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RESUMO

SOUZA, Luiz Paulo Chaves de. A expressdo dos marcadores de transicdo epitélio-
mesenquimal SNAIL1 e o ZEB1 resulta em alteracBes transcricionais para promover
progressao tumoral e evasdo imune no cancer de prostata. 2023. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias, Genética) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2023.

O Cancer de Préstata (PCa) é o segundo tipo de cancer mais comum entre 0s homens. O curso da
doenca costuma ser positivo, mas uma parcela dos pacientes desenvolve a forma mais agressiva
da doenca, com uma taxa de recorréncia que pode chegar a 30% dos pacientes tratados com
prostatectomia radical. A irresponsividade a terapia de deprivacdo androgénica e a quimioterapia
é uma causa significante de morbidade e mortalidade entre esses pacientes. Apesar da efetividade
da imunoterapia em outros tipos tumorais, a resposta dessa abordagem em pacientes com a forma
avancada do PCa foi aquém do esperado, com taxas de resposta de apenas 15%. Atualmente o
mecanismo de evasdo imune desse tipo tumoral ainda ndo é bem compreendido e ndo existem
biomarcadores definitivos para estratificar pacientes que desenvolverdo a forma agressiva da
doenca ou que responderdo a imunoterapia. O PCa tem a capacidade de reativar um programa
embriogénico chamado de Transicdo Epitélio-Mesenquimal (EMT), capaz de contribuir com o
aumento da invasdo, da migrac&o, da resisténcia terapéutica e da metastase. Esse processo ja foi
previamente associado a evasdo imune em outros tipos de tumores sélidos, mas no PCa a relagdo
entre esses dois processos ainda ndo foi estudada. Nesse projeto n6s investigamos 0 impacto da
expressdo do SNAI1 e do ZEB1, conhecidos marcadores de EMT, no perfil transcricional do PCa,
em especial em genes e vias relacionados a resposta imune. Uma coorte de 51 pacientes de PCa
submetidos a prostatectomia radical foi utilizada. As amostras do tumor fixadas em formalina e
embebidas em parafina foram coletadas retrospectivamente. As regides de interesse foram
marcadas e cortes adjacentes foram enviados para o Ontario Institute of Cancer Research para
extracdo de RNA e analise transcriptdmica utilizando os painéis NanoString BC360, PanCancer
Pathway, Immune profiling e Human V3 miRNA. As analises de expressao diferencial e
enriquecimento de vias comparando 0s pacientes com maior expressao dos genes de interesse foi
feita utilizando o painel Immune Profiling. A validagéo foi feita utilizando o painel PanCancer
Pathway e uma coorte publica do TCGA. Os miRNAs enriquecidos e seus alvos foram
investigados. A coorte do TCGA também foi utilizada para fazer a analise de citometria digital
utilizando o algoritmo do CIBERSORT. O SNAI1 foi associado a um estadiamento patolégico
elevado e 0 ZEB1 a uma menor probabilidade de sobrevivéncia livre de recorréncia. Ambos 0s
marcadores foram associados a expressao de genes relacionados a uma maior agressividade como
ETS1, COL3Al e RUNX1, e a genes relacionados a evasdo imune como CTLA4 e PD-L1.
Complementarmente, vias pré-inflamatérias e pré-tumorigénicas se mostraram enriquecidas no
grupo SNAI1 high. A analise utilizando o TCGA confirmou esses resultados. O grupo ZEB1 high
se mostrou associados a um maior namero de miRNA enriquecidos, dentre eles seis tem como
alvo a propria via de EMT, o que sugere um mecanismo de feedback negativo eliciado pela
expressao desse gene. Dados do TCGA ainda mostraram que ambos 0S genes estéo associados a
maior expressdo de checkpoints imunoldgicos e a andlise de citometria digital mostrou que a
expressdo de ambos 0s marcadores esta associada a um enriquecimento de células quiescentes no
microambiente tumoral. Além disso, a alta expressdo de ZEB1 também se mostrou associada a
uma deplecdo de células efetoras e a uma polarizagdo M0-M2 de macr6fagos associados ao tumor.
Coletivamente esses dados sugerem que a EMT estad associada ndo somente a uma maior
agressividade do tumor, mas também a mecanismos de evasdo imune, o que poderia explicar
parcialmente a exclusdo imunoldgica desse tumor e sugerir 0 uso desses genes como
biomarcadores de resposta a imunoterapia.

Palavras-chaves: transcriptdmica, exclusao imunol6gica, microambiente tumoral, imunoterapia



