas e inflamatarias

no RNA, Doencgas

FBL,G3BP2

Morfologia celular, adesdo tecidual, ciclo celular,
Adesdo Tecidual

AURKA,GATA2,miR-124-3p (and other miRNAs
w/seed AAGGCAC),ROCK1,SMARCA4
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Tabela 3 Principais funcdes moleculares das proteinas reguladas apds incubacdo

com LPDS 10 % 72 h. Lista obtida utilizando software ingenuty pahway

Funcdes

Moléculas

Modificaggdo Do  RNA  Post-Transcriptional
Modification, Sobrevivéncia e Morte Celular

FAM103A1,RNMT

Metabolism De Lipedes, Molecular, Bioquimica
Molecular, Metabolismo, Transporte Molecular

ORMDL3,SPTLC1,SPTLC2

Sobrevivéncia e  Morte  Celular, Cancer,
Abnormalidades e Injurias Do Organismo

CASP1,DNMT3B,SERPINBS

Sobrevivéncia e Morte Celular, Funcdo e
Desenvolvimento do Sistema Auditivo e Vascular,

CLRN1,HK1,PLG,VDAC1

Sintese Proteica, Ciclo Celular,

ANAPCS5,BRCA1,FBL,GAPDH,JUND,KMT2E,LAR
P1,LARP4B,PABPC1,RACK1,STAU1,TOP1,UBE3
AYWHAG

A restricdo sérica por 72 h foi o estimulo que produziu o maior nimero de proteinas com

expressdo diferencial na linhagem K562. Essas proteinas foram em 8 redes funcionais

(tabela 4), que também foram estudas de acordo com a suas interagdes (Figuras 11-14 ),

com destaque para via de morte celular e sobrevivéncia.
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Tabela 4 Principais funcdes moleculares das proteinas reguladas apds incubacdo

restricdo sérica por 72 h. Lista obtida utilizando software ingenuty pahway.

Funcdes

Moléculas

Morte celular e sobrevivéncia, crescimento e

proliferacao celular, Doencas Infecciosas

ACAT1,ACTR2,AKAP8L,AKT1S1,AP1G1,ATXN3,
AURKB,BAG3,BAG6,C80orf44-
SGK3/SGK3,CASP10,
CDC37,CDC42,CDC73,CDC37L1,CDK2,CEBPZ,
CNOT7,Creb,CTDP1,CTNND1,CUL1,CyclinA,
CYP51A1,DAP3,DCAF7,DDX21,DDX50,DDX3X,
DHFR,DHX9,DHX30,DNAJC3,DPY30,
DRAP1,DYNC1H1,EED,EIF2AK2,ERK1/2,EWSR1,
EZH2,FBL,FKBP4,G3BP2,GAPDH,GBAS,GDF15,
GNL3,HDAC1,HDAC2,histone
deacetylase,Histone h3, HMGB1, HNRNPU,
Hsp70,Hsp90,HSPO0AAL,
HSP90AB1,HSP90B1,HSPA8,HSPA9,HSPA1A/H
SPA1B,HSPA4L,HSPD1,HTATIP2,ICAM1,IFNL1,!
GK,IL20,IQGAP1,KIF2A,KPNA3,LARP1,LARP4B,L
BR,LYN,MCM7,MTA1,MTOR,NBN,NCKAP1,NE
DD8,NFKB1,NFkB,NOP58,NOX5,NPC1,0RAI1,P
A2G4,PABPC1,PARK7,PCNA,PKM,PLK1,PPID,PP
PER3,PRDX6,PRKCI,PSMA2,PSMA7,PTGES3,PT
PN11,RACGAP1,RALB,RAPGEF6,RBM39,RELA,R
EV1,RHOA,RNA polymerase Il, RRM2, RSL1D1,
SFPQ, SIN3A,
SKP1,SLC25A3,SMARCA4,SMARCB1,50D1,S0OD
2,5P1,SQSTM1,SRPK1,ST13,STAT1,STAU1,STIP
1,SUPT16H,TOP1,TRIAP1,TRIM24,TUBA1A,TU
BB3,UBE2I,UBL4A,VASP,VCAM1,VCP,VIMP,YW
HAG

20s proteasome,ABL1,ACACA AGQO1,
AGO2,AKT1,
ANKRD27,ANXA2,ARF4,ARHGDIA,ARRB1,ATG7
,ATP1A1,ATP2B1,BBC3,BCAR1,BCAT2,BMI1,BR
CA1,BSG,BTG2,CACYBP,CANX,CASP3,CAT,CAV
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1,CCND1,CCND2,CCNE1,CD82,CDH2,CDK4,CEB
PB,CLIC4,CLRN1,CS,CSRP1,DGKZ,DICER1,EGFR,
EGR1,EIF5A,EPHA2,ERP29,ESRL,FUBP1,GADD4
5A,Gamma
tubulin,GFPT1,GRB2,HDAC2,HK1,HMGB3,Hsp
90,IGF1R,IGF2R,IGFBP6,ITCH,ITGAS,ITGA6,ITG
AV,ITGB1,ITGBS,JAK1,KLF6,KRT17,LETM1,LYN,
MAD2L1,MAPRE1,MDM2,MFGES&,mir-25,mir-
122,mir-223, MLH1,MT-ND5,MTHFD2, NCL,
NUDC,OLA1,PDGFRB,PLK1,POMP,POR,PSMC4,
PTHLH,PTPN1,RAB14,RAC2,RAN,RB1,RBM3,RP
L5,5100A4,S100A8,SDCBP,SFN,SKIL,SLC12A2,S
LC20A1,SLC9A3R1,SMAD4,SMAD7,SNAI2,SNA
P23,SNX9,SP1,SP3,SRC,SRSF1,SSRP1,STAT1,ST
AT5A,STMN1,STX4,TCF7L2, TERT, TFAP2A,TFRC,
TGM2,TIA1,TP63,TP73,TRIM28,TRIM33,UBXN
1,USF2,USP48,VAMP3,VAMP7,VAPB,VDACL,V
EGFA,WT1,XRCC5,XRCC6,YAP1,YBX1

Ciclo celular, morte celular
desenvolvimento celular

e sobrevivéncia,

ACTL6A,AGPAT1,AKAP12,AKT2,API5,ARF3,AT
M,ATR,BRCA1,CALD1,CAMK2N1,CAV1,CCNA2,
CCNB2,CCND2,CDC37,CDH1,CDK1,CDK2,CDKN
1A,CDKN1B,CDKN2A,CEBPB,CELF2,CHEK1,CHP
1,CHUK,CTGF,CTNNB1,CXCL8,CYB5B,Cyclin
A,DIDO1,DNMT3B,DSTN,E2F1,EIF4H,EP300,ET
S1,EXOSC3,EXTL2,EZH2,FANCD2,FHOD1,FKBP
5,FOS,FOXM1,FOX03,G3BP1,GADD45A,GTF3C
2,H2AFX,HDAC2,HDGF,HIF1A HINT1,HIST1IH2A
B,HIST1IH4A HK2,HNF1A HNRNPM,Hsp70,IL6,I
LF3,IRS2,KIAA0196,KLF4,KLF6,KMT2E,LIMS1,M
AP3K7,MAPK8,MAT2A,MGST1,miR-200b-3p
(and other miRNAs w/seed
AAUACUG),MLH1,MMP9,MSH6,MTOR,MYC,M
YH9,MYH10,NFKB1,NFKB2,NFkB
(complex),NKRF,NMNAT1,NPM1,NR3C1,NUPR
1,0PA3,PARN,PARP1,PFKFB3,PHB2,PLAUR,PLK
1,PMPCA,POUS5F1,PPM1F,PRC1,PRKAA2,PRKA
B1,PRKACA,PRKAG1,PRKCB,PRKDC,PRRC2C,RA
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CK1,RBM14,RELA,RUVBL1,SERPINBS,SHMT2,SI
RT1,5KP2,SLC2A1,SMAD4,SMARCA4,5P1,SRF,S
TAT1,STK11,TARDBP, TELO2,TIP60, TNF, TNFRSF
10B,TP53,TP63,TRIM28,TTI1,UROD,USP36,WR
N,XRCC5,XRCC6,YOD1,ZC3HAV1,ZNF512

Morte e sobrevivéncia celular, ciclo celular,

crescimento e proliferacdo celular

ACTB,ADAM10,ADGRG1,AIFM1,ANXA1,APP,A
QP1,ASAP1,ATAD3B,ATF4,ATM,ATP2A2,ATP5A
1,ATP6VOA1,BACE1,BRCAL,CALM1 (includes
others),CASP3,Caveolin,CCT3,CCT4,CCT5,CDS,
CD46,CD63,CD81,CD82,CD151,CDC25A,CDK1,
CDKN1A,CHCHD4,CHMP4B,CHUK,CLRN1,COPS
5,CTNND1,CTTN,DAXX,DDOST,E2F1,E2F3,F
Actin,FHL2,FLT1,G-protein
beta,GNA11,GNAQ,GOLGA2,GTF2I,HSD17B8,H
SPA1A/HSPA1B,IGSF8,IKBKB,IKBKG, ntegrin,Int
egrin alpha 3 beta
1,ITGA3,ITGAS,ITGA6,ITGB1,ITGB1BP1,KDM5A
,KDM5B,KIAA0101,KMT2E,KPNB1,MAP3K5,MC
M3,MLH1,MYBL2,MYC,NAPA NAPG,NDC80,NF
KB1,NFKB2,NFKBIA,NFKBIB,PARK2,PCNA,PDCD
6,PDCD10,PDCD6IP,PFN1,PI4KA,POLAL,PPP2C
A,PPP2CB,PPP2R1A,PPP2R1B,PPP2R2A,PRKDC,
PSAT1,PSEN1,PSEN2,PSMD1,PTGFRN,RAB5A,R
AB5C,RB1,RBL1,RELA,RNASET2,RPL30,RRM2,R
TN3,RTN4,SCAMP3,SEC16A,SLC3A2,SMC5,SRC
,STIM1,STK25,STRN,STRN3,Syntaxin, TANK, TCP
1,TERT,TFG,TK1,TM9SF2,TMED10,TNIP1,TOP2
A,TP53,TP53BP2,TRIM13,TSG101,TUBB,TXN,U
BAP2L,UQCRC1,UQCRC2,VAMP3,VPS28,ZFYVE
27,INF622

morte celular e sobrevivéncia, desenvolvimento

celular, crescimento e proliferacdo celular

ACTN4,ADD1,ALDH1A1,ATM,BAG1,BBC3,BIRC
2,BIRC3,BIRC6,BLM,BRAF,BTF3,BTG2,Bvr,CASP
9,CCAR2,CD40,CDK5,CDK5R1,CHEKT,CLU,CNB
P,COPS5,CSNK2B,CTBP1,CTNNB1,CXCL1,DAB2I
P,DDX20,DFFA,DHX9,DIABLO,DNAJB6,DUT,ETS
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1,ETS2,FANCE,FAS,FASLG,FGFR3,GCLC,GPN1,G
TF2H1,HERC5,HIF1A,HRAS,HSPSOAAL,HSPOSOA
B1,HSPA1A/HSPA1B,HTT,HUWEZL,IKBKB,ITGAL
,KRT8,KRT18,LDHB,let7,LMNA,MAP2K1,MAPK
1,MAPK3,ME2,MED17,, MUC1,NAA1O,NDC80,
NELFA,NELFCD,NELFE,NME1,NME2,NOB1,NRA
S,PDLIM1,PDX1,PHB,PHGDH,PKM,PLIN2,POLR
2C,POLR2D,POLR2G,POU5F1,PP2A,PPARG,PRK
CD,PSMC3,PTPN6,RAD23B,RAF1,RANBPS,RASS
F5,RB1,RECQL5,RIF1,ROMO1,RPLP2,RPS6KAL,
RPS6KA2,RPS6KA3,SERPINEL,SFN,SMC1A,SNR
PD1,SRSF7,STAT3,STMN1,TAOK3,TDP2,TNFRS
F1A, TNFRSF1B,TP53,TP73,TRADD,TRAF2,TRAP
1,TWIST1,TXNIP,UBE2D3,UBE2L3,UBE2V1,UBR
5,USP9X,VHL,XPC

Replicacdo de DNA, recombinacdo e Reparacdo,
doengas do tecido conjuntivo, Disorder
Developmental

ORC1,0RC2,0RC3,0RC4,0RC5

Cancer, morte celular e sobrevivéncia, Assembléia
Celular e Organizagdo

CASP2,EIF4B

Cancer, ciclo celular, morte celular e sobrevivéncia

HRAS,TTC1
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Figura 13 - Network 1:Proteinas que possuem as seguintes fungdes: sobrevivéncia

e morte celular, crescimento e proliferagao celular, doengas infecciosas
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Figura 14— Network 2- :Proteinas que possuem as seguintes func¢des: ciclo celular,

sobrevivéncia e more celular, desenvolvimento celular.
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Figura 15 network 3 :Proteinas que possuem as seguintes fungdes: morte celular,

ciclo celular, crescimento e proliferagao celular
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Figura 16 — network 4: Proteinas que possuem as seguintes fungdes: sobrevivéncia e morte

celular, ciclo celular, crescimento e proliferacdo celular.
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Figura 17-network :Proteinas que possuem as seguintes funcbes: replicacdo e

reparacdo do DNA, desordens do tecido conjuntivo
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DISCUSSAO



Os estresses aos quais as células cancerigenas sdo submetidas no microambiente
tumoral podem causar a selecao de linhagens celulares mais resistentes aos tratamentos
convencionais, e aos fatores adversos encontrados neste microambiente; e/ou causar a
ativacdo de vias que conferem uma maior resisténcia a estes fatores. As lipoproteinas e
componentes presentes no plasma sdo nutrientes importantes na manutencdo da
homeostasia celular e estdo envolvidos na regulacdo de diversas vias tais como o ciclo
celular, regulacdo da sintese de proteica, mecanismos de morte [42,44,45].

A linhagem celular K562 é um modelo utilizado no estudo da leucemia mieldide
cronica, apresenta cromossomo Filadélfia caracteristico e foi caracterizada como uma
linhagem eritro-leucémica, indiferenciada e que apresenta aneuploidia [97-99]. Esta
linhagem celular possui caracteristicas genéticas e morfoldgicas tipicas da doenca em sua
fase cronica, ndo apresentando mecanismos de resisténcia a fatores adversos e a
guimioterdpicos presentes em linhagens resistentes desta mesma patologia [70].

Apesar da utilizacdo de linhagens celulares como amostras representativas das
células tumorais ser alvo de opinides controversas [100], podem ser considerados
apropriados para o estudo e melhor entendimento de diversos aspectos da biologia
tumoral.

Com o intuito de melhor compreender o efeito de possiveis alternativas
terapéuticas, e ampliar o conhecimento sobre a biologia relacionada ao efeito da
restricdo lipidica e sérica presentes no microambiente tumoral, o enfoque do estudo aqui

apresentado pode ser dividido em duas etapas que sdo: 1) A andlise de alteracGes
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metabdlicas e 2) Estudar o desenvolvimento de resisténcia celular a fatores de estresse

ambientais e/ou quimioterapicos.

ALTERACOES METABOLICAS.

Para avaliar a existéncia de alteracbes metabdlicas ocasionadas pela restricao
sérica e lipidica, primeiramente foram realizados ensaios de viabilidade, pelos periodos
de 24, 48 e 72h, sendo possivel observar alteracdo significativa na curva de viabilidade
celular somente no grupo cultivado sob restricdo sérica. Este grupo apresentou um
declinio da viabilidade celular durante o periodo analisado, chegando a apresentar 30%
de viabilidade celular quando em restricao sérica foi por um periodo de 72h. A fim de
analisar as alteracGes presentes na populacdo remanescente de células K562 apds a
restricdo sérica e identificar alteracdes na expressdao proteica que poderiam estar
contribuindo para sua sobrevivéncia, realizou-se a analise da protedmica global e demais

experimentos apresentados nesta tese.

Nos estudos proteicos realizados, as células cultivadas sob restri¢do lipidica ndo
tiveram um grande numero de proteinas significativamente alteradas. Ja na populacdo
cultivada sob restricdo sérica foi possivel observar o aumento da quantidade de proteinas
alteradas, que foi de 55 proteinas nas primeiras 24h para 1508 nas Ultimas 72h de
incubacdo. A alteracdo da expressdo proteica pode estar relacionado com a ativacdo de

vias de resisténcia e aumento da carcinogenicidade [101].

76



CICLO CELULAR

Na analise do ciclo celular, ndo foi possivel observar nenhuma alteracao
significativa entre o grupo controle e o grupo cultivado em restrigcdo lipidica nos periodos
de 24 e 72h. Nos estudos protedmicos realizados, o nimero de proteinas alterados
nestes grupos também foram baixos. O grupo submetido a restricdo sérica, por sua vez,
apresentou um aumento no nimero de células na fase G2 e diminui¢cdo das que se

encontravam na fase G1.

As ciclinas estdo usualmente associadas com alteracdes no ciclo celular. A
homologia entre as ciclinas é muitas vezes limitada a uma regido de cerca de 100
aminodcidos, e possui um dominio estrutural conservado, e esta regido é necessdria para
a ligacdo e a activacdo de CDK [102]. As quinases dependentes de ciclina (CDKs) sdo uma
familia de proteinas quinases, e sdo relativamente pequenas com pesos moleculares que
variam de 34 a 40 kDa. Elas foram descobertas pela primeira vez por seu papel na
regulacao do ciclo celular. Eles também estdo envolvidos na regulagdo da transcricao,

processamento de RNAm, e a diferenciacdo das células nervosas [103] .