ABSTRACT

SOUZA, Luiz Paulo Chaves de. Expression of epithelial-mesenchymal transition markers
SNAI1 and ZEBL1 results in transcriptional alterations that promote tumor progression and
immune evasion in prostate cancer. 2023. Dissertation (Master of Science, Genetics) — Medical
School of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Prostate Cancer (PCa) is the second most common type of cancer among men. The course of the
disease is usually favorable. However, some patients develop the most aggressive form of the
disease, with a recurrence rate of 30% for patients treated with radical prostatectomy. These
patients are unresponsive to androgen deprivation therapy and chemotherapy, which is a
significant cause of morbidity and mortality. Despite the effectiveness of immunotherapy in other
tumor types, the response rate in patients with the advanced form of PCa has been disappointing,
approaching only 15%. Currently, the immune evasion mechanisms of PCa are not well
understood, and there are no definitive biomarkers to stratify patients who will develop an
aggressive form of the disease or to predict who will respond to immunotherapy. Recently it has
been shown that PCa can reactivate an embryogenic program called Epithelial-Mesenchymal
Transition (EMT), which is capable of contributing to increased invasion, migration, therapeutic
resistance, and metastasis. The EMT process has previously been associated with immune evasion
in other types of solid tumors, but in PCa, a definitive relationship between immune response and
EMT has yet to be studied. In this project, we investigated the impact of SNAI1 and ZEB1
expression, known EMT markers, on the PCa transcriptional profile, especially on genes and
pathways related to the immune response. A cohort of 51 PCa patients undergoing radical
prostatectomy were used. Formalin-fixed, paraffin-embedded tumor samples were collected
retrospectively. Regions of interest were marked, and adjacent sections were sent to the Ontario
Institute of Cancer Research for RNA extraction and transcriptomic analysis using BC360,
PanCancer Pathway, Immune profiling and Human V3 miRNA NanoString Panels. Differential
expression and pathway enrichment analyses comparing patients with higher expression of the
genes of interest were performed using the Immune Profiling panel. Validation was performed
using the PanCancer panel Pathway and public domain TCGA data. The enriched miRNAs and
their targets were investigated. TCGA data was also used to perform digital cytometry analysis
using the CIBERSORT algorithm. SNAI1 was associated with elevated pathological staging and
ZEB1 with a lower probability of recurrence-free survival. Both markers were associated with the
expression of genes related to greater aggressiveness, such as ETS1, COL3A1 and RUNX1, and
to immune evasion such as CTLA4 and PD-L1. Complementarily, pro-inflammatory and pro-
tumorigenic pathways, such as inflammatory response and TNF signaling via NF- kB were
enriched in the SNAIL high group. Analysis using TCGA data also showed enrichment of
complement, interferon-gamma and IL6/JAK/STAT3 signaling pathways. The ZEB1 high
expression group was associated with a greater number of enriched miRNAs, among which six
target the EMT pathway itself, which suggests a negative feedback mechanism elicited by the
expression of this gene. TCGA data also showed that both genes are associated with greater
expression of immunological checkpoints, and the analysis of digital cytometry showed that the
expression of both markers is associated with an enrichment of quiescent cells, such as naive B
lymphocytes, in the tumor microenvironment. It was also found that high expression of ZEB1
was associated with a depletion of effector cells, such as CD8 lymphocytes, and a M0-M2
polarization of tumor-associated macrophages. Collectively, these data suggest that EMT is
associated not only with greater tumor aggressiveness but also with mechanisms of immune
evasion, which could partially explain the poor response of PCa to immunotherapy. It is suggested
that the genes identified as being involved in immune pathways in this project may be promising
expression biomarkers for the future use of checkpoint inhibitor drugs in PCa.

Keywords: transcriptomics, immune exclusion, tumor microenvironment, immunotherapy
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1. Introducéao

1.1.Céncer de prostata

Entre os homens, o Cancer de Préstata (PCa) € o segundo tipo de cancer mais comum
e a quinta causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo. Estima-se que, no
Brasil, 72 mil novos casos sejam diagnosticados em 2023. Nos Estados Unidos, esse
numero pode chegar a 288 mil. (SANTOS et al., 2023; SIEGEL et al., 2023; SUNG et
al., 2021). O PCa resulta de multiplos fatores genéticos e ambientais que ainda ndo séo
completamente compreendidos. O fator de risco mais bem estabelecido é a idade — no
Brasil, a cada dez homens diagnosticados com essa condic¢ao, nove tem mais de 55 anos.
Recentemente, caracteristicas como historico familiar, massa corporal e etnia tem sido
estudadas como possiveis fatores preditores (REBELLO et al., 2021; SANTOS et al.,
2023).

O curso do PCa costuma ser positivo. Pacientes com a doenca em estagio inicial ou
intermediario podem desenvolver um tumor indolente e facilmente tratavel. Até 99% dos
pacientes vivem por mais de 10 anos se a doencga for detectada e tratada precocemente.
Dentre os pacientes diagnosticados no estagio mais avancado, entretanto, apenas 30%
conseguem sobreviver mais que 5 anos (REBELLO et al., 2021). A deprivagdo
androgénica é o tratamento de primeira linha para o PCa, mas quando a doenca progride
para a forma resistente a essa terapéutica, existe um nimero muito limitado de
medicamentos quimioterapicos que funcionam e, por isso, o interesse pelo uso da
imunoterapia para o tratamento de pacientes com PCa avancado tem aumentado
(BACIARELLO; GIzZI; FIZAZI, 2018).

A recorréncia costuma ocorrer em cerca de 30% dos paciente que passam por
prostatectomia radical (KUPELIAN et al., 2006). A resisténcia a quimioterapia e a
deprivacdo androgénica em pacientes com a forma metastatica dessa doenga ainda séo
uma causa significante de morbidade e mortalidade. Acreditava-se que a imunoterapia
em pacientes que ndo responderam a outros tipos de tratamento os beneficiaria, mas,
infelizmente, a taxa de resposta ao bloqueio de checkpoint nesses individuos é de apenas
15% (YU et al., 2023).