Cada CDK se associa com um subconjunto especifico de ciclinas que, por sua vez,
podem interagir com varias CDKs. Diferentes complexos de CDK-ciclina sdo necessarios
para catalisar a fosforilacdo dos substratos proteicos que sdo importantes para dirigir
eventos do ciclo celular, tais como a passagem através do START (a iniciacdo da replicacdo
do DNA) ou o inicio da mitose [104]. Para garantir a coordenacdo dos eventos
relacionados ao ciclo celular a atividade CDK-ciclina é amplamente regulada por varios

mecanismos de transcricdo e pds-transcricionais[103].
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A activacdo de CDK é composta por duas etapas, primeiramente uma ciclina se
liga a CDK, apds esta ligacdo, ocorre a fosforilacdo complexo ciclina-CKD pela CAK no
residuo treonina 160, localizado no segmento de ativacdo de CDK. Contudo para que isto
ocorra CDKs precisam de estar livres de proteinas inibidoras de CDK ( CKls ) [103]. A
fosforilacdo é geralmente considerada uma modificacdo reversivel utilizado para alterar
a atividade da enzima em diferentes condi¢cdes. No entanto, a fosforilacdo de CDK por
CAK parece ser uma excecdo a esta tendéncia. A atividade CDK permanece elevada
durante todo o ciclo celular e ndo é regulada por qualguer mecanismo conhecido de
controle do ciclo celular. No entanto em comparacdo com células normais, a atividade
CDK é reduzida em células quiescentes GO e ligeiramente elevada em células tumorais

[104].

Na andlise da protedmica, no grupo submetido a restricdo sérica por 72h, foi
possivel observar a alteracdo da expressdo de ciclinas e de CDKs, entre as quais se
destacam a ciclina CCNB2 e a CDKs CDK5. As CDKs estdo desreguladas em células
cancerigenas. Esta alteracdo podem levar a interrupgdo do ciclo celular nas fases G1 e G2
[105], além de poderem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia do tumor aos
agentes citotoxicos, incluindo radiacdo e agentes quimioterdpicos. Estudos in vitro
mostram que a utilizacdo inibidores destas CDKs podem aumentar a eficdcia dos
guimioterdpicos e do tratamentos por radiacdo em diversas linhagens de células

tumorais, como por exemplo A549, HCT116 e Hela [106].
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CCNB2

A ciclina CCNB2 é um membro da familia da ciclina e pode ser categorizada como
sendo do tipo B. As ciclinas do tipo B, B1 e B2, associado com P34CDC2 e sdo
componentes essenciais do mecanismo de regulacdo do ciclo celular. Ciclinas B1 e B2
diferem na sua localizacdo subcelular. Ciclina B1 co-localiza com os microtubulos,

enguanto que a ciclina B2 esta principalmente associada com a regido de Golgi [107].

O complexo p53-p21-DREAM-CDE/CHR é ativado mediante o estresse oxidativo
gerado em decorréncia da exposicado celular a restricdo nutricional. Um dos alvos deste
complexo proteico é a ciclina CCNB2, e uma vez associado a ela causa a inibi¢cdo da
expressao desta ciclina. Esta ciclina é predominantemente expressa na fase G, da divisdo
mitdtica sendo sua expressdo essencial para a progressao através do ciclo celular e
finalizacdo do processo. Assim, a regulacdo negativa desses genes através da via da p53-
p21-DREAM-CDE/CHR parece ser o mecanismo principal na parada celular na fase G2/M

do ciclo celular [108].

A ciclina CCNB2 encontra-se menos expressa no grupo esperimental cultivado
sob restricdo sérica por 72h. A inibicdo da expressdo desta proteina pode contribuir com
o maior indice de células na fase G2. Os danos ao DNA induzidos por uma variedade de
agentes genotdxicos provoca atrasos na progressao do ciclo na fase G2 da mitose celular.
A degradacdo dos controles que normalmente atuam para inibir a proliferacdo celular é
um passo precoce na carcinogénese [109]. Esta alteracdo da origem a clones iniciais que
exibem uma vantagem de crescimento seletivo sobre as células normais quando sujeita

a influéncia de factores de crescimento apropriados. Estes atrasos na progressao através
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o ciclo celular proporcionam mais tempo para os processos de reparacdo do DNA,
removendo os danos do DNA antes da sua replicacdo e da mitose. As células em
proliferacdo tém diversos mecanismos de reparacdo DNA danificado para reduzir o
nuimero de alteracdes genéticas produzido espontaneamente ou pela exposicdo a

agentes cancerigenos [110].

CDK5

A ciclina quinase dependente da 5 (CDK5) foi descoberto no inicio de 1990 e ao
contrario de outros membros da familia, esta ciclina ndo controla diretamente a
regulacdo do ciclo celular. Em vez disso esta ciclina fosforila uma ampla lista de
substratos, o que faz com que diversos processos celulares como, por exemplo, adesdo e
organizacdo do citoesqueleto, a endocitose e a exocitose, apoptose e mobilidade celular
[111]. A CDK5 é uma quinase prolina-dirigida que fosforila serinas e treoninas. Cerca de
vinte proteinas com func¢des diversas foram identificadas como substratos de CDK5
[112]. Na literatura, a funcdo primordial desta CDK em células neuronais e normais é a de
promover a migracdo celular através de sua acdo nos microtubulos. Contudo, ja foi

descrito que em LMC esta ciclina promove a parada do ciclo celular na fase G1 [111].

A ciclina CDK5 apresentou uma expressdo estatisticamente significante superior
as células controle. A promogado da migracdo celular esta relacionada com o aumento da
metdstase tumoral que na LMC é caracteristico da crise blastica [70]. Na leucemia
mieloide crénica a CDK5 pode estar relacionada com a diferenciacdo celular e regulacdo

do ciclo celular
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O processo de diferenciacdo celular foi demonstrado pela primeira vez em
estudos sobre o incremento da carcinogenese de leucemia mieldide crbnica para nos
quais houve a parada de proliferacdo celular de mondcitos maduros com o aparecimento
de macrofagos. Esta difereenciacao foi induzida por proteinas relacionadas com ociclo
celular e CDK5. Contudo, as vias exatas através das quais os sinais de diferenciacdo sdo
ativados ndo foram totalmente esclarecidos nas células estudadas [113]. A ativacdo de
genes que promovem a parada nesta fase do ciclo celular pode explicar o fato de nos
experimentos de analise do ciclo celular (figura 5 B) ainda existir um grupo de células na
fase G1, onde também existem mecanismos de reparo do DNA. Presumivelmente, estas
e outras alteracBes nas vias de controle do crescimento celular sdo responsdveis por
atrasos na progressdo do ciclo que contribuem para a ocorréncia da carcinogénese [110,

114].

DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA A FATORES AMBIENTAS.

Os mecanismos de resisténcia representam diversas formas de protecdo celular do
organismo, esses mecanismo estdo presentes tanto nas das células normais como nas
tumorais, contudo neste segundo grupo podem encontrar-se superexpressos. O
aumento da expressdo destes mecanismos podem ser definidos como a habilidade das
células neopldsticas de sobreviverem a exposicdo a agentes toxicos em concentracées
maiores que as maximas toleradas por tecidos normais [112]. A exposicdo das células
tumorais a restricdo nutricional presente no microambiente tumoral pode promover a
selecdo de células com mecanismos de resisténcia aos diferentes fatores de estresse

ambiental [15].
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Foi possivel avaliar o incremento da resisténcia celular a fatores de estresse
ambiental presentes no microambiente tumoral como diminuicdo do pH e ao estresse
oxidativo através da incubacao de células, cultivadas sob restricdo sérica pelo periodo de
72h que passaram por um periodo de recupera¢do de 24h em meio de cultura
suplementado com SFB 10% , em diferentes pHs e concentrag¢des de H,O;, por um periodo
de 24h. Nestes ensaios foi possivel observar que ouve um ligeiro aumento resisténcia a
acidose e a resisténcia ao estresse oxidativo (FIGURA 6 A E B) . A Sintese de lipideos
produz espécies oxidativas e aumenta a expressao de vias de protecao celular que podem
conferir a resisténcia as células aos fatores de estresse exdgenos. O aumento da
resisténcia das células a estes fatores pode estar associado a superexpressdo de proteinas
vinculadas a protecdo celular contra o estresse causado pela restri¢cdo sérica, em especial
a mTOR [113]. A proteina (mTOR) ¢ uma serina/treonina quinase atipica que esta
presente em dois complexos distintos. O primeiro, um complexo mTOR (mTORC1), é
composto de mTOR, rapina, gBl, e DEPTOR e é inibida por rapamicina. Este complexo é
um regulador de crescimento e divisdo celular, e tem sua regulacao influenciada por
alteracdes na disponibilidade nutricional e das condi¢des ambientais, nas quais a célula
esta inserida, estando potencialmente envolvida com os processos de proliferagdo,
migracdo, sobrevivéncia e diferenciacdo [115]. Quando ocorre a exposicdo celular ao
estresse oxidativo ocorre o incremento da mTOR que induz o aumento dos sinais para a
promocdo do crescimento celular por fosforilacdo de substratos que potencializam

processos anabdlicos [116] .

A mTOR mostrou ums expressdo aumentada no grupo submetido a restricdo
sérica. Esta proteina faz a regulacdo de mudltiplas vias de sinalizacdo intracelular, e é
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essencial para a regulacdao normal de transcricdo celular, a traducdo, o crescimento, a
proliferacdo e a sobrevivéncia. A desregulacdo ou ativacdo aberrante de tais cascatas
podem levar a sobrevivéncia celular inadequada e a proliferagcdo anormal de células da

leucemia e influenciar no tratamento da LMC.

O sucesso do tratamento da leucemia mieldide cronica (LMC), com inibidores da
tirosina quinase como alvo o gene de fusdo BCR-ABL é um excelente exemplo de inibir
efetivamente cascatas de sinalizacdo intracelular. Contudo, mesmo nestes pacientes
podem desenvolver resisténcia através do aparecimento de mutagdes de ativacdo ou de
retroalimentacdo de outras vias que causam a doenca refratdria. A maior expressdao do
complexo fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/proteina quinase B (AKT) que promove a
ativacdo do mTOR tem sido descrita em varios tipos de leucemia, incluindo LMC, leucemia
mieldide aguda, leucemia linfoblastica aguda. A atividade da mTOR anormal pode
contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a quimioterapia, embora possa também
ser eficazmente alvo através de estresse ambientais e/ou o desenvolvimento de

inibidores moleculares farmacoldgicos especificos [117].

A acdo dos complexos proteicos formados pela mTor interagem com diversas vias
como por exemplo o metabolismo celular e a homeostase de energia. A alteracdo da

experssdo desta proteina contribue o desenvolvimento cancerigeno [118].
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DESENVOLVIMENTO DE RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

A resisténcia das células cancerosas para quimioterapia e drogas é um desafio
multifacetado enfrentados pelos oncologistas. Inicialmente, os pacientes sdo suscetiveis
ao tratamento padrdo e apds o primeiro ciclo de tratamento hd uma melhora do quadro
clinico do paciente. No entanto, no prazo de um ano, 50% a 70% dos pacientes
apresentam uma recaida, que estd associada ao fato de algumas células tumorais
resistirem ao tratamento, levando a formacdao de um outro tumor com fendtipo de
resisténcia ao tratamento [119, 120]. Na LMC o desenvolvimento da resisténcia ao
tratamento convencionais e a quimioterdpicos muitas vezes estd associada com a
progressao da neoplasia e pior progndstico da doencga [121].

Afim de averiguar se as células cultivadas sob privacdo sérica
desenvolviam mecanismos de resisténcia a quimioterapicos incubou-se as células com
diferentes concentragBes de vincristina e doxorrubicina, no qual pode-se observar um
aumento da resisténcia das células a doxorrubicina além de um incremento de 20% da
viabilidade das células cultivadas com 40 uM de vincristina. Os mecanismos, ligado ao
incremento da resisténcia celular, mais descritos pela literatura sdo aqueles relacionados
a diminuicdo no acumulo drogas no interior das células [122]. Sendo o aumento
resisténcia a multiplas drogas (MDR), em muitos casos, o principal mecanismo de defesa
dessas células, como é o caso da célula imortalizada lucena[101]. As drogas relacionadas
ao fendtipo MDR geralmente sdo alcaloides ou antibidticos originados de plantas ou
fungos, e compostos citotdxicos como a vincristina e doxorrubicina [123] (gottesman e

pasta, 1993 n).
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O fendtipo de resisténcia a multiplas drogas, observados em células tumorais, é
uma resposta adaptativa, frequentemente associada com altera¢des de permeabilidade
na membrana plasmatica a agentes anticancer [121]. O conhecimento bioldgico da
quimiorresisténcia é complexo. O primeiro obstaculo para um composto alcancar o
compartimento intracelular € a membrana plasmatica. Essas substancias podem entrar
na célula por difusdo passiva ou transporte ativo [124].

O grupo de proteinas ABC sdo uma superfamilia de proteinas de membrana com
48 membros divididos em sete familias, que tem como caracteristica comum a presenca
do grupo de transportadores ABC, que apresentam dominios transmembrana ligados ao
influxo e efluxo de substancias, contra o gradiente de concentracdo, movidas a partir da
hidrélise de ATP [revisado em [125]. Em condi¢des fisioldgicas, as bombas ATPases sdo
fundamentais na defesa tecidual, excretando compostos toxicos e metabdlicos além de
transportarem inUmeros substratos como ions, peptideos, aminodcidos, acucares,
lipidios, fosfolipideos, colesterol e outros compostos hidrofdbicos, através da membrana
plasmatica [126, 127].

Diferentes mecanismos fazem parte do fenétipo de resisténcia a multiplas drogas
e varios deles estdo associados com a alta expressdao de MDR (ABCB1 ou P-gP) e proteinas
associadas a resisténcia a multiplas drogas (MRPs). A correlagdo estre a superexpressao
de MRPs e o grau de malignidade do tumor tem sido extensivamente estudada, observa-
se em muitos casos uma alta expressdo dessas proteinas em tumores altamente
malignos, exibindo resisténcia a maioria dos quimioterdpicos conhecidos [128].

Contudo, apesar do fendtipo de resisténcia a multiplas drogas ser um dos

mecanismo de resisténcia mais descritos na literatura ndo foi possivel observar a
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alteracdo do influxo e efluxo nos diferentes grupos experimentais o que, acompanhado
ao fato de ndo ter sido detectado a alteracdo da expressado de proteinas da superfamilia
ABC, sinaliza que o incremento da resisténcia a vincristina e doxorrubicina ocorreu

exclusivamente devido a alteracdo do metabolismo celular.

Uma vez no compartimento intracelular, as enzimas de metabolismo de drogas
sdo a primeira alternativa para o desenvolvimento de resisténcia celular através da
alteracdo quimica da droga. Esse processo envolve enzimas de fase | e fase Il. A fase |
compreende um conjunto de reacBes de oxidacdo, reducdo e hidrdlise que transforma a
molécula tdxica para ser eliminada ou submetida a acdo de enzimas de fase Il. E realizada
principalmente pelas enzimas citocromo P450 (CYPs) e epdxido hidrolases. As CYPs
podem estar localizadas na mitocéndria e no reticulo endoplasmatico, convertem
moléculas xenobidticas em epdxidos (metabdlitos aromaticos) que tém sua toxicidade
reduzida através da acdo das epdxido hidrolases, podendo ser processados por enzimas

de fase Il e expulsos da célula por transportadores de membrana [129].

A superfamilia GST (Glutationa S — transferase), que sdo enzimas metabdlicas da
fase Il. GSTs catalisam a conjugacdo de glutationa reduzida (GSH") a uma vasta variedade
de compostos eletrofilicos, a fim de os tornar mais solldveis permitindo a sua eliminacao
[130]. Como um resultado desta actividade de desintoxicacdo, GSTs protegem a célula
contra os danos do DNA, a instabilidade genémica e o desenvolvimento do cancer. Além
disso, como as proteinas ndo-enzimaticas, as GSTs sdo capazes de modular vias que
controlam a proliferacdo celular, diferenciacdo celular e apoptose, entre outros
processos de sinalizacdo [130]. Diferencas na atividade GSTs podem modificar o risco de

desenvolvimento de cancer e também pode ter impacto sobre as respostas heterogéneas
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para substancias téxicas ou de terapias especificas . Além disso, os polimorfismo,
presentes em todas as classes das enzimas GST, sdo conhecidos por contribuir para a
variabilidade interindividual e étnica na suscetibilidade a fatores de risco ambientais,

predisposicdo ao cancer e capacidade de resposta de drogas [131].

Em humanos esta superfamilia é composta por, seis classes, a (GSTA), u
(GSTM), w (GSTO) 1t (GSTP), B (GSTT), e T(GSTZ); e que podem se associar a membrana
microssomal ou citosdlica. As GSTs microssomais contém trés isoformas (mGST 1, 2, e 3)

e estd envolvida no metabolismo endégeno de prostaglandinas e leucotrienos [131] .

Em nosso estudo as GSTs, GSTT, MGST1, MGST2 e MGST3 apresentaram um
padrdo de expressdo alterado. Apesar de existirem estudos investigando a relagdo entre
polimorfismos de GST com a leucemia aguda entre outros tipos tumorais existe pouca
informacdo sobre o papel de enzimas GSTs no desenvolvimento de LMC . Na leucemia
mieldide crénica o polimorfismo GSTt1 pode estar associado com o oncogene BCR-ABL1

e pode influir com sucesso do tratamento destes com inibidores da tirosina Kinase (TKl).

Estudos sobre a importancia do polimorfismo GSTs em LMC ainda sdo escassos e
permanecem inconclusivo. O efeito conjunto de gendtipos variantes GST encontrado em
varias outras populacles, sugere que gendtipos GST combinado deve ser uma forma de
avaliacdo mais apropriado para o risco LMC, em vez de considerar apenas genes

individuais [131].

Nos estudos de protedmica, também, foi possivel observar a super-expressao
da proteina estearoil-CoA desnaturase 1 (SCD1) no grupo que estava em restricdo sérica

por 72h. A SCD1 encontra-se localizada predominantemente no reticulo endoplasmatico
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e € uma enzima chave no metabolismo dos acidos graxos. A alteracdo do metabolismo
lipidico, caracterizado pelo aumento da producdo endogena de acidos graxos (FA), tem
sido associada com a patogénese de LMC e de varios outros tumores malignos humanos
incluindo o de mama, o de prdstata, o do cdlon, e cancer de pulmao [132]. O aumento
da sintese enddgena de colesterol ocorre devido ao fato da SCD1 formar uma ligacdo
dupla na estearoil-Coa, uma enzima que catalisa um passo limitante da taxa na sintese
dos acidos graxos insaturados. Este processo transforma o dcido graxo estedrico saturado
no acido graxo oleico mono-insaturado, que é o principal produto formado pela SCD1. A
proporcdo de acido estedrico transformado em 4&cido oleico tem sido implicada na
regulacao do crescimento e diferenciacdo celulares através de efeitos sobre a fluidez da
membrana celular e a transducdo de sinais. Ao fazer isso, SCD1 pode ter um papel
diferente na sobrevivéncia celular, protegendo contra lipotoxicidade induzida FA e ao
mesmo tempo promovento o crescimento e proliferacao celular através de efeitos sobre

a fluidez da membrana celular e a transducdo de sinais [124].

A SCD1 também estd envolvida na regulacdo da inflamacdo e estresse em tipos
celulares distintos, incluindo as células B, adipdcitos, macréfagos, células endoteliais e
midcitos. Além disso, a perda completa de expressdao de SCD1 tem sido implicada na
disfuncdo do figado e varias doencas inflamatdrias tais como a dermatite, a aterosclerose,
a colite intestinal. Assim, a funcdo celular normal requer uma expressdao de SCD1
rigorosamente controlada. A alteracdo dos niveis elevados de SCD1 sdo
correlacionadoscom uma maior malignidade tumoral e ao desenvolvimento de

resistencia a apoptose induzida por quimioterapicos [124].
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CONCLUSAO



Nossos dados indicam que somente a restricdo lipidica ndo é suficiente para
causar alteragcdo na viabilidade e ciclo celular nas células K562. J3 a restricdo sérica
diminui a viabilidade celular e nas células remanescentes causou a altera¢do do ciclo
celular (diminuicdo da fase G1 e aumento da fase G2/M) além de causar um pegueno
incremento da resisténcia celular a fatores ambientais e quimioterapicos.

Estas alteracdes foram corroboradas ao se empregar analise protedmica global
na qual pode-se observar mudanca de expressdo relacionadas a resisténcia como de
diversas proteinas SCD1 (o que cada uma é), MGST2, MGST1, GSTT1 e MGT3 e do ciclo

celular.
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ANEXOS



ANEXO 1:

Carta de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa - Protocolo de

Pesquisa N° 416/15

MEDICINA

rsSP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessio de 07/10/2015,
APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 416/15 intitulado: “ANALISE DA
INFLUENCIA DA RESTRICAO NUTRICIONAL NA MODULACAO
PROTEICA DE CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA{K562). "
apresentado pelo Departamento de CLINICA MEDICA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEFP-
FMUSP, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugio do
Conselho Nacional de Satide n? 466/12, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsavel: Sergio Paulo Bydlowski
Pesquisador (a) Executante: Ana Carolina Bassi Stern

CEP-FMUSP, 07 de Outubro de 2015.

Profa, Dra. Maria Aparccida Azevedo Koike Folgueira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
e-mail: cep imidusp br
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ANEXO 2

Carta de doacéo das bolsas de plasma de baixo volume

Irmandade da Santa Casa de .
Misericérdia de Sdo Paulo
Hemocentro

S&o Paulo, 09 de junho de 2015,

limo. Sr.

Prof. Dr. Sergio Paulo Bydlowski

Chefe do Laboratério de Genética Molecular e Biotecnologia
FMUSP (LIM31)

Prezado Professor

Conforme nossos entendimentos, vimos confirmar © compromisso de
fornecimento de unidades de plasma humano, com baixa volume, provenientes de
doacles de sangue incompletas que constituem produtos de descarte do
hemocentro, a serem ulilizadas na obtengdo de lipoproteinas (LOL & HDL), para uso
exclusivo em projeto de pesquisa intitulado ‘Analise da influéncia da restricdo
nutricional na modulagdo proteica de células de leucemia mieldide cronica (k562)' sob
vossa responsabilidade.

Tais lipoproteinas, extraidas por método de ultracentrifugacdo, devem provir
de plasma n&o congelado e ndo podem ser obtidas a partir de pool de pequencs
volumes de plasmas. As beolsas com baixc volume constituem, assim, material
adequado para esta obtencao.

Alenciosamente,

- —

Prof. Dr. Dante Mario Langhi Junior

Coordenador do Setor de Hemoterapia

Hemocentro da Santa Casa de S&o Paulo
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ANEXO 3

Lista das proteinas diferencialmente reguladas apds 24h em restricdo lipidica

Descrigdo Gene Rest. lipidica/CTRI SD
Arginase-2, mitochondrial ARG2 0,60 0,03
F-related antigen 1 FOSL1 0,66 0,04
P rotein NipS nap homolog 1 NIPS NAP 1 0,66 0,02
Ensconsin MAP 7 0,68 0,05
Lysine-s pecific demethylase 3B KD M3B 0,70 0,05
Alde 1-epimerase GALM 0,74 0,03
Serpin B6 SERPINB6 0,76 0,04
Coactin-like protein COTL1 0,77 0,05
Telomeric repeat-binding factor 2-interacting protein 1 TERF2IP 0,77 0,04
Transferrin receptor protein 1 TFRC 0,77 0,04
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10, mitochondrial NDUFA10 0,79 0,02
Dynamin-2 DNM2 0,30 0,01
Coronin-7 CORO7 0,82 0,01
General trans cription factor IIE subunit 1 GTF2E1 0,85 0,00
Translational activator of cytochrome c oxidase 1 TACO1 0,85 0,01
E chinoderm microtubule-associated protein-like 4 EML4 0,86 0,02
UBX domain-containing protein 7 UBXN7 0,86 0,02
UDP-N-acetylglucamine--peptide N-acetylglucaminyltransferase 110 kDa subunit OGT 0,87 0,01
Exome complex componentCS L4 EXOSC1 0,88 0,02
S taphylococcal nuclease domain-containing protein 1 SND1 0,88 0,03
Pre-mR NA-processing factor 40 homolog A PRPF40A 0,89 0,02
WD repeat-containing protein 3 WDR3 0,89 0,01
Probable ATP-dependent R NA helicase DD X5 DDX5 0,90 0,01
Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 2 BZW?2 0,91 0,01
Nucleome assembly protein 1-like 4 NAP1L4 0,91 0,02
U4/U6.U5 tri-snR NP -associated protein 2 USP39 0,91 0,02
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase MPST 0,92 0,02
GMP synthase [glutamine-hydrolyzing] GMPS 0,92 0,02
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 3, mitochondrial NDUFS 3 0,92 0,00
S erine/threonine-protein phphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha is oform PPP2R 1A 0,93 0,01
E longation factor 1-beta EEF1B2 1,11 0,03
R etinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 1,17 0,02
P eroxiredoxin-1 PRDX1 1,18 0,02
MIP 18 family protein FAM96A FAMI96A 1,22 0,02
Tubulin-s pecific chaperone C TBCC 1,47 0,01
Proteasome assembly chaperone 3 PSMG3 1,64 0,11
Clusterin CLU 4,61 0,79
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ANEXO 4

Lista das proteinas diferencialmente reguladas apds 72h em restricdo lipidica

Descri¢do Gene Rest. lipidica/CTRI SD
Arginase-2, mitochondrial ARG2 0,55 0,03
Multiple myeloma tumor-associated protein 2 MMTAG 2 0,66 0,03
S erine palmitoyltransferase 2 SPTLC2 0,67 0,04
Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial BCAT2 0,69 0,03
Myin light chain 4 MY L4 0,69 0,04
Solute carrier family 2, facilitated glucosee trans porter membe SLC2A1 0,71 0,02
Serpin B9 SERPINB9 0,72 0,04
39S ribomal protein L48, mitochondrial MR PL48 0,73 0,03
Voltage-dependent anion-selective channel protein 2 VDAC?2 0,78 0,01
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase ALDH18A1 0,81 0,03
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1 VDAC1 0,81 0,01
MR NA cap guanine-N7 methyltransferase R NMT 0,82 0,02
P rotein FAM98B FAMI8B 0,84 0,02
Nuclear pore complex protein Nup155 NUP 155 0,89 0,01
Nuclear cap-binding protein subunit 1 NCBP1 0,90 0,02
S epiapterin reductase SPR 0,90 0,01
Thymidylate kinase DTY MK 0,91 0,02
P olyadenylate-binding protein 1 PABPC1 1,11 0,02
P rotein syndesm NUDT16L1 1,20 0,04
Adenine 3'-phpho 5'-phphulfate trans porter 1 SLC35B2 1,29 0,06
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ANEXO 5

Lista das proteinas diferencialmente reguladas apds 24h em restricdo sérica

Descrigdo Gene Rest. sérica/CTRL SD
Clusterin CLU 0,11 0,01
Lumican LUM 0,15 0,01
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial GPX4 0,35 0,04
Proteasome assembly chaperone 3 PSMG3 0,55 0,04
Junctional adhesion molecule A F11R 0,56 0,07
Mitochondrial intermediate peptidase MIP 0,56 0,05
R ho-associated protein kinase 1 ROCK1 0,66 0,04
Tubulin-s pecific chaperone C TBCC 0,66 0,06
Aldo-keto reductase family 1 member C1 AKR1C1 0,68 0,04
40S ribomal protein S 23 RPS23 0,73 0,04
Lysomal Pro-X carboxypeptidase PRCP 0,76 0,04
R etinal dehydrogenase 1 ALDH1A1 0,76 0,04
S ecretory carrier-associated membrane protein 3 SCAMP3 0,77 0,02
P eroxiredoxin-1 PRDX1 0,78 0,02
R ab9 effector protein with kelch motifs RABEPK 0,78 0,03
Dipeptidyl peptidase 1 CTSC 0,85 0,03
Aconitate hydratase, mitochondrial ACO2 0,86 0,03
Glutaredoxin-3 GLRX3 0,86 0,04
Probable lysomal cobalamin trans porter LMBRD1 0,88 0,02
Glucidase 2 subunit beta PRKCSH 0,91 0,02
Actin-related protein 2/3 complex s ubunit 5-like protein ARPCS5L 0,97 0,00
General transcription factor II-| GTF2I 1,07 0,00
S plicing factor 3B subunit 1 SF3B1 1,08 0,02
R NA-binding protein 27 RBM27 1,11 0,01
Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 G3BP2 1,12 0,03
116 kDa US small nuclear ribonucleoprotein component EFTUD2 1,13 0,01
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase ALDH9A1 1,13 0,02
S plicing factor 3B subunit 3 SF3B3 1,13 0,03
Tetratricopeptide repeat protein 4 TTC4 1,15 0,03
Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 1 BZW1 1,17 0,03
Diphphoinitol polyphphate phphohydrolase 2 NUDT4 1,18 0,04
S taphylococcal nuclease domain-containing protein 1 SND1 1,18 0,04
Coronin-7 CORO7 1,19 0,03
Cytochrome c oxidase subunit NDUF A4 NDUFA4 1,19 0,01
DNA-directed R NA polymerase | subunit RP A2 POLR1B 1,21 0,05
Probable ATP-dependent R NA helicase DDX5 DDX5 1,21 0,02
R NA-binding protein 4 R B M4 1,22 0,06
28S ribomal protein S 5, mitochondrial MRPS5S 1,24 0,05
Chromobox protein homolog 3 CBX3 1,26 0,06
UDP-N-acetylhexamine pyrophphorylase UAP1 1,26 0,08
60S ribomal protein L15 RPL15 1,27 0,03
Signal transducer and activator of trans cription 5A STATS5A 1,29 0,05
Beta-arrestin-1 ARRB1 1,31 0,02
P rotein kinase C beta type PRKCB 1,34 0,10
GTPase NRas NR AS 1,35 0,02
Hydroxymethylglutaryl-C oA synthase, cytoplas mic HMGCS1 1,38 0,08
Carboxymethylenebutenolidase homolog CMBL 1,39 0,08
Alde 1-epimerase GALM 1,40 0,09
Ribome biogenesis protein WDR 12 WDR12 1,48 0,13
Transferrin receptor protein 1 TFRC 1,49 0,04
Vas odilator-stimulated phphoprotein VAS P 1,56 0,18
Mitochondrial importinner membrane translocase subunit Tim8 B TIMM8B 1,60 0,05
Gametocyte-s pecific factor 1 GTSF1 1,94 0,14
F-related antigen 1 FOSL1 1,98 0,21
Metallothionein-1G MT 1G 11,98 2,68
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ANEXO 6

Lista das proteinas diferencialmente reguladas apds 72h em restricdo lipidica

Descri¢do Gene Rest. sérica/CTRL SD
Clusterin CLU 0,29 0,05
Aldo-keto reductase family 1 member C2 AKR1C2 0,34 0,10
Mediator of RNA polymerase |l transcription subunit 15 MED15 0,35 0,05
SAP30-binding protein SAP30BP 0,37 0,13
Golgiintegral membrane protein 4 GOLIM4 0,41 0,05
Polyadenylate-binding protein-interacting protein 2 PAIP2 0,43 0,06
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, mitochondrial GPX4 0,44 0,05
Tubulin-specific chaperone A TBCA 0,45 0,09
Stathmin STMN1 0,46 0,09
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14B PPP1R 14B 0,46 0,06
Nucleide diphphate kinase B NME 2 0,46 0,08
Short stature homeobox protein 2 SHOX2 0,46 0,12
E ukaryotic translation initiation factor 4B EIF4B 0,46 0,06
Elongation factor 1-delta EEF1D 0,47 0,06
Protein S 100-A4 S 100A4 0,48 0,04
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha, muscle-specific foi NACA 0,48 0,04
Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS8 0,48 0,10
Transcription factor BTF3 BTF3 0,49 0,01
Prothymin alpha PTMA 0,49 0,11
Elongation factor 1-beta EEF1B2 0,49 0,09
Histidine triad nucleotide-binding protein 1 HINT1 0,50 0,06
28 kDa heat- and acid-stable phosphoprotein PDAP1 0,50 0,05
Lumican LUM 0,50 0,10
Thioredoxin TXN 0,51 0,09
Ubiquitin-as sociated protein 2-like UBAP2L 0,51 0,03
Hsc70-interacting protein ST13 0,51 0,05
Ubiquitin domain-containing protein UBFD 1 UBFD1 0,52 0,13
Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14 0,52 0,02
Thioredoxin-related transmembrane protein 2 TMX2 0,52 0,11
P hos phatidylethanolamine-binding protein 1 BP1 0,53 0,12
Nuclear migration protein nudC NUDC 0,53 0,09
S plicing factor 1 SF1 0,53 0,07
R an-specific GTP ase-activating protein RANBP 1 0,54 0,04
R adixin RDX 0,55 0,10
Caprin-1 CAPRIN1 0,55 0,06
P rotein CDV3 homolog CcDhV3 0,55 0,12
BAG family molecular chaperone regulator 3 BAG3 0,55 0,03
Uncharacterized protein C9orf78 C9orf78 0,56 0,02
Heatshock protein HS P 90-alpha HS P90AAL 0,56 0,04
E ukaryotic translation initiation factor 1b EIF1B 0,56 0,07
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 UBE2L3 0,56 0,05
D eoxyuridine 5'-triphphate nucleotidohydrolas e, mitochondrial DUT 0,56 0,02
Ester hydrolase C 11orf54 C1llorf54 0,57 0,03
PIH1 domain-containing protein 1 PIH1ID1 0,57 0,09
PHD finger protein 3 PHF3 0,58 0,17
Tight junction protein ZO -2 TIP2 0,58 0,17
Ubiquitin-conjugating enzyme E 2 variant 1 UBE2V1 0,58 0,12
C ofilin-1 CFL1 0,58 0,13
YTH domain-containing family protein 2 YTHDF2 0,58 0,02
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 YBX1 0,59 0,03
P refoldin s ubunit 2 PFDN2 0,59 0,06
Calcyclin-binding protein CACYBP 0,59 0,07
40S ribomal protein S 28 RPS28 0,59 0,06
P orphobilinogen deaminase HMBS 0,59 0,05
L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 0,59 0,12
P roline-rich AKT1 substrate 1 AKT1S 1 0,59 0,06
P roteasome activator complex subunit 3 PS ME 3 0,59 0,05
Multifunctional protein ADE 2 PAICS 0,59 0,06
High mobility group protein B1 HMGB 1 0,59 0,11
dCTP pyrophphatase 1 DCTPP1 0,60 0,09
40S ribomal protein S 21 RPS21 0,60 0,08
S uperoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1 0,60 0,13
Adenyluccinate lyase ADS L 0,60 0,05
Stress-induced-phos phoprotein 1 STIP1 0,61 0,07
P roliferating cell nuclear antigen PCNA 0,61 0,07
Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 G3BP1 0,61 0,08
S ecretory carrier-associated membrane protein 3 SCAMP3 0,61 0,06
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Nitric oxide synthase-interacting protein

Hsp90 co-chaperone Cdc37

Protein PRRC2C

Trans lationally-controlled tumor protein
Proteasome subunit beta type-7

Ataxin-2-like protein

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunitJ
Heatshock 70 kDa protein 1B

Myotrophin

Calmodulin

Cysteine and histidine-rich domain-containing protein 1
Polyadenylate-binding protein 1

E ndothelial differentiation-related factor 1

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

P hphatidylinitol trans fer protein beta is oform
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2
Proteasome assembly chaperone 3

R NA-binding protein EWS

Proteasome subunit beta type-4

P rotein Hikes hi

Microtubule-associated protein 4

R NA-binding protein 3

Nuclear trans port factor 2

Myin light polypeptide 6

Dihydrofolate reductase

Fumarylacetoacetase

Ras GTPase-activating protein-binding protein 2
Melanoma inhibitory activity protein 3
Programmed cell death protein 5

Nucleolysin TIA-1 isoform p40

Rab GDP dissociation inhibitor beta

C oiled-coil domain-containing protein 86

R NA-binding protein FUS

TP 53-regulated inhibitor of apoptis 1

P refoldin subunit 6

R etinal dehydrogenase 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like
Multiple coagulation factor deficiency protein 2
Hepatoma-derived growth factor

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein alpha
Transitional endoplas mic reticulum ATPase
Heatshock 70 kDa protein 4

Alpha-endulfine

R ab-like protein 6

Protein FAM192A

S TAM-binding protein

Src substrate cortactin

E ukaryotic translation initiation factor 5
Elongation factor 1-gamma

WD repeat-containing protein 18
Gamma-glutamylcyclotransferase
Golgiresident protein GCP 60