O uso dessa terapia em diversos tipos de tumores solidos tem se mostrado altamente

efetivo, aumentando as chances de sobrevivéncia de pacientes em estagios avancgados
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dessas doencas. Todavia, no PCa o0 uso da imunoterpia tem sido frustrante, com resultados
muito aquém do esperado. Atualmente existem alguns estudos que investigam
biomarcadores para melhorar a estratificacdo clinica ou molecular e aprimorar 0 manejo
terapéutico desses pacientes (EGGENER et al., 2020). Contudo, os mecanismos de
modulagéo da ac¢do imune antitumoral que impedem uma melhor resposta a esse tipo de
terapia no PCa ainda sdo desconhecidos e ndo ha biomarcadores preditivos para resposta

a imunoterapia disponiveis para esses pacientes.

A préstata é uma glandula que faz parte do sistema reprodutivo masculino. Ela se
localiza abaixo da bexiga e em frente ao reto. Por dentro dessa glandula passam a uretra
e o0 ducto seminal. A préstata é composta por um parénquima com ductos e acinos de
celulas luminais, células epiteliais e células neuroenddcrinas, por um estroma com
fibroblastos, células imunes, nervos e vasos e por uma capsula fiboromuscular. As células
luminais sdo responsaveis pela producéo das secrecbes que compdem o fluido seminal, o
que inclui o antigeno prostatico especifico (PSA) (NTALA, 2020).

O PCa costuma se originar nas células acinares, mas qualquer componente prostatico
pode dar origem ao tumor. Essa doenca costuma se se iniciar com uma neoplasia
prostatica intraepitelial (PIN), caracterizada pela anormalidade fenotipica e proliferativa.
Sao quatros os estagios para 0s quais a doenca pode evoluir, sendo os dois primeiros
restritos a glandula prostatica, o terceiro com alcance aos tecidos adjacentes e o quarto, a
outros 6rgdos (REBELLO et al., 2021).

O diagnostico é feito através de exames radioldgicos, nivel de PSA sérico e analise
histoldgica por bidpsia, além do exame de toque (NTALA, 2020). O PSA ¢ o principal
marcador para fazer o rastreamento dessa doenca, para avaliar a progressao e para
diagnosticar a recorréncia pés tratamento. Isso acontece porque esse antigeno costuma
estar presente apenas dentro da préstata e no liquido seminal, entretanto, quando ha
qualquer tipo de lesdo benigna ou maligna neste 6rgdo, o PSA entra em contato com 0s
vasos presentes no estroma e passa a ser detectado na circulagdo (DEJOUS; KRISHNAN,
2021; PEZARO; WOO; DAVIS, 2014). A principal ferramenta de analise histolégica é o
score de Gleason, um sistema de pontuagdo composto por dois nimeros que variam de 1
a 5 a depender de quao bem diferenciadas estdo as estruturas glandulares. O primeiro
namero é relativo ao padrao histol6gico mais prevalente no tecido, e o segundo, ao padréo

menos prevalente, de maneira que a somatéria pode variar de 2 a 10 (STARK et al., 2009).
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O uso de varidveis clinicas, como estadiamento patoldgico, concentragdo sérica de
PSA e adaptacdes do score de Gleason tem melhorado a identificacdo dos pacientes com
menor ou maior risco (EPSTEIN et al., 2005, 2016; PIERORAZIO et al., 2013). Homens
diagnosticados com uma doenca de menor risco tem 97% de probabilidade de sobreviver
num periodo de cinco anos apos o diagndstico e 88% de sobreviver em um periodo de 10
anos. Agueles com um maior risco tem um desfecho consideravelmente pior e a eles séo
rapidamente atribuidos tratamentos mais agressivos. Contudo, 0s pacientes
diagnosticados com a doenca em seu estagio intermediario de risco (cerca de 40% dos
casos de cancer de prostata identificados) ainda representam um desafio clinico, com
poucas ferramentas para indicar se esses pacientes devem ficar em vigilancia ativa ou se
devem ser submetidos a um tratamento mais agressivo (STARK et al., 2009). Por isso,
existe uma necessidade urgente de determinar biomarcadores que permitam uma
avaliacdo clinica mais precisa do curso da doenca em pacientes diagnosticados como de

risco intermediario.

1.2. Microambiente tumoral
A comunicacao entre as células tumorais e as células do sistema imune é um processo

dindmico que envolve um balango entre ativacao da inflamacéo e imunossupressao. Uma
resposta imune robusta pode ativar uma série de vias que visam contrabalancear essa
atividade, como a ativacdo de vias inibitorias de células T efetoras, cuja funcéo é prevenir
o0 dano tecidual e manter a homeostase. Esse processo de evasdo da imunidade adaptativa
pode ser estratégico para que o tumor consiga evadir o sistema imune através da expressao
de checkpoints imunoldgicos que suprimem a capacidade citotoxica das células T e
facilitam o escape a vigilancia imunolégica (ANDERSEN et al., 2021; RIBAS, 2015;
TUMEH et al., 2014).