Transketolase

Importin-5

P eroxisomal biogenesis factor 19

E ukaryotic translation initiation factor 1A, Y-chromomal
MAR CKS -related protein

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX6
Bleomycin hydrolase

Alpha-actinin-1

Apoptosis inhibitor 5

Moesin

E F-hand domain-containing protein D2

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit G
Alpha-centractin

Prapin

R an-binding protein 3

E ukaryotic translation initiation factor SA-1

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1
Transmembrane protein 165
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NOS IP
cDhC37
PRRC2C
TPT1
PSMB7
ATXN2L
EIF3J
HSPA1B
MTPN
CALM1
CHORDC1
PABPC1
EDF1
ARHGDIA
PITPNB
UBE2D2
PSMG3
EWSR1
PSMB4
C11orf73
MAP 4
RBM3
NUTF2
MYL6
DHFR
FAH
G3BP2
MIA3
PDCD5
TIAL
GDI2
cCcDC86
FUS
TRIAP1
PFDN6
ALDH1A1
HNRNPDL
MCFD2
HDGF
SGTA
VCP
HS PA4
ENSA
RABL6
FAM192A
STAMBP
CTTN
EIFS
EEF1G
WDR 18
GGCT
ACBD3
TKT
IPOS
X19
EIF1AY
MARCKSL1
DDX6
B LMH
ACTN1
APIS
MS N
EFHD2
EIF3G
ACTR 1A
PSAP
RANBP3
EIFSA
PIN1
TME M165

0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,61
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,63
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,64
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,66
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,68
0,68

0,12
0,05
0,04
0,06
0,06
0,06
0,13
0,10
0,04
0,11
0,06
0,04
0,04
0,08
0,07
0,07
0,13
0,12
0,14
0,02
0,04
0,01
0,13
0,04
0,12
0,07
0,00
0,14
0,13
0,00
0,10
0,09
0,07
0,12
0,11
0,05
0,06
0,03
0,14
0,03
0,07
0,08
0,11
0,09
0,04
0,03
0,06
0,02
0,13
0,06
0,09
0,08
0,12
0,02
0,01
0,06
0,05
0,03
0,07
0,11
0,08
0,10
0,07
0,07
0,02
0,01
0,09
0,09
0,10
0,06



GTP-binding nuclear protein Ran

P rotein LS M14 homolog A

High mobility group protein B3

P eroxiredoxin-6

Inorganic pyrophphatase

Farnesyl pyrophphate synthase

60S ribomal protein L39

Actin-related protein 2/3 complex s ubunit 5-like protein
P rofilin-1

V-type proton ATPase subunitG 1

NEDDS8

E ukaryotic translation initiation factor 4H

P hosphoglycerate mutase 1

P roliferation-associated protein 2G4

Heatshock protein HS P 90-beta

S eptin-8

Anamorsin

Calponin-2

CDKN2A-interacting protein

PDZ and LIMdomain protein 1

Translation initiation factor elF-2B subunit alpha
6-phos phogluconate dehydrogenase, decarboxylating
E ukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1
Copper trans port protein ATOX1

Isochorismatase domain-containing protein 1
Synaptomal-associated protein 29

Hemogen

P roteasome activator complex subunit 1
D-dopachrome decarboxylase

Transcription initiation factor lIA subunit 1

Zinc finger matrin-type protein 2

E 3 ubiquitin-protein ligase HUWE 1

Tubulin-s pecific chaperone C

Interferon-induced 35 kDa protein
CD2-associated protein

40S ribomal protein S17

BolA-like protein 2

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP 4

P eroxiredoxin-2

Lactoylglutathione lyase

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 K

Protein O-GIcNAcase

Microtubule-associated protein RP/EB family member 1
Aldo-keto reductase family 1 member C1
Adenylhomocysteinase

E longation factor 2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N

Far upstream element-binding protein 1

Mitotic s pindle assembly checkpoint protein MAD 2A
S mall acidic protein

DNA primase small subunit

DNA polymerase alpha catalytic subunit

S H3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein
Acetyl-C 0A acetyltransferase, cytolic

E ukaryotic peptide chain release factor subunit 1
Coatomer subunit delta

N-alpha-acetyltransferase 10

P roteasome subunit alpha type-2

40S ribomal protein S 12

P rotein deglycase DJ-1

Huntingtin-interacting protein K

CUGBP Elav-like family member 2

Cytochrome c oxidase assembly factor 6 homolog
Targeting protein for Xklp2
Hydroxymethylglutaryl-C oA synthase, cytoplas mic
Proteasome subunit alpha type-4

P refoldin subunit 5

Partner of Y14 and mago

40S ribomal protein S13

Hypoxanthine-guanine phphoribyltransferase
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R AN
LS M14A
HMGB3
PRDX6

PPAL
FDPS
RPL39
ARPCS5L

PEN1

ATP6V1G1
NEDDS8

EIF4H
PGAML
PA2G4

HSP90AB1
42621,00
CIAPINT

CNN2

CDKN2AIP

PDLIML
EIF2B1

PGD
EIF4G1
ATOX1
ISOC1
SNAP?29
HEMGN
PSME1

DDT
GTF2A1
ZMAT 2
HUWE 1
TBCC

IFI35
CD2AP
RPS17
BOLA2
FKBP4
PRDX2
GLO1
UBE 2K
MGEAS
MAPRE1
AKR1C1
AHCY

EEF2
UBE2N
FUBP1
MAD2L1
S MAP
PRIM1
POLA1

SH3BGRL

ACAT?2

ETF1
ARCN1
NAA10
PS MA2
RPS12
PARK?7
HYPK
CELF2
COA6
TPX2
HMGCS 1
PS MA4
PFDN5
WIBG
RPS13
HPRT1

0,68
0,68
0,68
0,68
0,68
0,68
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,69
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,71
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,72
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73
0,73

0,09
0,08
0,03
0,04
0,05
0,01
0,10
0,10
0,12
0,03
0,04
0,04
0,06
0,08
0,10
0,03
0,04
0,08
0,09
0,14
0,07
0,12
0,04
0,09
0,05
0,04
0,11
0,09
0,11
0,11
0,08
0,13
0,12
0,07
0,10
0,05
0,04
0,12
0,03
0,07
0,12
0,13
0,09
0,07
0,11
0,05
0,12
0,07
0,02
0,14
0,05
0,13
0,12
0,08
0,06
0,03
0,06
0,06
0,04
0,11
0,09
0,05
0,09
0,06
0,07
0,06
0,08
0,08
0,05
0,07



E ndoplas mic reticulum resident protein 29

Signal recognition particle 9 kDa protein

UV excision repair protein RAD23 homolog A

S plicing factor, proline- and glutamine-rich

BUB 3-interacting and GLE BS motif-containing protein ZNF 207
C oiled-coil domain-containing protein 6

NS FL1 cofactor p47

Ubiquitin-like-conjugating enzyme ATG3
Beta-arrestin-1

P roteasome subunit alpha type-1

Nuclear autoantigenic sperm protein

P rotein farnesyltransferase/geranylgeranyltrans ferase type-1 subunit alpha
Glyceraldehyde-3-phphate dehydrogenase

UBX domain-containing protein 1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO
Annexin A1

Nuclear pore complex protein Nup50

AP -2 complex subunitmu

Double-stranded R NA-binding protein S taufen homolog 1
Dnal homolog subfamily C member 8

Ribome maturation protein SBDS

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP 3
Upstream stimulatory factor 2

U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein P rp3
Heatshock 70 kDa protein 4L

S erine/threonine-protein kinase P AK 2
Uroporphyrinogen decarboxylase
Mitogen-activated protein kinase 1

U2 small nuclear ribonucleoprotein B"
CCR4-NOT transcription complex subunit 3
T-complex protein 1 subunit delta

14-3-3 protein gamma

Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit
Glutaredoxin-3

Proteasome subunit alpha type-5

High mobility group nucleome-binding domain-containing protein 5
Ubiquitin-like domain-containing CTD phphatase 1
Ribonucleide-diphphate reductase subunit M2
Proteasome maturation protein

AP-1 complex subunit sigma-1A

BR O1 domain-containing protein BROX

P olypyrimidine tract-binding protein 1

Aspartate aminotransferase, cytoplas mic
CLIP-associating protein 2

Adaptin ear-binding coat-associated protein 2
Nucleobindin-2

T-complex protein 1 subunit theta

m7GpppX diphosphatase

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D3

THUMP domain-containing protein 1
N-alpha-acetyltransferase 25, NatB auxiliary s ubunit
Calcium-binding protein 39

Transcription elongation factor A protein 1

P rotein canopy homolog 2

60S ribomal protein L37

V-type proton ATPase subunitC 1
Tripeptidyl-peptidase 2

DNA-directed R NA polymerase | subunit R P A34
Proteasome subunit alpha type-3

Protein SGT1 homolog

DNA damage-binding protein 1

Regulator of nonsense transcripts 3B

S -adenylmethionine synthase isoform type-2
Ragulator complex protein LAMTOR 1

Nardilysin

Acidic leucine-rich nuclear phphoprotein 32 family member A
Protein TFG

Plastin-1

Actin-related protein 2

BUD 13 homolog
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ERP29
SRP9
RAD23A
SFPQ
ZNF 207
CCDC6
NSFL1C
ATG3
ARRB1
PSMAL
NAS P
FNTA
GAPDH
UBXN1
HNR NP D
ANXA1
NUP 50
AP 2M1
STAU1
DNAJCS8
SBDS
FKBP3
USF2
PRPF3
HS PA4L
PAK2
UROD
MAP K 1
SNRPB2
CNOT3
CCT4
YWHAG
GCLC
GLRX3
PS MAS
HMG NS5
UBLCP1
RR M2
POMP
AP1S1
BROX
PTBP1
GOT1
CLASP2
NECAP?2
NUCB?2
CCT8
DCPS
UBE2D3
THUMPD1
NAA25
CAB39
TCEA1
CNPY2
RPL37
ATP6EVIC1
TPP2
CD3EAP
PS MA3
SUGT1
DDB1
UPF3B
MAT2A
LAMTOR 1
NRD1
ANP32A
TFG
PLS1
ACTR2
BUD13

0,73
0,73
0,73
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,74
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,75
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77

0,10
0,02
0,02
0,05
0,09
0,08
0,12
0,09
0,06
0,05
0,08
0,02
0,10
0,02
0,05
0,11
0,05
0,04
0,06
0,03
0,04
0,05
0,11
0,09
0,02
0,09
0,07
0,00
0,13
0,10
0,06
0,13
0,10
0,02
0,05
0,05
0,02
0,05
0,10
0,06
0,11
0,08
0,12
0,04
0,05
0,04
0,07
0,08
0,08
0,09
0,03
0,12
0,09
0,02
0,06
0,10
0,09
0,05
0,14
0,07
0,02
0,07
0,06
0,02
0,03
0,09
0,14
0,09
0,08
0,04



D NA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase
T-complex protein 1 subunit beta
Transcription elongation regulator 1
Intraflagellar trans port protein 25 homolog

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
C oiled-coil domain-containing protein 50

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit B
Prtaglandin E synthase 3

P almitoyl-protein thioesterase 1
Macrophage-capping protein

Poly(ADP-ribe) glycohydrolase ARH3
Ubiquitin-like protein 4A

OTU domain-containing protein 6B
Oxysterol-binding protein-related protein 9
Proteasome subunit alpha type-7

Protein PRRC2A

DnalJ homolog subfamily C member 9

His tone-binding protein RBBP 4

P hpherine aminotransferase

T-complex protein 1 subunit alpha
Proteasome subunit beta type-3

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit H
PEST proteolytic signal-containing nuclear protein
Leucine-rich repeat-containing protein 40
Annexin A5

Obg-like ATPase 1

40S ribomal protein S 30

DNA-directed R NA polymerase Il subunitRPB7
NAD (P )H-hydrate epimerase

C rk-like protein

Glyoxalase domain-containing protein 4
Uncharacterized protein C 190rf43

Histone deacetylase 2

Nibrin

Adenyluccinate synthetase isozyme 2

Malate dehydrogenase, cytoplasmic

COP9 signalome complex subunit 1

Leukialin

Actin-related protein 2/3 complex subunit 3
40S ribomal protein SA

60S acidic ribomal protein P2

R eplication protein A 32 kDa s ubunit

P refoldin s ubunit 1

Tetratricopeptide repeat protein 1

Adenylate kinase isoenzyme 6

Nucleolar protein 14

THO complex subunit 4

S -phase kinase-associated protein 1

Nuclear pore complex protein Nup214

COP9 signalome complex subunit 2

60S ribomal protein L5

Far upstream element-binding protein 2
Isocitrate dehydrogenase [NADP ] cytoplas mic
S pectrin alpha chain, erythrocytic 1

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit C -like protein

P hphoribylformylglycinamidine synthase

UV excision repair protein RAD23 homolog B
P oly(U)-binding-s plicing factor P UF 60

S AM domain-containing protein S AMS N-1
Coronin-1C

P rotein phphatase 1G

T-complex protein 1 subunit epsilon

Ankyrin repeat domain-containing protein 17
Polyglutamine-binding protein 1

S UMO-conjugating enzyme UBC9
CLIP-associating protein 1

ATP-dependent R NA helicase DDX42

P rotein phphatase methylesterase 1
Heatshock protein 105 kDa

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP 1
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AX1
CCT2
TCERG1
HSPB11
EIF3A
CCDC50
EIF3B
PTGES3
PPT1
CAPG
ADPRHL2
UBL4A
OTUD6B
OSBPL9
PSMA7
PRRC2A
DNAJCS
RBBP4
PSAT1
TCP1
PSMB3
EIF3H
PCNP
LRRC40
ANXAS
OLA1
FAU
POLR2G
APOA1BP
CRKL
GLOD4
C190rf43
HDAC?2
NBN
ADSS
MDH1
GPS1
SPN
ARPC3
RPSA
RPLP2
RPA2
PFDN1
TTC1
AK6
NOP 14
ALYREF
SKP1
NUP214
COPS2
RPLS
KHSRP
IDH1
SPTA1
EIF3CL
PFAS
RAD23B
PUF60
S AMS N1
CORO1C
PPMLG
CCTS
ANKRD17
PQBP1
UBE2I
CLASP1
DDX42
PPME1
HSPH1
IQGAP1

0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,78
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,80
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81
0,81

0,08
0,04
0,01
0,07
0,06
0,07
0,01
0,00
0,10
0,12
0,10
0,07
0,03
0,05
0,12
0,02
0,07
0,06
0,08
0,07
0,08
0,08
0,05
0,08
0,05
0,03
0,06
0,04
0,05
0,01
0,07
0,08
0,03
0,05
0,04
0,11
0,05
0,04
0,02
0,08
0,07
0,05
0,05
0,06
0,06
0,08
0,04
0,08
0,06
0,07
0,05
0,12
0,09
0,05
0,03
0,03
0,05
0,11
0,06
0,05
0,02
0,08
0,04
0,06
0,07
0,06
0,04
0,06
0,01
0,04



Pyruvate kinase PKM

Adenine kinase

T-complex protein 1 subunit eta

Nucleolar and coiled-body phphoprotein 1

S erine/threonine-protein phphatase 5

Zinc finger CCCH domain-containing protein 15
S plicing factor 3A subunit 3

R AC-beta serine/threonine-protein kinase

P rotein LS M14 homolog B

TATA-binding protein-associated factor 2N

Early endome antigen 1

Insulin-degrading enzyme

E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit K
R ibome-binding protein 1

Thioredoxin-like protein 1

Exome complex componentRR P45

Lysine--tR NA ligase

S plicing factor 3A subunit 1

Ribonuclease H2 subunit A

Tyrine-protein phphatase non-receptor type 11
15 kDa selenoprotein

Valine--tR NA ligase

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

ADP -ribylation factor 3

Vigilin

P erilipin-2

Thioredoxin reductase 1, cytoplas mic

Annexin A2

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14

S pindle and kinetochore-associated protein 1
Signal recognition particle 19 kDa protein

E ukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1
Proteasome subunit beta type-2

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit9
Nucleome assembly protein 1-like 4

40S ribomal protein S5

Vesicle-associated membrane protein 7

P rotein dpy-30 homolog

Dynactin subunit 2

Programmed cell death 6-interacting protein
Cytoplasmic FMR 1-interacting protein 1
Myeloid-derived growth factor

S plicing factor, arginine/s erine-rich 19
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Trafficking protein particle complex subunit 2-like protein
Gamma-soluble NS F attachment protein
Glycogen debranching enzyme
N-alpha-acetyltransferase 50

E ukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2
40S ribomal protein S 10

Parafibromin

R NA-binding motif protein, X chromome
Coatomer subunit zeta-1

UMP-CMP kinase

Paraspeckle component 1

R NA-binding protein 8A

AP -1 complex subunitgamma-1

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase D

Coatomer subunit epsilon
Amidophphoribyltransferase

U2 small nuclear ribonucleoprotein A'

Glucidase 2 subunit beta

Chloride intracellular channel protein 4

S erine/threonine-protein phphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A alpha is oform
(E 3-independent) E 2 ubiquitin-conjugating enzyme
P oly(rC)-binding protein 1

Importin s ubunit beta-1

DNA fragmentation factor subunit alpha
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
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PKM
ADK
CCT7
NOLC1
PPP5C
ZC3H15
SF3A3
AKT2
LS M148
TAF15
EEAL
IDE
EIF3K
RRBP1
TXNL1
EXOSC9
KARS
SF3A1
RNASEH2A
PTPN11
42628
VARS
HNRNPA1
ARF3
HDLBP
PLIN2
TXNRD1
ANXA2
uspi14
SKA1
SRP19
EIF2S1
DRG1
PSMB2
PSMD9
NAP1L4
RPSS5
VAMP 7
DPY30
DCTN2
PDCD6IP
CYFIP1
MYDGF
SCAF1
HNRNPA2B1
TRAPPC2L
NAP G
AGL
NAAS50
EIF2S2
RPS10
CDC73
R BMX
CoPz1
CMPK1
PSPC1
R BM8A
AP1G1
PPID
Cco
PPAT
SNRPA1
PRKCSH
CcLIC4
PPP2R1A
UBE 20
PCBP1
KPNB1
DFFA
HNRNPA3

0,81
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,82
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,83
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,84
0,85
0,85
0,85
0,85
0,85
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,87
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,88
0,89
0,89
0,89
0,90
0,90
0,90
0,91
0,91
0,91
0,91
0,92
0,93

0,07
0,03
0,06
0,08
0,02
0,03
0,02
0,08
0,05
0,06
0,06
0,08
0,04
0,05
0,05
0,05
0,02
0,08
0,07
0,07
0,01
0,09
0,06
0,04
0,07
0,06
0,05
0,03
0,08
0,04
0,06
0,02
0,01
0,02
0,06
0,02
0,01
0,05
0,06
0,03
0,07
0,09
0,04
0,07
0,01
0,03
0,05
0,05
0,04
0,05
0,07
0,05
0,06
0,01
0,03
0,07
0,06
0,04
0,05
0,04
0,01
0,03
0,04
0,02
0,03
0,04
0,05
0,02
0,02
0,02



Mitochondrial import receptor s ubunit TO M34
STE 20-like serine/threonine-protein kinase
UP F0568 protein C 140rf166

Ankyrin-1

E 3 UFMl-protein ligase 1

ATP-dependent R NA helicase DHX36

P hphoinitide 3-kinase regulatory subunit 4
Translation initiation factor elF-2B subunit beta
Glia maturation factor beta

S urfeit locus protein 6

Annexin A7

Importin-8

S erine/threonine-protein phphatase 2A 56 kDa regulatory subunit delta is oform

ATP -binding cassette sub-family F member 3

R NA-binding protein 42

Leucine--tR NA ligase, cytoplas mic

DNA-directed R NA polymerase | subunit R P A49
Translation initiation factor elF-2B subunit delta
Uridine 5'-monophphate synthase

Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2
E nhancer of mR NA-decapping protein 3

Rho GTPase-activating protein 17

SRSF protein kinase 1

Elongator complex protein 4

P henylalanine--tR NA ligase alpha subunit
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1

Ribome biogenesis regulatory protein homolog
FH1/FH2 domain-containing protein 1

E3 SUMO-protein ligase RanBP2

Adipocyte plasma membrane-associated protein

R NA polymerase Il-associated factor 1 homolog

P robable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X
S erine/threonine-protein phphatase 6 regulatory subunit 3
Structural maintenance of chromomes protein 1A
Probable dimethyladenine transferase

WD repeat-containing protein 43

U4/U6.US tri-snR NP -associated protein 2

Negative elongation factor E

Anaphase-promoting complex subunit 7
Translational activator GCN1

Proteasome activator complex subunit 2

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13
60 kDa SS-AR o ribonucleoprotein

Vesicle-fusing ATPase

Structural maintenance of chromomes protein 5
Isoleucine--tR NA ligase, cytoplas mic

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 6
Transmembrane protein 11, mitochondrial
Pyruvate kinase PKLR

cTAGE family member 5

Histone deacetylase 1

E 3 ubiquitin/IS G 15 ligase TR IM25

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 1
Acyl-protein thioesterase 2

P rotein dis ulfide-isomerase A6

Cell cycle and apoptis regulator protein 2
Mitochondrial importinner membrane translocase subunit Tim10
Nuclear cap-binding protein subunit 1

P rotein virilizer homolog

WD repeatand HMG-box DNA-binding protein 1

R NA-binding protein 14

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX46

P rotein flightless-1 homolog

S plicing factor 45

Guanine nucleotide-binding protein-like 1

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein component
Inine-5"-monophphate dehydrogenase 1

Nuclear mitotic apparatus protein 1

26S protease regulatory subunit 8

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5
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TOMM34
SLK
C14orfl66
ANK1
UFL1
DHX36
PIK3R 4
EIF2B2
GMFB
SURF6
ANXA7
IPO8
PPP2R5D
ABCF3
RBMA2
LARS
POLRI1E
EIF2B4
UMPS
FXR2
EDC3
ARHGAP17
SRPK1
ELP4
FARSA
DYNC1H1
RRS1
FHOD1
RANBP?2
AP MAP
PAF1
Us Pox
PPP6R3
SMC1A
DIMT1
WDR43
UspP39
NELFE
ANAPC7
GCNIL1
PSME 2
PSMD13
TROVE2
NS F
SMC5
IARS
UBA6
TMEM11
PKLR
CTAGES
HDAC1
TRIM25
PSMD1
LYPLA2
PDIA6
CCAR2
TIMM10
NCBP1
KIAA1429
WDHD1
RBM14
DDX46
FLII
RBM17
GNL1
EFTUD2
IMPDH1
NUMA1
PSMC5
USPS

0,94
0,94
1,06
1,06
1,08
1,08
1,09
1,09
1,09
1,09
1,09
1,10
1,10
1,10
1,10
1,11
1,11
1,11
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,12
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,13
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,15
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,16
1,17
1,17
1,17
1,17

0,02
0,01
0,02
0,04
0,02
0,03
0,00
0,05
0,04
0,05
0,02
0,02
0,04
0,07
0,05
0,04
0,07
0,06
0,06
0,04
0,04
0,04
0,04
0,06
0,07
0,06
0,03
0,08
0,06
0,03
0,08
0,09
0,06
0,08
0,05
0,06
0,04
0,05
0,05
0,06
0,08
0,08
0,09
0,05
0,09
0,05
0,02
0,08
0,04
0,07
0,10
0,05
0,03
0,08
0,10
0,10
0,09
0,06
0,04
0,07
0,07
0,10
0,03
0,06
0,05
0,08
0,04
0,05
0,05
0,05



IST1 homolog IST1

Mitochondrial carrier homolog 2 MTCH2
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 10 USP10
D NA replication licensing factor MC M6 MC M6

S erine/threonine-protein phphatase PP 1-gamma catalytic subunit PPP1CC
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 1 HNRNPUL1
RING finger protein 113A RNF113A
S odium/potassium-trans porting ATP ase subunit alpha-1 ATP1A1
tR NA (cytine(34)-C (5))-methyltrans ferase NS UN2
NE DD 8-activating enzyme E 1 catalytic subunit UBA3

R eticulon-3 RTN3
Caspase-6 CASP6
5'-AMP -activated protein kinase subunitgamma-1 PRKAG1
Nuclear pore complex protein Nup88 NUP 88
Signal transducer and activator of trans cription 1-alpha/beta STAT1
Aspartate--tR NA ligase, cytoplas mic DARS

P hphoacetylglucamine mutase PGM3
Elongator complex protein 1 IKBKAP
R NA-binding protein 4 R BM4
SWI/S NF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfar SMARCB1
Cell division control protein 42 homolog CDC42
Golgin subfamily A member 2 GOLGA2
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7 usp7
60S ribomal export protein NMD 3 NMD 3
Structural maintenance of chromomes protein 4 SMC4
Oxidoreductase HTATIP 2 HTATIP2
DnalJ homolog subfamily C member 2 DNAJC2
THO complex subunit 5 homolog THOCS
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRNPM
R eplication factor C subunit 3 RFC3
Dynein light chain roadblock-type 1 DYNLRB1
Cleavage and polyadenylation s pecificity factor subunit 1 CPSF1
Poly(A) R NA polymerase, mitochondrial MTP AP
Drebrin DBN1
ATP-dependent R NA helicase A DHX9

P rotein SDA1 homolog SDAD1
Methylcrotonoyl-C oA carboxylase beta chain, mitochondrial MCCC?2
Dnal homolog subfamily C member 21 DNAJC21
Unconventional myin-XVllla MY O 18A
Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G (S )/G(T) subunit beta-2 GNB2
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MP P 10 MPHOSPH10
Caseinolytic peptidase B protein homolog CLPB
Ribonuclease T2 RNASET2
Zinc finger protein 622 ZNF622
Drl-associated corepressor DRAP1
Cateye syndrome critical region protein 5 CECRS
Copine-3 CPNE3
US small nuclear ribonucleoprotein 40 kDa protein SNRNP40
Glutaryl-C oA dehydrogenase, mitochondrial GCDH
Tubulin-s pecific chaperone D TBCD

P aired amphipathic helix protein Sin3a SIN3A
Transcription activator BRG1 S MAR CA4
Caspase-10 CASP10
R ho guanine nucleotide exchange factor 2 ARHGEF2
Monofunctional C 1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial MTHFD1L
Ras-related protein Rab-14 RAB14
Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96 NUP98
P olypyrimidine tract-binding protein 3 PTBP3
Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 DYNC1LI1
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 SNRPD1
U6 snR NA-associated S m-like protein LSm?3 LSM3
Vasodilator-stimulated phphoprotein VAS P
Nuclear pore complex protein Nup107 NUP 107
Probable 28S rR NA (cytine(4447)-C (5))-methyltransferase NOP2
Cyclin-dependent kinase 13 CDK13
mR NA turnover protein 4 homolog MRTO4
Thymidylate kinase DTYMK
Glutamine--fructe-6-phphate aminotransferase [isomerizing] 1 GFPT1
26S protease regulatory subunit 6B PSMC4
Dihydropteridine reductase QDPR
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1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,17
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,18
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,19
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21
1,21

0,07
0,03
0,03
0,07
0,08
0,04
0,08
0,09
0,05
0,07
0,11
0,06
0,06
0,11
0,08
0,06
0,09
0,04
0,10
0,12
0,07
0,02
0,07
0,04
0,05
0,03
0,04
0,08
0,08
0,13
0,06
0,05
0,07
0,06
0,02
0,10
0,09
0,11
0,08
0,10
0,03
0,06
0,10
0,06
0,11
0,07
0,05
0,07
0,07
0,07
0,07
0,13
0,02
0,04
0,01
0,09
0,06
0,06
0,02
0,02
0,05
0,09
0,09
0,07
0,14
0,06
0,07
0,05
0,06
0,05



CCR4-NOT transcription complex subunit 7
ATP-dependent RNA helicase DDX3X

Integrator complex subunit 9

Neurolysin, mitochondrial

Apoptis-inducing factor 1, mitochondrial

Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3
UBX domain-containing protein 4

Uncharacterized protein C 1orf50

E rythroid trans cription factor

S plicing factor 3B subunit 3

DNA mismatch repair protein Msh2

Pyridoxal kinase

General trans cription factor 3C polypeptide 2

R NA exonuclease 4

Polycomb protein SUZ12

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 3
Succinyl-CoA ligase [ADP /GDP-forming] s ubunit alpha, mitochondrial
Activating signal cointegrator 1

Basigin

DNA-directed R NA polymerase Il subunit RPC4
Glutaminase kidney is oform, mitochondrial

P rotein arginine N-methyltransferase 3
Tetratricopeptide repeat protein 4

Glutamate-rich protein 1

Micromal glutathione S -transferase 3

S yntaxin-binding protein 3

Ras-related protein Rab-2A

Alpha-globin transcription factor CP 2

MAGUK p55 subfamily member 6

Nucleolar protein 16

Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit
Kynurenine--oxoglutarate transaminase 3

TBC1 domain family member 15

Myin-9

F-box only protein 30

P oly(A)-s pecific ribonuclease PARN
Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit
Tumor s us ceptibility gene 101 protein

P rotein timeless homolog

ATP-binding cassette sub-family B member 6, mitochondrial
Ras-related protein Rab-18

R NA-binding protein Raly

AMP deaminase 2

Cytochrome c oxidase subunit 6B 1

Leucine-rich repeat-containing protein 57

HAUS augmin-like complex subunit 4

Nucleoporin Nup37

Leucine-rich repeat-containing protein 47

U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa helicase
R NA-binding protein 12B

S mall subunit processome component 20 homolog
R eplication protein A 70 kDa D NA-binding s ubunit
H/AC A ribonucleoprotein complex s ubunit 4
Prolactin regulatory element-binding protein
Myin-10

N-terminal Xaa-Pro-Lys N-methyltransferase 1

UP F0600 protein C5orf51

Transmembrane 9 superfamily member 2

REST corepressor 1

U6 snR NA-associated S m-like protein LSm8
Arginine and glutamate-rich protein 1

Dual s pecificity protein phphatase 9

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 3
E ukaryotic translation initiation factor 3 subunit M
Arf-GAP with coiled-coil, ANK repeatand PH domain-containing protein 2
Signal transducer and activator of trans cription 5A
Mevalonate kinase

Bromodomain-containing protein 4

P eroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1

105

CNOT7
DDX3X
INTS 9
NLN
AlF M1
ASCC3
UBXN4
Clorf50
GATA1
SF3B3
MS H2
PDXK
GTF3C2
REXO4
Suz12
PSMD3
SUCLG1
TRIP4
BSG
POLR3D
GLS
PRMT3
TTC4
ERICH1
MGST3
STXBP3
RAB2A
TFCP2
MPP 6
NOP16
NFKB1
CCBL2
TBC1D15
MYH9
FBXO30
PARN
GCLM
TSG101
TIMELESS
ABCB6
RAB18
RALY
AMP D2
COX6B1
LRRC57
HAUS 4
NUP37
LRRC47
SNRNP200
RBM12B
UTP20
RPA1
DKC1
PREB
MYH10
NTMT 1
C5orf51
TMOSF2
RCOR1
LS M8
ARGLU1
DUSP9
UQCRC1
NDUFAF3
EIF3M
ACAP?2
STAT5A
MVK
BRD4
ACOX1

1,21
1,21
1,21
1,21
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,23
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25

0,08
0,07
0,04
0,11
0,13
0,02
0,11
0,08
0,03
0,08
0,10
0,05
0,13
0,04
0,07
0,06
0,07
0,11
0,12
0,08
0,05
0,03
0,11
0,00
0,08
0,07
0,12
0,09
0,11
0,09
0,05
0,05
0,06
0,10
0,11
0,13
0,02
0,10
0,03
0,02
0,05
0,11
0,09
0,07
0,01
0,05
0,05
0,04
0,08
0,07
0,12
0,10
0,05
0,16
0,10
0,11
0,04
0,06
0,14
0,07
0,18
0,13
0,08
0,13
0,13
0,12
0,06
0,19
0,12
0,11



R NA-binding protein 26 RBM26

26S protease regulatory subunit 108 PSMC6
HBS 1-like protein HBS 1L
Ras-related protein Rab-23 RAB23
NADH-cytochrome b5 reductase 1 CYBS5R1
Histone-lysine N-methyltransferase EZH2 EZH2

R NA-binding protein NOB 1 NOB1
DNA-directed R NA polymerase Ill subunit RPC2 POLR3B
Acetyl-C 0A acetyltransferase, mitochondrial ACAT1
Arf-GAP with Rho-GAP domain, ANK repeatand PH domain-containing protein 1 ARAP1
S epiapterin reductase SPR
Thymidine kinase, cytolic TK1
THO complex subunit 6 homolog THOCG6
R apamycin-insensitive companion of mTOR RICTOR
Destrin DSTN
Cyclin-dependent kinase 11B CDK11B
SWI/S NF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfar SMARCD1
Elongation factor G, mitochondrial GFM1
3-ketoacyl-C oA thiolase, peroxisomal ACAA1
Mitochondrial fis sion factor MF F
Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, mitochondrial CcCOoX4n
Nucleolar MIF4G domain-containing protein 1 NO M1
Basic leucine zipper and W2 domain-containing protein 1 BZW1
Cytochrome c-type heme lyase HCCS
R as-related protein R ab-6A RABGA
S plicing factor 3A subunit 2 SF3A2
Cirhin CIRHIA
Rac GTPase-activating protein 1 RACGAP1
S olute carrier family 12 member 6 SLC12A6
P rotein kinase C iota type PRKCI
28S ribomal protein S 18b, mitochondrial MRPS 18B
S erine/threonine-protein phphatase 6 regulatory ankyrin repeat s ubunit A ANKR D28
39S ribomal protein L50, mitochondrial MR P LS50
P rotein-glutamine gamma-glutamyltransferase 2 TGM2
Nuclear pore complex protein Nup93 NUP93
60S ribomal protein L30 RPL30
Catenin delta-1 CTNND1
Signal recognition particle receptor subunit alpha SRPR
Adenine phphoribyltransferase APRT
60S ribomal protein L11 RPL11
PHD finger-like domain-containing protein 5A PHF5A
Leukocyte surface antigen CD47 CD47
Integrin-linked kinas e-associated serine/threonine phphatase 2C ILKAP
Metastasis-associated protein MTA1 MT A1
Coronin-2A CORO2A
ATP-dependent R NA helicase DDX24 DDX24
Ras GTPase-activating-like protein IQGAP 2 IQGAP2
O ptic atrophy 3 protein OPA3
V-type proton ATPase 116 kDa subunita isoform 1 ATP6VOA1L
UDP-gluce:glycoprotein glucyltransferase 1 UGGT1
Catalase CAT

P robable lysomal cobalamin trans porter LMBRD1
60S ribomal protein L18 RPL18
MK 167 FHA domain-interacting nucleolar phphoprotein NIFK
39S ribomal protein L23, mitochondrial MRPL23
Pyrroline-5-carboxylate reductase 2 PYCR2
R NA-binding protein 39 RBM39
Cyclin-dependent-like kinase 5 CDK5
Pre-mR NA-splicing factor ATP-dependent R NA helicase PRP 16 DHX38
P rotein asunder homolog AS UN
Transformer-2 protein homolog alpha TRA2A
Signal recognition particle subunit SR P72 SRP72
Transferrin receptor protein 1 TFRC
AT -rich interactive domain-containing protein 2 ARID2
Glycogen phphorylase, brain form PYGB
Vesicle-associated membrane protein 8 VAMP 8
Protein SAAL1 SAAL1
Adenylate kinase 2, mitochondrial AK2
Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic subunit RAB3GAP2
Nucleoporin p54 NUP 54
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1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,26
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,27
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28
1,28

0,00
0,07
0,08
0,08
0,08
0,09
0,08
0,07
0,08
0,04
0,11
0,16
0,08
0,14
0,06
0,07
0,16
0,14
0,02
0,03
0,14
0,14
0,03
0,12
0,10
0,04
0,08
0,17
0,08
0,06
0,06
0,03
0,12
0,16
0,09
0,07
0,05
0,08
0,06
0,05
0,15
0,04
0,03
0,12
0,17
0,03
0,12
0,11
0,11
0,07
0,13
0,03
0,05
0,20
0,02
0,13
0,14
0,09
0,12
0,11
0,06
0,12
0,01
0,15
0,07
0,12
0,05
0,07
0,06
0,11