A inibicdo das células T também pode ocorrer através da secrecdo de moléculas como
TGF-B, IL-10, and indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1). A secrecdo dessas moléculas
no microambiente tumoral pode diminuir a atividade de Linfécitos T citotdxicos e
promover o recrutamento de células anti-inflamatorias, como os linfocitos T regulatorios
(Tregs) e as células supressoras derivadas mieloides (MDSCs) (VITKIN et al., 2019;
YUAN et al., 2016). Os macrofagos associados ao tumor (TAMs), em especial 0s
macrofagos de polarizagdo M2, também tem a capacidade de suprimir a atividade
antitumoral das células do sistema imune (ERLANDSSON et al., 2019; TIAN et al.,

2022). Outra ferramenta de evasdo do sistema imune é a diminuicdo da expressao do
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Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe | (HLA-A, HLA-B, HLA-
C). O MHC-1 é essencial para a apresentacdo de antigenos tumorais e, consequentemente,
para uma melhor resposta imunologica dependente de células T (GARRIDO et al., 2016;
MOVASSAGHI et al., 2021; VITKIN et al., 2019).

A exaustao das células T é um outro fator que pode ser influente. Células T exaustas
tem um menor potencial proliferativo e de regeneracdo, uma menor producdo de
citocinas, uma menor expressdo de marcadores de memoria (CD44, CD62L, CD127 ou
CXCR3) e uma maior expressao de receptores inibitorios (PD1, PDL1, LAG3, CD160 ou
2B4). A exaustdo ocorre através da exposicao cronica a antigenos tumorais concomitante
a ativacdo continua de receptores inibitorios. Exposicdo continua a citocinas inibitorias
como IL-10 e TGF-p também podem induzir esse fenétipo (JIANG; LI; ZHU, 2015;
WHERRY; KURACHI, 2015).

Abordagens imunoterapeuticas buscam aumentar a imunidade antitumoral através da
modulacdo desse balango. Apesar da efetividade desse tipo de terapia em diversos
tumores solidos, o efeito do bloqueio de checkpoints no PCa tem sido desapontador.
Apenas 5-10% dos pacientes respondem a esse tratamento, que € o tipo mais comum de
imunoterapia (ABIDA et al., 2019; WU et al., 2018). Acredita-se que esses resultados
sejam devido ao fato de o PCa ser considerado um tumor frio ou excluido
imunologicamente (MELO et al., 2021; STULTZ; FONG, 2021).

Tumores frios sdo aqueles com um baixo numero de linfdcitos infiltrados, o que esta
relacionado a uma menor carga mutacional, a uma menor resposta a imunoterapia e a uma
maior tolerdncia a autoantigenos. Um tumor quente, por outro lado, tem uma maior
variedade de linfécitos infiltrados e, portanto, uma maior chance de resposta a
imunoterapia (MALEKI VAREKI, 2018).

Em vaérios tipos de tumores solidos o maior grau de infiltracdo imunoldgica no
microambiente tumoral tem sido associado a um melhor prognéstico (FRIDMAN et al.,
2017). Entretanto, estudos sobre o microambiente imune do PCa tem apontado resultados
contraditorios, com maiores niveis de celulas T no microambiente estando associado a
um melhor prognostico em alguns estudos (NARDONE et al., 2016) e a um pior
progndstico em outros (ZHAO et al., 2019b). A variacdo na infiltracdo imune pode
influenciar na resposta imunoldgica antitumoral e esse é um fator que depende da

heterogeneidade molecular intrinseca que caracteriza as doengas avancadas e metastaticas
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(GE; WANG; CHENG, 2022; HAFFNER et al., 2021). Uma hipo6tese emergente é a de
que mutacbes somaticas que induzem o PCa e que sdo adquiridas durante o curso da
doenca podem alterar, ndo somente as células tumorais, como também as outras células
do microambiente tumoral para promover a evasao imune (WANG et al., 2018). Portanto,
um fator essencial para a efetividade da imunoterapia € a compreensdo de como a genética
do tumor pode influenciar o balan¢o entre imunogenicidade e imunossupressao no
microambiente tumoral (MELO et al., 2021; THORSSON et al., 2018).

O PCa € um tumor com uma alta instabilidade gendmica (amplificagdes, delecdes e
rearranjos cromossomais), mas com uma baixa carga mutacional (GRASSO et al., 2012).
Apenas quatro mutacdes (fusdes ETS, PTEN, TP53 e SPOP) estdo presentes em mais de
10% dos tumores de prostata (FRANK; NELSON; VASIOUKHIN, 2018; REBELLO et
al., 2021) e trés delas se mostraram capazes de promover alteracfes na resposta imune.

A Fosfatase Homoéloga a Tensina (PTEN) é um gene descrito como supressor tumoral
pois a proteina codificada por ele regula, entre outras, a via PI3K/AKT/mTOR,
responsavel pelo crescimento e pela sobrevivéncia celular. A perda desse gene esta
presente em diversos tipos tumorais e esta envolvida na tumorigenese, no crescimento,
na proliferacdo, no reparo de DNA e na motilidade celular de células tumorais
(JAMASPISHVILI et al., 2018; LUONGO et al., 2019). Um estudo recente do nosso
laborat6rio mostrou que a inativacao do gene PTEN é um possivel marcador de resposta
a imunoterapia, pois esse perda modula a acdo imune contra o PCa através da expressao
aumentada de IDO1 e da maior infiltracdo de células Tregs no microambiente tumoral
(VIDOTTO etal., 2019, 2020).

A fusdo TMPRSS2-ERG ¢ um tipo de fusdo ETS. O TMPRSS2 tem o AR como fator
de transcricdo e, por isso, ao se fundir com o gene ERG, quando ndo gera uma proteina
quimérica, pode levar a superexpressdo desse gene. A superexpresao ocorre quando o
promotor do TMPRSS2 é translocado para a regido imediatamente anterior ao gene ERG.
O ERG faz parte da super familia de genes ETS e esta envolvido em diversos processos
celulares, desde a diferenciacdo e manutengdo de células tronco até o crescimento de
células diferenciadas. Essa fusdo esta relacionada a tumorigenese, ao crescimento e aum
aumento dos potenciais invasivo e metastatico dos tumores de prostata (FANG et al.,

2022). Estudos recentes mostraram que essa fusdo é capaz de promover o recrutamento
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de células Tregs para o microambiente tumoral e de modular o nivel de infiltracdo de

linfécitos nesse microambiente (MELO et al., 2021).

O TP53 também é um supressor tumoral envolvido, entre outros, no controle de ciclo
celular, no processo de reparo de DNA e na senescéncia. A perda desse gene, seja por
uma delecdo que cause a falta da proteina ou por uma mutacdo que gere uma proteina
disfuncional, esta associada a progressdo, a instabilidade gendmica, a resisténcia
terapéutica e um mau prognéstico (VELEZ et al., 2022). Estudo recentes também
mostram que essa mutacdo promove uma maior expressdo do checkpoint imunolégico
PD1 e do seu ligante PD-L1. Alteragdes menos frequentes, mas que emergem como
biomarcadores potenciais como a mutacdo do gene CDK12 e a expressdo aumentada do
gene Autoimune AIRE (Autoimune Regulator) também podem promover um desbalanco
que favorecem a imunossupressao e a evasao imune desse tipo de tumor (MELO et al.,
2021).

1.3. Transicado Epitélio-mesenquimal
A transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) é um processo biolégico caracterizado pela

transformacéo de células epiteliais polarizadas em células de fen6tipo mesenquimal, o
que é importante durante a embriogénese e em processos de regeneracdo tecidual. Fatores
de transcricdo que induzem a EMT, como TWIST, SNAIL1, SNAI2, ZEB1 e ZEB2,
promovem uma mudanca fenotipica através da represséo da e-caderina e da promocéo de
expressao de fatores de diferenciagdo mesenquimal como a n-caderina, a r-caderina e a
vimentina, assim como a expressao de marcadores de matriz extracelular e proteinas de
adesdo focal (CHAVES et al., 2021; STEMMLER et al., 2019). Na prostata, o SNAIL é o
principal promotor desse processo, enquanto os outros genes funcionam como efetores
da EMT (STYLIANOU et al., 2019). Genes envolvidos na reprogramacao epigenética,
como 0 EZH2 e 0 SOX2, também tém um papel crucial na promocdo da EMT (KU et al.,
2017).

Micro-RNAs (miRNAs) especificos do tumor também tem um papel na regulacéo
da EMT e na resposta ao tratamento (PAN et al., 2021). Essas RNAs néo codificantes sdo
sequencias de até 25 nucleotideos que, quando expressos, tem a capacidade de impedir a
traducdo ou promover a degradacdo de RNAs mensageiros (MRNAS) com sequencias
complementares. Por se tratarem de moléculas de pequeno cumprimento, cada miRNA

tem a capacidade de se ligar a diversos mRNA diferentes, o que faz com que uma Unica
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sequencia tenha o potencial de interferir em diversas vias moleculares diferentes. No PCa
0 interesse no uso de miRNAs como biomarcadores progndsticos de progressao e resposta
a terapia é crescente (RANA et al., 2022). Estudos de miRNAs relacionados a EMT tem
sublinhado o importante papel desses componentes gendémicos ndo codificadores na
regulacdo da expresséo de TGF-$, ZEB1 e SNAIL, importantes promotores desse processo
molecular (BURK et al., 2008; KUMARSWAMY et al., 2012).

Em tecidos tumorais, o processo de EMT esta fortemente relacionado a uma maior
agressividade (JOLLY; CELIA-TERRASSA, 2019; LAMBERT; WEINBERG, 2021).
As células mesenquimais, ou quasi-mesenquimais (quando estdo no estado intermediario
entre epitelial e mesenquimal), possuem maior plasticidade, maior capacidade migratdria,
maior capacidade de invasdo, maior capacidade de metéstase e uma resisténcia elevada a
apoptose (Fig.1l) (DERYNCK; WEINBERG, 2019). Curiosamente, 0 processo reverso,
denominado transicdo mesenquimal-epitelial (MET), também garante uma vantagem
evolutiva para o tumor. Um trabalho recente mostrou a MET € um processo importante
para o estabelecimento do tumor no tecido metastatico (STYLIANOU et al., 2019). Essa
descoberta sugere que nao somente a EMT, mas plasticidade epitélio-mesenquimal como

um todo, é importante para a tumorigenese e para a progressao tumoral.
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1 EZH? | CDHI changes 7 | HOTAR
1 TGE8 | sy 1 miR-21 | miR-200
1 PRCL/2 I/ UL e | miR-34| miR-3622a
1 SNAIL2 1T IREE
1 50%2
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Figura 1. Processos e eventos moleculares envolvidos na EMT no PCa. Células tumorais epiteliais séo interna e
externamente estimuladas para comecgar o processo de EMT. O estado quase-mesenquimal, em que a maioria das
células se encontram, estd no centro e ja é capaz de conferir agressividade. O estado mesenquimal tem potencial
semelhante ao de células tronco e, geralmente, é completamente independente do andrégeno. Na parte superior sdo
ilustrados os processos moleculares associados a esse estado e no inferior é ilustrado o processo reverso. Adaptado de
CHAVES et al, 2021.