R NA demethylase ALKBH5

S erine/threonine-protein kinase TAO 3

E 3 ubiquitin-protein ligase UBR 5

Very long-chain specific acyl-C oA dehydrogenase, mitochondrial
P rotein MON2 homolog

C oiled-coil domain-containing protein 58

Ribome biogenesis protein BOP 1

ATP-dependent 6-phphofructokinase, platelet type

28S ribomal protein S 31, mitochondrial

Minor his tocom patibility antigen H13

Acetyl-C 0A carboxylase 1

NCK-interacting protein with SH3 domain

MOR C family C W-type zinc finger protein 3

Nucleolar protein 6

39S ribomal protein L12, mitochondrial
Glycerol-3-phphate acyltransferase 3

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM44
Transformation/trans cription domain-associated protein
Tyrine-protein kinase Lyn

GTPase NRas

Mitochondrial dicarboxylate carrier

Nucleoporin NUP 188 homolog

E ukaryotic translation initiation factor 2D

WD repeat-containing protein 3

UDP-gluce 4-epimerase

ATP-dependent CIp protease ATP-binding s ubunit clpX-like, mitochondrial

S ymplekin

ATP-dependent RNA helicase DDX39A

S erine/arginine repetitive matrix protein 2
2'-deoxynucleide 5'-phphate N-hydrolase 1

Alanine--tR NA ligase, mitochondrial

Stress-70 protein, mitochondrial

Mitochondrial import receptor subunit TO M22 homolog
6-phphofructo-2-kinas effructe-2,6-bis phphatase 3

Zinc finger C3H1 domain-containing protein

B-cell receptor-associated protein 31

A-kinase anchor protein 8-like

P rotein AATF

Nucleoporin p58/p45

Mitochondrial importinner membrane translocase subunit Tim8 B
Deoxynucleotidyltransferase terminal-interacting protein 2
FAST kinase domain-containing protein 3

P rotein FAM136A

Aspartate aminotransferase, mitochondrial

E 3 ubiquitin-protein ligase BRE 1A

E chinoderm microtubule-associated protein-like 4
Threonine synthase-like 1

Protein S MG9

FACT complex subunitSPT16

Nucleolar R NA helicase 2

Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3
TR MT 1-like protein

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX20

ADP -ribylation factor 4

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 5, mitochondrial

39S ribomal protein L16, mitochondrial

Protein FAM118B

Cullin-1

Integrator complex subunit 4

Notchless protein homolog 1

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX52
DNA mismatch repair protein Msh3

FAS -associated factor 2

Nipped-B-like protein

DNA replication licensing factor MC M7
Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM14
E ndoplasmin

SURP and G-patch domain-containing protein 2
Histone deacetylase complex subunit S AP 18

R ho-related GTP -binding protein R hoG
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ALKBH5
TAOK3
UBRS
ACADVL
MO N2
CCDCsS8
BOP1
PFKP
MRPS31
HM13
ACACA
NCKIPSD
MORC3
NOL6
MRPL12
AGPAT9
TIMVA4
TRRAP
LYN
NRAS
SLC25A10
NUP 188
EIF2D
WDR3
GALE
CLPX
SYMPK
DDX39A
SRRM2
DNPH1
AARS 2
HSPA9
TOMM22
PFKFB3
ZFC3H1
BCAP31
AKAP 8L
AATF
NUPL1
TIMM8B
DNTTIP2
FASTKD3
FAM136A
GOT2
RNF20
EML4
THNSL1
SMG9
SUPTI16H
DDX21
SART3
TRMT1L
DDX20
ARF4
NDUFBS5S
MRPL16
FAM118B
cuL1
INTS 4
NLE1
DDX52
MS H3
FAF2
NIPBL
MC M7
DNAJC19
HSP90B1
SUGP2
SAP18
RHOG

1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,29
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,30
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,31
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32

0,07
0,07
0,03
0,09
0,05
0,12
0,10
0,10
0,10
0,05
0,08
0,12
0,17
0,06
0,01
0,09
0,05
0,07
0,13
0,08
0,10
0,13
0,17
0,13
0,14
0,10
0,07
0,14
0,18
0,05
0,12
0,04
0,15
0,12
0,06
0,21
0,08
0,09
0,10
0,12
0,22
0,06
0,12
0,06
0,06
0,18
0,20
0,11
0,12
0,07
0,09
0,18
0,08
0,05
0,05
0,16
0,04
0,15
0,08
0,01
0,12
0,08
0,15
0,09
0,04
0,19
0,05
0,16
0,10
0,07



S uppressor of SWI4 1 homolog

S yntaxin-6

Nck-associated protein 1

Intron-binding protein aquarius

RalBP1l-associated E ps domain-containing protein 1
S erine/arginine-rich s plicing factor 7

Ubiquitin thioesterase OTU1

Ribomal RNA processing protein 1 homolog A
Protein CBFA2T3

Sterol-4-alpha-carboxylate 3-dehydrogenase, decarboxylating
Pre-mR NA-processing factor 40 homolog A

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type Il subunitgamma

ADP -ribylation factor-like protein 8B

WASH complex subunit 7

R egulator of microtubule dynamics protein 1
DNA repair protein RAD50

SWI/S NF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin s ubfar

ATP synthase subunitepsilon, mitochondrial

28S ribomal protein S 35, mitochondrial

WD repeat-containing protein 74

Stromal cell-derived factor 2-like protein 1

P hphatidylinitol 4-kinase alpha

Midasin

5'-3' exoribonuclease 2

Mediator of R NA polymerase Il trans cription subunit 17
NAD H-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit, mitochondrial
ADP -ribylation factor-like protein 1

Vacuolar protein sorting-associated protein 53 homolog
Erlin-1

R an-binding protein 9

E lectron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial
Atlastin-3

La-related protein 4B

HAUS augmin-like complex subunit5

SRA stem-loop-interacting R NA-binding protein, mitochondrial
ER O 1-like protein alpha

Aconitate hydratase, mitochondrial

GTP-binding protein 1

S erine/threonine-protein kinase mTOR

TS C22 domain family protein 2

pre-rR NA processing protein FTSJ3

V-type proton ATPase subunitd 1

R as-related protein Rab-1A

Fermitin family homolog 3

Cytochrome b-c1 complex subunit 6, mitochondrial
Torsin-1A-interacting protein 1

Importin subunitalpha-4

Mitochondrial import inner membrane translocase subunit TIM50
Interferon regulatory factor 2-binding protein 1
Unhealthy ribome biogenesis protein 2 homolog

P rotein lunapark

E ukaryotic initiation factor 4A-Ill

P eptidyl-tR NA hydrolase ICT1, mitochondrial
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial

S erine--tR NA ligase, mitochondrial

Pachytene checkpoint protein 2 homolog

Protein TBRG4

E xocyst complex component 1

Hexokinase-1

S mad nuclear-interacting protein 1

C-terminal-binding protein 1

S permatogenesis-associated protein 5

Ras-related protein R ab-5A

ADP/ATP translocase 3

P olynucleotide 5'-hydroxyl-kinase NOL9

Ras-related protein R ab-35

Cytolic Fe-S cluster assembly factor NUBP 2
Acetyl-coenzyme A synthetase, cytoplas mic

Exome complex componentRRP4

Initol hexakis phphate and diphphoinitol-pentakis phphate kinase 2
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PPAN
STX6
NCKAP1
AQR
REPS1
SRSF7
YOD1
RRP1
CBFA2T3
NSDHL
PRPF40A
CAMK2G
ARL8B
KIAA1033
RMDN1
RADS50
SMARCAS
ATPSE
MRPS 35
WDR74
SDF2L1
PIAKA
MDN1
XR N2
MED17
NDUFS1
ARL1
VPS53
ERLINT
RANBPYS
ETFA
ATL3
LARP4B
HAUS 5
SLIRP
ERO1A
ACO2
GTPBP1
MTOR
TSC22D2
FTSJ3
ATP6VOD1
RAB1A
FERMT3
UQCRH
TOR1AIP1
KPNA3
TIMM50
IRF2BP1
URB2
LNP
EIF4A3
ICT1
GLUD1
SARS?2
TRIP13
TBRG4
EXOC1
HK1
SNIP1
CTBP1
SPATAS
RABS5A
SLC25A6
NOL9
RAB35
NUBP2
ACSS?2
EXOSC2
PPIP5K2

1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,32
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35

0,07
0,15
0,07
0,15
0,07
0,14
0,06
0,12
0,14
0,12
0,13
0,08
0,14
0,15
0,10
0,11
0,21
0,12
0,11
0,11
0,18
0,10
0,15
0,10
0,05
0,13
0,09
0,18
0,05
0,04
0,11
0,01
0,11
0,20
0,07
0,13
0,09
0,12
0,08
0,07
0,14
0,02
0,05
0,04
0,08
0,09
0,06
0,15
0,10
0,19
0,24
0,14
0,17
0,10
0,12
0,11
0,12
0,18
0,11
0,05
0,11
0,10
0,08
0,06
0,12
0,12
0,08
0,04
0,12
0,04



P utative pre-mR NA-splicing factor ATP-dependent R NA helicase DHX16
Testis-expressed sequence 10 protein

Interferon-induced, double-stranded R NA-activated protein kinase
AF G 3-like protein 2

ATPase family AAA domain-containing protein 3B

P eroxisomal membrane protein PEX14

R eplication factor C subunit5

P entatricopeptide repeat-containing protein 1, mitochondrial
Ras-related protein Rap-2b

Negative elongation factor C /D

Lysophphatidylcholine acyltransferase 1

NudC domain-containing protein 1

Inner centromere protein

39S ribomal protein L17, mitochondrial

LIM and senescent cell antigen-like-containing domain protein 1
ATP synthase subunit delta, mitochondrial

ATPase family AAA domain-containing protein 3A

S olute carrier family 12 member 2

R ibe-phphate pyrophphokinase 2

Calcineurin B homologous protein 1

Cytochrome c oxidase protein 20 homolog

Signal peptidase complex subunit 1

D NA replication licensing factor MC V4

Casein kinase Il subunit alpha'

S erine palmitoyltransferase 1

ADP-dependent glucokinase

39S ribomal protein L4, mitochondrial

Casein kinase Il subunit beta

Methionine--tR NA ligase, cytoplas mic

Dipeptidyl peptidase 2

Cysteine protease ATG4B

Mediator of R NA polymerase Il trans cription s ubunit 10
General trans cription factor II-|

Ribomal protein S 6 kinase alpha-3

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U

Sin3 histone deacetylase corepressor complex componentSDS 3
Coailin

Triokinase/F MN cyclase

P utative peptidyl-tR NA hydrolase PTRHD 1

Protein ELYS

DNA-directed RNA polymerase lll subunitRPC1

Flotillin-2

3-hydroxyacyl-C oA dehydrogenase type-2

Cell division cycle protein 16 homolog

Vesicle-associated membrane protein-associated protein B/C
Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1

60S ribomal protein L7-like 1

HE AT repeat-containing protein 3

C C AAT /enhancer-binding protein zeta

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48

Hydroxys teroid dehydrogenas e-like protein 2

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX27

28S ribomal protein S 30, mitochondrial

Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial

Metaxin-1

Centrin-2

R eplication factor C subunit 2

Cleavage and polyadenylation specificity factor s ubunit 3
DDB1-and CUL4-associated factor 7

R uvB-like 1

Pyrroline-5-carboxylate reductase 1, mitochondrial

Myin light chain 4

Carbonyl reductase family member 4

Structural maintenance of chromomes flexible hinge domain-containing protein 1
Tyrine-protein kinase Tec

ADP -ribylation factor-like protein 2

Dnal homolog subfamily C member 3

Transmembrane protein 214

rR NA methyltransferase 1, mitochondrial

U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP 3
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DHX16
TEX10
EIF2AK2
AFG3L2
ATAD3B
X14
RFCS
PTCD1
RAP2B
NELFCD
LPCAT1
NUDCD1
INCENP
MRPL17
LIMS 1
ATP5D
ATAD3A
SLC12A2
PRPS?2
CHP1
C0OX20
SPCS1
MC M4
CSNK2A2
SPTLC1
ADPGK
MR P L4
CSNK2B
MAR S
DpPP7
ATG4B
ME D10
GTF2I
RPS6KA3
HNR NP U
SUDS3
COolL
TKFC
PTRHD1
AHCTF1
POLR3A
FLOT2

HSD17B10

CDC16
VAP B
FXR1
RPL7L1
HEATR3
CEBPZ
usp4g8
HSDL2
DDX27
MR PS 30
ALDH2
MT X1
CETN2
RFC2
CPSF3
DCAF7
RUVBL1
PYCR1
MY L4
CBR4
SMCHD1
TEC
ARL2
DNAJC3
TME M214
MR M1
IMP 3

1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,35
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,36
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38

0,11
0,16
0,09
0,11
0,09
0,06
0,03
0,09
0,10
0,15
0,08
0,11
0,16
0,10
0,04
0,10
0,21
0,08
0,22
0,10
0,13
0,14
0,08
0,04
0,05
0,11
0,23
0,06
0,09
0,27
0,13
0,02
0,08
0,15
0,13
0,16
0,18
0,15
0,15
0,01
0,16
0,04
0,12
0,07
0,08
0,11
0,11
0,14
0,10
0,13
0,17
0,19
0,14
0,05
0,12
0,14
0,13
0,17
0,14
0,11
0,12
0,04
0,12
0,23
0,18
0,13
0,12
0,12
0,06
0,15



R egulator of microtubule dynamics protein 3
P utative helicase MOV-10

Iron-res ponsive element-binding protein 2
Transforming protein R hoA

28S ribomal protein S 17, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit9
Aspartyl aminopeptidase

Tubulin beta-3 chain

Mitochondrial chaperone BCS 1

DNA dC->dU-editing enzyme APOBEC-3C
Myb-binding protein 1A

Mitochondrial fission process protein 1
Glutathione S -transferase theta-1
Nucleoplas min-3

Calcium hometasis endoplas mic reticulum protein

Transducin beta-like protein 2
R NA-binding protein 28

S orting nexin-9

Hexokinase-2

S erine/threonine-protein phphatase 2A 65 kDa regulatory subunit A beta is oform

Neutral alpha-glucidase AB

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase G
Prelamin-A/C

Citrate synthase, mitochondrial

Polycomb protein EED

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP5
Gluce-induced degradation protein 8 homolog
Telomere-associated protein RIF1
Heatshock 70 kDa protein 14

R NA 3'-terminal phphate cyclase-like protein
Transcription intermediary factor 1-beta
Golgin subfamily A member 3

E noyl-C oA delta isomerase 2, mitochondrial
NF-kappa-B-repressing factor

Carnitine O-palmitoyltransferase 2, mitochondrial

Nucleolar trans cription factor 1
Cytochrome c oxidase subunit 6C

S erine/threonine-protein phphatase 4 catalytic subunit

L-xylule reductase
Conserved oligomeric Golgi complex subunit 7

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor 4

E 3 ubiquitin-protein ligase TR IM33

3-hydroxyis obutyrate dehydrogenase, mitochondrial

Pre-mR NA-splicing factor 38A

G 2/mitotic-s pecific cyclin-B2
Lysome-associated membrane glycoprotein 2
Mitochondrial Rho GTPase 1

39S ribomal protein L11, mitochondrial

3-hydroxyis obutyryl-C oA hydrolase, mitochondrial

S odium-dependent multivitamin trans porter
Polymerase | and transcript release factor
ATP-dependent R NA helicase DDX50

E longation factor Tu, mitochondrial

Threonylcarbamoyladenine tR NA methylthiotransferase

DNA topoisomerase 2-alpha

Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-oxoglutarate dehy

39S ribomal protein L47, mitochondrial
Mannyl-oligaccharide glucidase

Structural maintenance of chromomes protein 6
P rotein FAM98B

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1
Leucine-rich repeatand calponin homology domain-containing protein 4

Ubiquitin/IS G 15-conjugating enzyme E2 L6
BET1 homolog

P rotein RRP5 homolog

Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial
Cytolic 5'-nucleotidase 3A

3-ketoacyl-C oA thiolase, mitochondrial

Mitochondrial-processing peptidase subunit beta

ER membrane protein complex subunit 1
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RMDN3
MO V10
IREB2
RHOA
MRPS17
UQCR10
DNP
TUBB3
BCS1L
APOBEC3C
MYBBP 1A
MTFP1
GSTT1
NP M3
CHERP
TBL2
RBM28
S NX9
HK2
PPP2R1B
GANAB
PPIG
LMNA
Cs
EED
FKBPS
GID8
RIF1
HSPA14
RCL1
TRIM28
GOLGA3
ECI2
NKRF
CPT2
UBTF
COXe6C
PPPA4C
DCXR
C0G7
NDUFAF4
TRIM33
HIBADH
PRPF38A
CCNB2
LAMP 2
RHOT1
MRPL11
HIBCH
SLC5A6
PTRF
DDX50
TUFM
CDKAL1
TOP2A
DLST
MR P L47
MOGS
SMC6
FAMO8B
PLOD1
LRCH4
UBE2L6
BET1
PDCD11
DLD
NT5C3A
ACAA2
PMPCB
EMC1

1,38
1,38
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,40
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,41
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42
1,42

0,12
0,10
0,07
0,07
0,03
0,13
0,17
0,06
0,14
0,07
0,11
0,27
0,05
0,03
0,17
0,19
0,09
0,18
0,16
0,21
0,13
0,21
0,25
0,10
0,25
0,08
0,12
0,11
0,12
0,11
0,17
0,08
0,14
0,16
0,07
0,15
0,10
0,14
0,24
0,07
0,02
0,05
0,09
0,25
0,11
0,03
0,14
0,11
0,11
0,16
0,06
0,16
0,03
0,15
0,20
0,05
0,20
0,08
0,13
0,24
0,16
0,11
0,14
0,10
0,04
0,10
0,13
0,07
0,09
0,08



Mimitin, mitochondrial

28S ribomal protein S 14, mitochondrial

Mitochondrial intermembrane space import and assembly protein 40
Kinesin-like protein KIF23