24



Dissertacdo de Mestrado
Luiz Paulo Chaves de Souza

A plasticidade mediada pela EMT é um dos processos responsaveis pela
heterogeneidade intratumoral, estado em que as ceélulas desse tecido exibem
caracteristicas moleculares e fenotipicas diferentes umas das outras (TAKI et al., 2021;
TANG, 2022). Em diferentes tipos tumorais, o0 que inclui o PCa, a plasticidade e a
consequente heterogeneidade tumoral conferem uma vantagem adaptativa ao tumor e esta
envolvida na progressao e, especialmente, na resisténcia terapéutica (GE; WANG;
CHENG, 2022). Tumores com uma maior plasticidade tendem a perder a expressao do
receptor androgénico (AR) e a se tornarem independentes desse hormonio, o que os faz
resistentes a primeira linha de tratamento. Outros mecanismos associados a plasticidade
também podem estar envolvidos na aquisicdo de resisténcia, como a progressdo para o
fenotipo neuroendoécrino e a aquisicdo de caracteristicas de células tronco
(QUINTANAL-VILLALONGA et al., 2020).

Recentemente, pesquisas translacionais tém comecado a investigar a relacéo entre
a EMT, as ceélulas tronco e a evasdo imune (MULLINS et al., 2022; TAKI et al., 2021).
A sinalizacdo de TGF-p integra os fenétipos de EMT e promove mudancas em cascata
para alterar o estroma do tecido e facilitar a progressao tumoral (PICKUP; NOVITSKIY;
MOSES, 2013). O TGF-p ainda interage intimamente com as proteinas SNAI1 e ZEB1
para influenciar o microambiente tumoral e promover a evasdo imune (SUZUKI, 2018;
ZHANG et al., 2014). Alem disso, células mesenquimais e células-tronco se comunicam
umas com as outras atraves da expressdo que citocinas, como IL6, IL8, CCL2, CCL12 e
CCL7, que podem modificar a resposta imune do microambiente tumoral (LIU et al.,
2011; WANG et al., 2022).

1.3.1. SNAI1
O SNAI1 é um fator de transcricdo da familia zinc finger. Esse gene esta localizado

no cromossomo 20, regido 20g13.13. A proteina codificada por esse gene possui em sua
regido N-terminal os dominios regulatérios SNAG, dominio rico em serina (SRD) e
dominio de exportacdo nuclear (NES), onde ocorrem a ligacdo de co-repressores,
fosforilagcbes e ancoracdo para movimentacao intracelular. Em sua regido C-terminal

estdo presentes quatro dominios zinc-fingers, responsaveis por se ligarem a regides E-box
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presentes nos promotores de alguns genes (Fig. 2) (BAULIDA; DIAZ; GARCIA DE
HERREROQOS, 2019; HOLLAND; BOOTH; BRUFORD, 2007).

- N - 0= W o Yo Yo
=y I ":\ = T e A‘\ ,/"l

Figura 2. Estrutura da proteina do SNAIL. A esquerda a regido N-terminal é composta pelos dominios SNAG,
dominio rico em serina (SRD) e dominio de exportagdo nuclear (NES); A direita a regido C-terminal é composta por
quatro dominios zinc-finger. Adaptado de BAULIDA; DIAZ; GERCIA DE HERREROS, 2019.

Esse é o principal promotor da EMT no PCa, sendo considerado um orquestrador
desse processo em Vvarios tipos tumorais (USOVA et al., 2015). Nesse tecido ele parece
estar no inicio da cadeia, como o principal gatilho paraa EMT, enquanto os outros fatores
de transcricdo funcionam como efetores do processo (STYLIANOU et al., 2019). A
principal consequéncia da expressdo do SNAI1 ¢ a repressdo do CDH1, que codifica a e-
caderina. O SNAI1 ainda interage direta e indiretamente com diversos reguladores
epigenéticos, como DNMT3A, DNMTL1, PRMT5, SOX2 e HDAC1/2 para promover outras

alteracdes envolvidas na EMT (DONG; WU, 2021).

Por estar tdo intimamente relacionada a EMT, as consequéncias da expressao
desse gene sdo muito semelhantes a do processo como um todo. O SNAI1 ja se mostrou
associado a diversas caracteristicas relacionadas a progressao tumoral, como aumento de
invasdo e sobrevivéncia, regulacdo metabdlica e aquisicdo de caracteristicas de células
tronco (DONG; WU, 2021). No PCa a sua expressdo esta associada a uma maior
pontuacdo de Gleason e a uma capacidade migratoria elevada. Ele ainda se mostrou
altamente expresso nas formas metastaticas dessa doenca (NAKAZAWA;
KYPRIANOU, 2017; NEAL etal., 2012; POBLETE et al., 2014).

Apesar das investigacGes a respeito do papel do SNAIL no PCa e em outros
tumores ndo serem recentes (NAUSEEF; HENRY, 2011; SMITH; ODERO-MARAH,
2012), estudos investigando o envolvimento desse gene na evasdo imune e seu potencial
preditivo para resposta a imunoterapia ainda ndo muito incipientes (TERRY et al., 2020)

e precisam ser melhor investigados.

1.3.2. ZEB1
O ZEBL (Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1) é um dos efetores da transi¢cdo

epitélio-mesenquimal mais amplamente descritos. Esse gene estd localizado no
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cromossomo 10, regido 10p11.22. A proteina do ZEB1 é flanqueada por duas regides
zinc-fingers e antecedida por uma regido de dominio de interacdo p300-p/CAF (CBD). A
regido homeodominio é flanqueada pelo dominio de interacdo SMAD (SID) e pelo
dominio de interacdo da regido C terminal (CID) (Fig.3) (HOLLAND; BOOTH;
BRUFORD, 2007; PEREZ-OQUENDO; GIBBONS, 2022).

NZF . CzF
CBD Chuitnr SID Homeodomain CID Chuibis

@ 8 & @ @ :

Figura 3. Estrutura da proteina do ZEB1. A esquerda a regido N-terminal é composta pelos dominios CBD, zinc-
finger, e SID. A direita a regido C-terminal é composta pelos dominios CID e zinc-finger. A regido homeodominio fica
na regido central da proteina. Adaptado de PEREZ-OQUENDO; GIBBONS, 2022.

O gene codifica um fator de transcricdo e regulador epigenético capaz de controlar
mais de 2000 outros genes. Na prostata o0 ZEB1 é modulado pelo receptor androgeno e
sua expressao é essencial para uma subpopulacdo de células tronco basais (MATUSZAK;
KYPRIANOU, 2011; WANG et al., 2020).

A expressao do ZEB1 é conhecidamente associada a progressdo, a agressividade,
a metastase e, consequentemente, a um pior prognostico (PEREZ-OQUENDO;
GIBBONS, 2022; ZHANG et al., 2019). Evidencias recentes também mostram 0 seu
papel na evasdo imune em diversos tipos de tumores sélidos (LU et al., 2022; MULLINS
et al.,, 2022). Em tumores pulmonares de células ndo pequenas esse marcador esta
inversamente correlacionado a infiltracdo de células T (ZHAO et al., 2019a). No cancer
de mama a expressdo de ZEB1 no microambiente tumoral estd associada a uma menor
atividade imune antitumoral e a maior presenca de células supressoras derivadas
mieloides (BLOCK et al.,, 2019; KATSURA et al.,, 2017). Em melanoma, cancer
colorretal e em carcinoma oral a expressao de ZEB1 esta envolvida na upregulacdo de
PD-1 e PD-L1 no microambiente tumoral (PLASCHKA et al., 2022; TAKAMARU et
al., 2022; XU et al., 2022).

No PCa a expressdo do ZEB1 foi previamente associada a um fenétipo celular
mais agressivo, a quimioresisténcia e a migracdo aumentada (ORELLANA-
SERRADELL et al., 2018; PEREZ et al., 2021). Um estudo recente também apontou um
papel crucial desse gene na progressao para o fendtipo metastatico em tumores resistentes
a castracdo (CRPC) (POMERANTZ et al., 2020). Apesar da forte associa¢do entre a o

ZEBJ1 e a evasdo imune em outros tipos tumorais, os trabalhos investigando o impacto da
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expressdo desse gene no microambiente tumoral do PCa séo escassos e, portanto, seu

papel prognostico e preditivo nesse tumor ainda precisa ser melhor elucidado.

Justificativa e hipdtese
As vias relacionadas a EMT, representada pelos marcadores SNAI1 e ZEB1, se

mostraram aumentadas tanto em casos primarios de PCa quanto em casos metastaticos.
Nesse tipo de tumor a expressdo desses marcadores ja foi associada a um pior prognostico,
a um maior estadiamento patoldgico e a um maior risco de recorréncia e metastase.
Estudos in vivo associaram a expressdo desses marcadores a resisténcia terapéutica e
estudos in vitro mostraram que induzir esse fenotipo pode promover aquisicdo de
caracteristicas de células-tronco e elevar as capacidades de invaséo e migracéo, sugerindo
que esse processo esta associado a uma maior agressividade das células tumorais. Estudos
em outros tipos tumorais mostraram, além dessa relacdo com a progressao tumoral, uma

associacdo entre a ativacdo da EMT e a evasao imune.

Apesar desses achados, a expressao de SNAI1 e ZEB1 ainda ndo foi investigada
como um possivel biomarcador de resposta imune no PCa. Nesse trabalho nds
investigamos a influéncia dos niveis de expressdo do ZEB1 e do SNAIL no transcriptoma
de uma coorte retrospectiva de 51 pacientes de PCa submetidos a prostatectomia radical
para mostrar como 0s dois marcadores alteraram genes e vias de transcri¢cdo para

promover alteracdes relacionadas a progressao tumoral e a evasdo imune.