Cohesin subunit S A-1

Tyrine-protein phphatase non-receptor type 1

Pyruvate dehydrogenase protein X component, mitochondrial
Diphphomevalonate decarboxylase

WD repeat-containing protein 48

R NA-binding protein PNO 1

Mitochondrial Rho GTPase 2

Polymerase delta-interacting protein 2

Mitofus in-1

Thioredoxin reductase 2, mitochondrial

DNA-directed R NA polymerase I subunit R P A43

Kinase D-interacting substrate of 220 kDa

Diacylglycerol kinase zeta

P eroxisomal membrane protein P MP 34

WD repeat-containing protein 44

ATP-dependent R NA helicase DDX55

Guanine nucleotide-binding protein-like 3

Integrin beta-1

FAD-dependent oxidoreductase domain-containing protein 1
P hphatidate cytidylyltransferase, mitochondrial

Pre-mR NA-processing-splicing factor 8

DnalJ homolog subfamily B member 11
NAD-dependent malic enzyme, mitochondrial

S phingolipid delta(4)-desaturase DES 1

tR NA pseudouridine synthase A, mitochondrial
Acyl-coenzyme A thioesterase 13

Nucleoporin NUP 53

ADP /ATP translocase 1

Death-inducer obliterator 1

Ribomal protein S 6 kinase alpha-2

S erine/threonine-protein kinase tous led-like 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2
P rotein BUD31 homolog

Mediator of DNA damage checkpoint protein 1
Ras-related protein R al-B

Microtubule-associated protein 1S

D-3-phphoglycerate dehydrogenase

Double-stranded R NA-s pecific adenine deaminase

P umilio domain-containing protein KIAA0020

MIC complex subunit MIC 27

THO complex subunit 1

Uridine-cytidine kinase 2

Syntenin-1

Presequence protease, mitochondrial

Serpin B9

Cytochrome b-c1 complex subunit R ieske, mitochondrial
DDB1-and CUL4-associated factor 13

P rotein KR 11 homolog

Transcription intermediary factor 1-alpha

Poly [ADP-ribe] polymerase 1

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunitalpha, mitochondrial
Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A
Kinetochore protein S pc25

G patch domain-containing protein 2

FAD synthase

Negative elongation factor A

Bifunctional coenzyme A synthase

Sister chromatid cohesion protein PDS 5 homolog A

P entatricopeptide repeat domain-containing protein 3, mitochondrial
N-acetyltransferase 10

Centromere protein Q

Flotillin-1

Acyl-coenzyme A thioesterase 9, mitochondrial

60 kDa heatshock protein, mitochondrial

DNA mismatch repair protein Ms h6

Ribome biogenesis protein BR X1 homolog
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NDUFAF2
MRPS 14
CHCHD4
KIF23
STAG1
PTPN1
PDHX
MVD
WDR48
PNO1
RHOT2
POLDIP2
MF N1
TXNRD?2
TWISTNB
KIDINS 220
DGKZ
SLC25A17
WDR44
DDX55
GNL3
ITGB1
FOXRED1
TAMMAL
PRPF8
DNAJB11
ME 2
DEGS1
PUS1
ACOT13
NUP 35
SLC25A4
DIbO1
RPS6KA2
TLK1
HNRNPUL2
BUD31
MDC 1
RALB
MAP 1S
PHGDH
ADAR
KIAA0020
APOOL
THOC1
Uck2
SDCBP
PITR M1
SERPINBYS
UQCRFS1
DCAF13
KRI1
TRIM24
PARP1
IDH3A
ZC3H11A
SPC25
GPATCH2
FLAD1
NELFA
COASY
PDS5A
PTCD3
NAT10
CENPQ
FLOT1
ACOT9
HSPD1
MS H6
BRIX1

1,42
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,43
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,44
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,45
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46
1,46

0,08
0,09
0,10
0,11
0,22
0,16
0,08
0,06
0,19
0,21
0,11
0,06
0,18
0,11
0,02
0,10
0,13
0,10
0,24
0,09
0,08
0,22
0,26
0,12
0,12
0,09
0,07
0,24
0,25
0,09
0,32
0,19
0,03
0,17
0,12
0,11
0,25
0,06
0,06
0,05
0,10
0,16
0,05
0,11
0,17
0,09
0,20
0,14
0,14
0,20
0,20
0,19
0,23
0,19
0,12
0,12
0,06
0,16
0,22
0,16
0,14
0,13
0,10
0,10
0,19
0,15
0,11
0,10
0,18
0,07



Cytochrome c oxidase assembly factor 7

S uccinyl-C oA ligase [ADP -forming] s ubunit beta, mitochondrial
Lysine-s pecific demethylase 3B

Ribonucleoprotein PTB-binding 1

Methyltrans feras e-like protein 17, mitochondrial

R NA polymerase Il subunit A C-terminal domain phphatase
Vacuolar protein sorting-associated protein 45

Metaxin-2

S erine/threonine-protein phphatase P GAMS5, mitochondrial
Multiple myeloma tumor-associated protein 2

P rotein phphatase 1F

O-acetyl-ADP-ribe deacetylase MACROD1

Translation initiation factor IF-2, mitochondrial

WD repeat-containing protein 75

NAD P H:adrenodoxin oxidoreductase, mitochondrial

GrpE protein homolog 1, mitochondrial

39S ribomal protein L49, mitochondrial

Origin recognition complex subunit 3

DnalJ homolog subfamily A member 3, mitochondrial
ATP-dependent 6-phphofructokinase, liver type

ADP /ATP translocase 2

HE AT repeat-containing protein 1

NAD (P) trans hydrogenase, mitochondrial

Isochorismatase domain-containing protein 2

Nucleolar protein 58

Microprocessor complex subunit DGCR 8

DNA-directed R NA polymerases |, Il, and Il subunit RPABC 3
Membrane-associated progesterone receptor component 2
Transmembrane protein 33

Telomere length regulation protein TE L2 homolog
Nucleolar protein 8

Calnexin

GrpE protein homolog 2, mitochondrial

Malate dehydrogenase, mitochondrial

FACT complex subunitSSRP1

WD repeat-containing protein 46

Probable asparagine--tR NA ligase, mitochondrial

39S ribomal protein L1, mitochondrial

Cysteine desulfurase, mitochondrial

Aurora kinase B

39S ribomal protein L9, mitochondrial
3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase, mitochondrial
Methylcrotonoyl-C oA carboxylase subunit alpha, mitochondrial
Kinesin-like protein KIF2A

Charged multivesicular body protein 4b

R NA-binding protein 12

Ataxin-3

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit beta, mitochondrial
U3 small nucleolar R NA-associated protein 6 homolog

E xportin-6

Transcription factor S p1

P rotein regulator of cytokinesis 1

DNA-dependent protein kinase catalytic subunit

P eroxisomal multifunctional enzyme type 2

Centromere protein V

Pyruvate dehydrogenase E1 componentsubunitalpha, somatic form, mitochondri

P hphatidate cytidylyltransferase 2

Guanine nucleotide-binding protein G()/G(S)/G(0) subunitgamma-5

28S ribomal protein S 5, mitochondrial

Mitochondrial importinner membrane translocase subunit TIM16

WD repeat-containing protein 36
Alkyldihydroxyacetonephphate synthase, peroxisomal
Programmed cell death protein 6

rR NA-processing protein UTP 23 homolog

Lanterol 14-alpha demethylase

Oxygen-dependent coproporphyrinogen-Ill oxidase, mitochondrial

WASH complex subunit strumpellin

R NA-binding protein with serine-rich domain 1

Cleavage and polyadenylation specificity factor s ubunit 4
MIC complex subunit MIC 60
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COA7
SUCLA2
KDM3B
RAVER1
METTL17
CTDP1
VPS45
MT X2
PGAMS
MMT AG 2
PP MI1F
MACROD1
MTIF 2
WDR75
FDXR
GRL1
MR P L49
ORC3
DNAJA3
PFKL
SLC25A5
HEATR1
NNT
ISOC2
NOP58
DGCRS8
POLR2H
PGRMC2
TME M33
TELO2
NOL8
CANX
GRL2
MD H?2
SSRP1
WDR46
NARS 2
MRPL1
NFS1
AURKB
MR P L9
OXSM
MCCC1
KIF2A
CHMP 4B
RBM12
ATXN3
IDH3B
uTpPe
XPO6
SP1
PRC1
PRKDC
HSD17B4
CENPV
PDHA1
CDS2
GNG5
MR PS5
PAM16
WDR36
AGPS
PDCD6
UTP23
CYP51A1
CPOX
KIAA0196
RNPS1
CPSF4
IMMT

1,46
1,46
1,46
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,47
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,48
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,49
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,50
1,51
1,51
1,51
1,51
1,51
1,51
1,51
1,51
1,51

0,18
0,20
0,21
0,12
0,14
0,12
0,02
0,22
0,16
0,08
0,22
0,17
0,21
0,14
0,17
0,26
0,13
0,09
0,22
0,18
0,26
0,05
0,10
0,09
0,19
0,18
0,03
0,22
0,21
0,07
0,08
0,26
0,30
0,13
0,05
0,15
0,12
0,15
0,03
0,21
0,06
0,07
0,05
0,19
0,04
0,18
0,14
0,06
0,11
0,19
0,35
0,25
0,09
0,09
0,10
0,12
0,10
0,15
0,13
0,15
0,11
0,13
0,11
0,26
0,32
0,17
0,12
0,40
0,02
0,14



Acyl-coenzyme A thioesterase 8

Nodal modulator 2

Ribome biogenesis protein BMS 1 homolog

P utative ATP-dependent R NA helicase DHX30
Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial
Transmembrane emp24 domain-containing protein 9
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 7
Mitochondrial inner membrane protein O XA1L
Probable ATP-dependent R NA helicase DHX40
General trans cription factor IIE subunit 1

Ras-related protein Rab-21

THO complex subunit 2

39S ribomal protein L35, mitochondrial
Transformer-2 protein homolog beta

Lanterol synthase

Thiulfate sulfurtransferase

P hphatidylinitide phphatase SAC1

R NA-binding protein 5

Kynureninase

E poxide hydrolase 1

Exome complex component RR P40

R eplication factor C subunit 1

Cytochrome b5 type B

NAD H-ubiquinone oxidoreductase chain 5
Uncharacterized protein C110rf98

ER membrane protein complex subunit 3

28S ribomal protein S 22, mitochondrial

39S ribomal protein L44, mitochondrial

Mitochondrial glutamate carrier 1

P eriodic tryptophan protein 2 homolog
Galactokinase

Intercellular adhesion molecule 1

TAR DNA-binding protein 43

K eratin, type | cytkeletal 18

Synembryn-A

S ynaptogyrin-2

Trifunctional enzyme subunit alpha, mitochondrial
Abhydrolase domain-containing protein 16A

ATP synthase subunits-like protein

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 6
E lectron transfer flavoprotein s ubunit beta

rR NA 2'-O-methyltrans feras e fibrillarin

R egulator of microtubule dynamics protein 2
Oxysterol-binding protein-related protein 8

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha
Nucleolar GTP-binding protein 2

C hitinase domain-containing protein 1

Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] s ubunit beta, mitochondrial
R emodeling and spacing factor 1

Heterochromatin protein 1-binding protein 3

Ribomal L1 domain-containing protein 1
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralarl
General trans cription factor 3C polypeptide 4

Lariat debranching enzyme

39S ribomal protein L39, mitochondrial

PHD finger protein 14

ATP synthase subunitgamma, mitochondrial
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3
P ericentriolar material 1 protein

ATP-dependent RNA helicase DDX18

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5

DNA topoisomerase 2-beta

Gem-associated protein 4

Hydroxymethylglutaryl-C oA lyase, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-s ulfur protein 2, mitochondrial

Baculoviral IAP repeat-containing protein 6
28S ribomal protein S 29, mitochondrial
O rnithine aminotransferase, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-s ulfur protein 7, mitochondrial

ER membrane protein complex subunit 8
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ACOT8
NOMO 2
BMS 1
DHX30
LRPPRC
TMED9
NDUFA7
OXA1L
DHX40
GTF2E1
RAB21
THOC2
MR P L35
TRA2B
LSS
TST
SACMI1L
R BMS
KYNU
EPHX1
EXOSC3
RFC1
CYB5B
MT-ND5
C110rfo8
EMC3
MRPS 22
MR PL44
SLC25A22
PWP2
GALK1
IC AM1
TARDBP
KRT18
RIC 8A
SYNGR2
HAD HA
ABHD 16A
ATPSSL
NDUFA6
ETFB
FBL
R MDN2
OSBPL8
GNAQ
GNL2
CHID1
SUCLG2
RSF1
HP1BP3
RSL1D1
SLC25A12
GTF3C4
DBR1
MR PL39
PHF14
ATP5C1
VDAC3
PCM1L
DDX18
UBAS
TOP28B
GE MIN4
HMGCL
NDUFS?2
BIRC6E
DAP3
OAT
NDUFS7
EMC8

1,51
1,51
1,51
1,51
1,51
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,52
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,53
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,54
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,55
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,56
1,57

0,06
0,13
0,10
0,04
0,06
0,17
0,17
0,18
0,17
0,25
0,05
0,17
0,28
0,23
0,11
0,14
0,13
0,13
0,31
0,06
0,18
0,18
0,17
0,06
0,24
0,15
0,05
0,09
0,14
0,03
0,25
0,14
0,15
0,30
0,15
0,17
0,10
0,07
0,30
0,25
0,18
0,15
0,18
0,21
0,08
0,15
0,25
0,13
0,13
0,22
0,19
0,11
0,11
0,23
0,01
0,14
0,08
0,11
0,14
0,21
0,09
0,42
0,07
0,15
0,19
0,20
0,11
0,15
0,13
0,13



Anaphase-promoting complex subunit 4

Tubulin-s pecific chaperone E

S erine hydroxymethyltrans ferase, mitochondrial

Xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1

Mitochondrial ribonuclease P protein 1

1-phphatidylinitol 4,5-bis phphate phphodiesterase beta-3
Pyruvate dehydrogenase E1 componentsubunit beta, mitochondrial
P eriodic tryptophan protein 1 homolog
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-C oA isomerase, mitochondrial
Sister chromatid cohesion protein PDS 5 homolog B
Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitochondrial

Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial

Mitochondrial importinner membrane translocase subunit Tim9
P rotein furry homolog-like

Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial

Aladin

Ras-related protein Rab-5C

Signal peptidase complex catalytic subunitSEC11A
Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2

39S ribomal protein L43, mitochondrial

P rohibitin

Translation machinery-associated protein 16

NADP H--cytochrome P 450 reductase

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 8
Lipid droplet-associated hydrolase

S hort/branched chain s pecific acyl-C oA dehydrogenase, mitochondrial

Mitochondrial ribonuclease P protein 3
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase
Nucleolar protein 10

E xportin-7

28S ribomal protein S 23, mitochondrial
P lakophilin-3

39S ribomal protein L21, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit9, mitochondrial

Cyclin-dependent kinase 2
ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 5

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein s ubunit, mitochondrial

Copine-1

Protein FAM210B

Deoxycytidylate deaminase

Cytochrome c oxidase subunit 7A-related protein, mitochondrial
Tuftelin-interacting protein 11

CD81 antigen

Synaptomal-associated protein 23
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial
Estradiol 17-beta-dehydrogenase 11
Volume-regulated anion channel subunit LRR C 8A
Inorganic pyrophphatase 2, mitochondrial

MIC complex subunit MIC 19

Glycine cleavage system H protein, mitochondrial
39S ribomal protein L24, mitochondrial
Heatshock 70 kDa protein 13

Cytokine receptor-like factor 3

ATP synthase subunita

3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

C oiled-coil domain-containing protein 97

39S ribomal protein L15, mitochondrial
Thioredoxin-related transmembrane protein 1
ATP synthase subunitd, mitochondrial
Heatshock protein 75 kDa, mitochondrial
Translocation protein SEC63 homolog

Nuclear pore complex protein Nup155

Enoyl-C oA hydratase, mitochondrial

28S ribomal protein S 2, mitochondrial

Nuclear pore complex protein Nup85

Ras-related C 3 botulinum toxin substrate 2
Mitochondrial intermediate peptidase

ATP synthase subunitalpha, mitochondrial
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 1
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ANAPC4
TBCE
SHMT?2
XPR1
TRMT10C
PLCB3
PDHB
PWP1
ECH1
PDS5B
COX5B
ALDH1B1
TIMMS
FRYL
UQCRC2
AAAS
RAB5C
SEC11A
SLC25A13
MRPL43
PHB
TMA16
POR
NDUFA8
LDAH
ACADS B
KIAA0391
ALDH18A1
NOL10
XPO7
MRPS 23
PKP3
MRPL21
NDUFA9
CDK?2
ATP5)]
NDUFAS5
SDHA
CPNE1
FAM210B
DCTD
COX7A2L
TFIP11
cD81
SNAP23
HADH
HSD17B11
LRRC8A
PPA2
CHCHD3
GCSH
MR PL24
HSPA13
CRLF3
MT-ATP6
MPST
cCcDbCo7
MRPL15
TMX1
ATP5H
TRAP1
SEC63
NUP 155
ECHS1
MRPS 2
NUP 85
RAC?2
MIP
ATP5A1
uQacci

1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,57
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,58
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,59
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,60
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61
1,61

0,02
0,22
0,04
0,15
0,15
0,13
0,13
0,26
0,15
0,13
0,10
0,02
0,39
0,13
0,08
0,12
0,21
0,34
0,13
0,22
0,15
0,11
0,14
0,36
0,24
0,18
0,15
0,09
0,39
0,13
0,10
0,07
0,03
0,45
0,12
0,16
0,12
0,11
0,11
0,06
0,17
0,16
0,13
0,07
0,36
0,18
0,10
0,21
0,12
0,17
0,14
0,23
0,30
0,18
0,20
0,15
0,12
0,08
0,24
0,19
0,06
0,31
0,11
0,11
0,13
0,21
0,23
0,19
0,04
0,26



Single-stranded DNA-binding protein, mitochondrial

U3 small nucleolar R NA-associated protein 15 homolog

R NA 3'-terminal phphate cyclase

Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex assembly factor 2
Isoleucine--tR NA ligase, mitochondrial

Probable ATP-dependent R NA helicase DDX10

DNA polymerase epsilon subunit 2

NADH dehydrogenase [ubiguinone] iron-s ulfur protein 3, mitochondrial
THO complex subunit 7 homolog

E xtended synaptotagmin-1

ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial
Mitochondrial-processing peptidase subunit alpha

39S ribomal protein L41, mitochondrial

Transducin beta-like protein 3

Nuclear pore complex protein Nup205

P robable arginine--tR NA ligase, mitochondrial

S erine/threonine-protein kinase VRK 1

Trypsin-1

Signal recognition particle receptor s ubunit beta

28S ribomal protein S 28, mitochondrial

Bifunctional methylenetetrahydrofolate dehydrogenase/cyclohydrolase, mitochond
H/AC A ribonucleoprotein complex subunit 1

O pioid growth factor receptor

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like

Acylglycerol kinase, mitochondrial

[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)] kinase isozyme 1, mitochondrial
Methyl-C pG-binding domain protein 3

WD repeat-containing protein 26

ATP synthase subunit beta, mitochondrial

Sideroflexin-1

Probable 28S rR NA (cytine-C (5))-methyltransferase

S erine/threonine-protein kinase PLK 1

ATP synthase subunitf, mitochondrial

P rotein unc-45 homolog A

ATP synthase subunit O, mitochondrial

Plasma membrane calcium-trans porting ATPase 1

Centromere protein O

P eptidyl-prolyl cis-trans isomerase F, mitochondrial

S hort-chain specific acyl-C oA dehydrogenase, mitochondrial
Tyryl-DNA phphodiesterase 2

High mobility group nucleome-binding domain-containing protein 4
NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta subcomplex subunit 10
Cytochrome b-c1 complex subunit 8

ATP-dependent RNA helicase SUPV3L1, mitochondrial

28S ribomal protein S 34, mitochondrial

Lipoamide acyltransferase component of branched-chain alpha-keto acid dehydro
NADH dehydrogenase [ubiguinone] flavoprotein 2, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 4, mitochondrial
Lysomal-associated transmembrane protein 5

28S ribomal protein S 9, mitochondrial

Glycerol-3-phphate dehydrogenase, mitochondrial

Tricarboxylate trans port protein, mitochondrial

P rotein kinase C beta type

2-oxoglutarate dehydrogenase, mitochondrial

LETM1 and E F-hand domain-containing protein 1, mitochondrial

S arcoplasmic/endoplas mic reticulum calcium ATPase 2

Lon protease homolog, mitochondrial

Medium-chain s pecific acyl-C oA dehydrogenase, mitochondrial

39S ribomal protein L55, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 11, mitochondrial
P hphate carrier protein, mitochondrial

Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1

Zinc transporter SLC39A7

Growth arrestand DNA damage-inducible proteins-interacting protein 1
Acetyl-coenzyme A trans porter 1

D NA topoisomerase 1

Coronin-7

6-phphofructo-2-kinas e/fructe-2,6-bis phphatase 4

Tyrine--tR NA ligase, mitochondrial

Ufm1-s pecific protease 2
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SSBP1
UTpP15
RTCA
uQccz
IARS 2
DDX10
POLE2
NDUFS3
THOC7
ESYT1
ATP5F1
PMPCA
MRPL4T
TBL3
NUP 205
RARS?2
VRK1
PRSS1
SRPRB
MRPS 28
MTHFD?2
GAR1
OGFR
HNRNPLL
AGK
PDK1
MBD3
WDR 26
ATP5B
SEXN1
NS UNS
PLK1
ATP5])2
UNC45A
ATP50
ATP2B1
CENPO
PPIF
ACADS
TDP2
HMG N4
NDUFB10
uQcCcrQ
SUPV3L1
MRPS 34
DBT
NDUFV2
NDUFS 4
LAPTMS5
MRPS9
GPD2
SLC25A1
PRKCB
OGDH
LETML
ATP2A2
LONP1
ACADM
MR PL55
NDUFB11
SLC25A3
SLC25A24
SLC39A7
GADD45GIP1
SLC33A1
TOP1
CORO7
PFKFB4
YARS 2
UFSP2

1,61
1,61
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,62
1,63
1,63
1,63
1,63
1,63
1,63
1,63
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,64
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,65
1,66
1,66
1,66
1,66
1,66
1,66
1,66
1,67
1,67
1,67
1,67
1,67
1,67
1,68
1,68
1,68
1,68
1,68
1,68
1,69
1,69
1,69
1,70
1,70
1,70

0,21
0,05
0,08
0,17
0,14
0,17
0,26
0,11
0,23
0,20
0,13
0,11
0,07
0,12
0,17
0,17
0,21
0,07
0,17
0,18
0,10
0,09
0,14
0,10
0,22
0,26
0,06
0,18
0,05
0,10
0,26
0,11
0,08
0,06
0,15
0,06
0,49
0,24
0,22
0,17
0,42
0,21
0,10
0,14
0,19
0,27
0,27
0,10
0,15
0,11
0,18
0,17
0,04
0,03
0,16
0,21
0,06
0,12
0,26
0,25
0,17
0,11
0,25
0,15
0,27
0,41
0,15
0,12
0,15
0,29



R eticulon-4

Zinc finger CCHC domain-containing protein 8

28S ribomal protein S 6, mitochondrial

NF U1 iron-sulfur cluster scaffold homolog, mitochondrial
Nicastrin

WD repeat-containing protein 82

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 2

Cellular nucleic acid-binding protein

Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
Translocon-associated protein subunit delta

Transcription factor A, mitochondrial

Plexin-B2

P rohibitin-2

Oligaccharyltransferase complex subunit TC

RWD domain-containing protein 1

Acyl-C oA dehydrogenase family member 9, mitochondrial
Arginase-2, mitochondrial

Thioredoxin, mitochondrial

39S ribomal protein L48, mitochondrial

P olyribonucleotide nucleotidyltransferase 1, mitochondrial
Nucleolar protein 56

1-acyl-sn-glycerol-3-phphate acyltransferase alpha

P rotein NipS nap homolog 2

Prtaglandin E synthase 2

NADH-cytochrome b5 reductase 3

Tetratricopeptide repeat protein 19, mitochondrial

P AX3- and P AX7-binding protein 1

28S ribomal protein S 27, mitochondrial

Cateye syndrome critical region protein 2

Translocation protein SEC62

ATPase family AAA domain-containing protein 2
2,4-dienoyl-C oA reductase, mitochondrial
7-dehydrocholesterol reductase

Chromodomain-helicas e-D NA-binding protein 1-like
Integrator complex subunit 3

Actin-binding protein anillin

Acyl-coenzyme A synthetase ACS M3, mitochondrial

P rotein NipS nap homolog 3A

S uperoxide dismutase [Mn], mitochondrial

Cytochrome c oxidase subunit 7A2, mitochondrial
GTP:AMP phphotransferase AK3, mitochondrial

Ribomal protein 63, mitochondrial

ES 1 protein homolog, mitochondrial

S tomatin-like protein 2, mitochondrial

Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1
Polyprenol reductase

NADH dehydrogenase [ubiguinone] 1 beta subcomplex subunit 4
C oiled-coil domain-containing protein 47

Ras-related protein Rab-10

Methyltrans feras e-like protein 7A

Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial
Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase subunit DAD 1
Isocitrate dehydrogenase [NADP ], mitochondrial
Micromal glutathione S -transferase 2

CAAX prenyl protease 1 homolog

Malectin

Transmembrane protein 43

C harged multivesicular body protein 2a

tR NA modification GTPase GTPBP 3, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 13
Cytochrome c oxidase subunit 7C, mitochondrial

P hphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial
28S ribomal protein S 11, mitochondrial

Tyrine-protein kinase BAZ1B

Histone H2A.Z

Centromal protein of 170 kDa

P hphatidylglycerophphatase and protein-tyrine phphatase 1
Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 10
Cytochrome b-c1 complex subunit 7

Catechol O-methyltransferase
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RTN4
ZCCHC8
MRPS 6

NFU1
NCSTN
WDR 82
CISD2

CNBP
VDAC1

SSR4

TFAM
PLXNB2

PHB2

0STC
RWDD1

ACAD9

ARG2

TXN2
MR PL48
PNPT1
NOP56
AGPAT1

GBAS
PTGES?2
CYBSR3
TTC19
PAXBP 1
MRPS27
CECR2
SEC62
ATAD?2
DECR1
DHCR7
CHD1L

INTS 3

ANLN
ACS M3

NIPS NAP 3A

SOD2
COX7A2

AK3
MRPLS57
C21orf33
STOML2
VKORC1
SRD5A3
NDUFB4
ccbc47
RAB10
METTL7A
PRDX3

DAD1

IDH2
MGST2

ZMPSTE 24

MLE C
TME M43
CHMP 2A
GTPBP3
NDUFA13
COX7C

PCK2
MRPS11
BAZ1B
H2AFZ
CEP170
PTPMT1
ADAM10
UQCRB
comMT

1,70
1,70
1,70
1,70
1,71
1,71
1,71
1,71
1,72
1,72
1,72
1,72
1,72
1,73
1,73
1,73
1,73
1,73
1,73
1,74
1,74
1,74
1,74
1,75
1,75
1,75
1,75
1,75
1,75
1,75
1,76
1,76
1,76
1,77
1,77
1,77
1,77
1,77
1,78
1,79
1,80
1,80
1,80
1,80
1,80
1,80
1,80
1,80
1,81
1,81
1,81
1,81
1,81
1,81
1,82
1,82
1,82
1,82
1,83
1,83
1,83
1,85
1,85
1,85
1,85
1,85
1,85
1,85
1,85
1,85

0,15
0,15
0,15
0,05
0,17
0,27
0,23
0,30
0,04
0,32
0,09
0,32
0,14
0,09
0,24
0,24
0,10
0,49
0,08
0,20
0,08
0,17
0,10
0,26
0,22
0,40
0,21
0,07
0,37
0,03
0,58
0,09
0,37
0,15
0,37
0,49
0,31
0,07
0,40
0,09
0,16
0,11
0,15
0,12
0,43
0,28
0,32
0,57
0,21
0,25
0,11
0,23
0,18
0,34
0,10
0,29
0,20
0,16
0,10
0,10
0,16
0,19
0,33
0,30
0,56
0,10
0,06
0,32
0,22
0,18



Transmembrane protein 147

Chromome alignment-maintaining phphoprotein 1

28S ribomal protein S 10, mitochondrial

Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
GPltransamidase componentPIG-T

Acidic leucine-rich nuclear phphoprotein 32 family member E
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex subunit 10
R ap guanine nucleotide exchange factor 6

39S ribomal protein L46, mitochondrial

28S ribomal protein S 33, mitochondrial

Ras-related protein Rab-27A

10 kDa heat shock protein, mitochondrial
Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogena
Tether containing UBX domain for GLUT4

Ankyrin repeat domain-containing protein 27
Transmembrane protein 109

Cysteine and glycine-rich protein 1

Tumor necris factor receptor type 1-associated DE ATH domain protein
Nicotinamide/nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase 1
As partate--tR NA ligase, mitochondrial
Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase subunit 1
39S ribomal protein L13, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-s ulfur protein 5
Unconventional myin-XIX

39S ribomal protein L3, mitochondrial

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme ATG7

Ras-related protein Rap-1b

Fatty acyl-C oA reductase 1

Signal peptidase complex subunit 3

3-keto-s teroid reductase

Ligand-dependent nuclear receptor-interacting factor 1

ATP synthase subunit g, mitochondrial

NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 8, mitochondrial
Lamin-B receptor

Signal peptidase complex subunit 2

Nuclear pore membrane glycoprotein 210

SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 2

Zinc finger protein 512

Micromal glutathione S-transferase 1

Transcription factor p65

Transmembrane protein 70, mitochondrial

Origin recognition complex subunit 4

Sorting and assembly machinery component 50 homolog
Alpha-adducin

Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial
Translocon-associated protein subunit gamma
Acylamino-acid-releasing enzyme

Derlin-1

Estradiol 17-beta-dehydrogenase 8

Histone H2A type 1-B fE

Core histone macro-H2A.1
Choline/ethanolaminephphotransferase 1

Putative tRNA pseudouridine synthase Pus10
Very-long-chain (3R)-3-hydroxyacyl-C oA dehydratase 3
Catechol O-methyltransferase domain-containing protein 1
Nicalin

Hypermethylated in cancer 2 protein

Interferon-stimulated 20 kDa exonuclease-like 2

Protein RMD5 homolog A

Tonsoku-like protein

Dehydrogenase/reductase SDR family member 7

Very long-chain acyl-C oA synthetase
Long-chain-fatty-acid--C oA ligase 4

E 3 ubiquitin-protein ligase RNF185

Transmembrane emp24 domain-containing protein 5
Long-chain-fatty-acid--C oA ligase 3

Lysophpholipid acyltransferase 7

Crooked neck-like protein 1
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TME M147
CHAMP1
MRPS 10
VDAC?2
PIGT
ANP 32E
NDUFA10
RAPGEF6
MR P L46
MRPS 33
RAB27A
HS 1
DLAT
ASPSCR1
ANKR D27
TME M109
CSRP1
TRADD
NMNAT 1
DARS?2
RPN1
MRPL13
NDUFS5
MYO 19
MR P L3
ATG7
RAP1B
FAR1
SPCS3
HSD17B7
LRIF1
ATP5L
NDUFS8
LBR
SPCS2
NUP210
SRGAP2
ZNF512
MGST1
RELA
TMEM70
ORC4
SAMMS0
ADD1
BCAT2
SSR3
AH
DERL1
HSD17B8
HIST1H2AB
H2AFY
CEPT1
PUS10
HACD3
COMTD1
NCLN
HIC2
ISG20L2
RMND5A
TONSL
DHRS7
SLC27A2
ACSL4
RNF185
TMED5
ACSL3
MBOAT?7
CRNKL1

1,85
1,86
1,87
1,87
1,87
1,88
1,88
1,88
1,88
1,89
1,90
1,90
1,91
1,92
1,92
1,92
1,92
1,92
1,93
1,93
1,94
1,94
1,95
1,95
1,95
1,96
1,96
1,97
1,98
1,98
1,99
2,01
2,02
2,04
2,04
2,04
2,06
2,07
2,07
2,07
2,09
2,10
2,12
2,13
2,13
2,13
2,13
2,14
2,14
2,17
2,18
2,18
2,18
2,19
2,19
2,19
2,20
2,20
2,20
2,20
2,20
2,21
2,23
2,23
2,23
2,24
2,24
2,27

0,27
0,27
0,09
0,05
0,20
0,03
0,29
0,10
0,12
0,17
0,19
0,62
0,10
0,37
0,38
0,35
0,33
0,15
0,30
0,21
0,23
0,03
0,08
0,20
0,24
0,48
0,12
0,49
0,26
0,26
0,22
0,07
0,24
0,25
0,29
0,38
0,95
0,40
0,47
0,17
0,27
0,25
0,12
0,69
0,17
0,35
0,39
0,33
0,44
0,76
0,65
0,34
0,63
0,24
0,28
0,45
0,41
0,66
0,46
0,32
0,31
0,28
0,29
0,65
0,07
0,29
0,11
0,28



Probable ATP-dependent RNA helicase DHX37
Very-long-chain enoyl-C oA reductase

Histone H1x

Translocon-associated protein subunit alpha
Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase subunit STT3A
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2

Pre-mR NA-splicing factor ISY1 homolog

Nucleolar complex protein 4 homolog

Ceramide synthase 2

Histone H2B type 1-L

39S ribomal protein L19, mitochondrial

60S ribome subunit biogenesis protein NIP7 homolog

Protein lin-54 homolog
Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase 48 kDa subunit
PHD finger protein 6

Histone H4

Dolichyl-diphphooligaccharide--protein glycyltransferase subunit 2
Putative E3 ubiquitin-protein ligase UBR7

Manne-P-dolichol utilization defect 1 protein

Spindle assembly abnormal protein 6 homolog
Uncharacterized protein C 1orf167

Serine palmitoyltransferase 2

Histone H2B type 1-K

Transmembrane protein 41A

Sarcoplasmic/endoplas mic reticulum calcium ATPase 3
NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4
Sodium-dependent phphate transporter 1

Protein kish-A

Extended synaptotagmin-2

Ammonium transporter Rh type A

Acyl-CoA desaturase

Histone H2AX

Lactadherin

Protein pelota homolog

Histone H3.3

Cyclin-dependent kinase 11A

MIC complex subunit MIC 26

Histone H1.4

Solute carrier family 2, facilitated gluce transporter member 1
Exocyst complex component 2

Growth/differentiation factor 15

Sequestome-1

Solute carrier family 2, facilitated gluce transporter member 14

DHX37
TECR
H1FX
SSR1
STT3A
MT-ND2
ISY1
NOCA4L
CERS2
HIST1H2BL
MRPL19
NIP7
LIN54
DDOST
PHF6
HIST1H4A
RPN2
UBR7
MPDU1
SASS6
Clorf167
SPTLC2
HIST1H2BK
TME M41A
ATP2A3
MT-ND4
SLC20A1
TMEM167A
ESYT2
RHAG
SCD
H2AFX
MFGES8
LO
H3F3A
CDK11A
APOO
HIST1H1E
SLC2A1
EXOC2
GDF15
SQSTM1
SLC2A14

2,28
2,28
2,28
2,30
2,31
2,34
2,35
2,36
2,36
2,37
2,38
2,38
2,38
2,41
2,44
2,44
2,45
2,45
2,48
2,51
2,52
2,56
2,57
2,58
2,60
2,61
2,64
2,64
2,78
2,81
2,83
2,84
2,87
2,95
3,04
3,04
3,05
3,17
3,31
3,49
3,65
3,73
4,69

0,39
0,25
0,20
0,57
0,21
0,46
0,56
0,23
0,74
0,71
0,44
0,53
0,33
0,31
0,39
0,87
0,17
0,39
0,55
0,24
0,66
0,34
0,90
0,24
0,45
0,48
0,63
0,37
0,52
0,61
0,65
0,85
0,13
0,56
1,25
0,78
0,53
1,30
0,75
0,54
0,26
1,03
0,88
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