Nossa hipdtese € de que os marcadores de EMT estdo associados a genes e vias
relacionados a embriogénese, a progressdo tumoral e a uma maior agressividade do PCa,
mas também a marcadores de modulacdo da resposta imune antitumoral, como 0s
checkpoints imunoldgico CTLA4, PD-1 e PD-L1 e a citocina IL10. Se isso se confirmar,
esses marcadores poderdo explicar parcialmente a exclusdo imunolégica observada nesse
tipo tumoral, visto a grande frequéncia de vezes em que esse programa se mostrou
presente nos processos de tumorigenese e progressdo tumoral. Potencialmente, também
poderdo funcionar como marcadores preditivos de resposta a imunoterapia e como
ferramenta para estratificacdo de pacientes diagnosticados com diferentes niveis de

gravidade.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o impacto da expressdo de SNAI1 e ZEB1 no perfil transcricional
do céancer de préstata, com foco em genes e vias relacionados a evaséo imune
para uma melhor compreensdo do impacto desse processo celular na evasao

imune do PCa e seu potencial de influéncia na resposta a imunoterapia.

2.2. Objetivos especificos

Utilizar o painel NanoString Immune profiling e para investigar a expressao
diferencial de genes relacionados a resposta imune antitumoral em pacientes
com cancer de prostata com alta expressao dos marcadores de transicdo
epitélio-mesenquimal SNAIL e ZEB1.

Utilizar os painéis NanoString PanCancer Pathway e NanoString Immune
profiling para investigar as vias relacionados a progresséo tumoral e a resposta
imune antitumoral em pacientes com cancer de préstata com alta expressao
dos marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal SNAI1 e ZEB1.

Utilizar o painel NanoString Human V3 miRNA para investigar a expressao
diferencial de miRNAs em pacientes de cancer de prostata com alta expressdo
dos marcadores de transicdo epitélio-mesenquimal SNAI1 e ZEB1.

Validar os dados encontrados utilizando uma coorte publica e amplamente
investigada do TCGA.
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MATERIAL E METODO
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3. Material e método

3.1. Coorte
Todas as 51 amostras incluidas nessa coorte (HC-FMRP) séo de tumores primarios

de PCa coletados por prostatectomia radical de acordo com as recomendacdes clinicas do
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (MOHLER et al., 2019) no
departamento de Cirurgia e Anatomia, divisdo de Urologia, do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto entre 2007 e 2015 (Tabela 1). O risco foi calculado de acordo com a
presenca de recorréncia bioquimica (PSA>0.2 ng/ml no sexto més apds a cirurgia) e com
o risco prognéstico da calculadora “Post-treatment Freedom from Recurrence and
Cancer-Specific Mortality” da Cleverland Clinic
(https://riskcalc.org/ProstateCancerPredictingPostRadicalProstatectomyy/). Essa
calculadora online se passeia no nivel de PSA, no estageamento clinico, na pontuacao de
gleason e na positividade para invasdo capsular, seminal e linfonodal para estabelecer
uma probabilidade de recorréncia em 7, 9 e 10 anos. Pacientes foram classificados como
alto risco quando a chance de recorréncia era maior que 15%, de risco intermediario
quando a probabilidade era maior que 13% e de baixo risco quando a probabilidade de
recorréncia era menor que 13%. Esse estudo retrospectivo foi aprovado pelo comité de
ética do hospital das clinicas de Ribeirdo Preto sob os CAAES 43277221.0.0000.5440 e
60032122.8.0000.5440 e pelo comité de ética da Universidade de Toronto, sob o
protocolo 00043323.

. Patient age Gland .
Case SNAIL ZEB1 Risk factor Primary Secondary Total (@t BCR Weight Perlneyral TNM
number  Status Status Gleason Gleason Score Invasion
surgery) (@
1 SNAI1_highZEB1_low low 4 7 68 no 44 Absent pT3a

2 SNAI1_low ZEB1_low high
3 SNAI1_highZEB1_low low
7 SNAI1_low ZEB1_low low
9 SNAI1_low ZEB1_high low
10  SNAI1_low ZEB1_high  high
12 SNAIL1_low ZEB1_high low
13 SNAI1_low ZEB1_low low
14 SNAI1_low ZEB1_high low
15  SNAI1_highZEB1_low low
16 SNAI1_low ZEB1_high low
21 SNAI1_low ZEB1_high low
23 SNAI1_low ZEB1_low low
24 SNAI1_highZEB1_low low
25  SNAI1_highZEB1_high low
26 SNAI1_highZEB1 high low
28  SNAI1_low ZEB1_low low
29  SNAI1_highZEB1_low low
30  SNAI1_low ZEB1_low low
31  SNAIl_low ZEB1_low low
32 SNAI1_low ZEB1_low low
33 SNAI1_highZEB1_high low
35  SNAI1_low ZEB1_high low
36  SNAI1_low ZEB1_low low
39  SNAI1_low ZEB1_low low

63 no 39 Present pT2c
59 no 45 Present pT2c
69 no 34 Present pT2c
58 no 90 Present pT3b
66 no 29 Present pT3b
73 no 98 Present pT2c
62 no 51 Present pT3a
52 no 32 Present pT3a
70 no 51 Absent pT2c
73 no 41 Absent pT2c
73 no 77 Present pT2c
64 no 30 Present pT3b
no 34 Present pT2c
67 no 45 Present pT2c
77 no 35 Present  NA

65 no 43 Absent pT2c
70 no 29 Absent pT2c
72 no 72 Present pT2c
68 no 38 Absent pT2c
65 no 30 Present pT2a
60 no 114 Absent  NA

73 no 40 Present pT2c
74 no 60 Present pT2c
56 no 40 Absent pT2a
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44 SNAI1_low ZEB1_low low
45  SNAI1_highZEB1_low low
47  SNAI1_low ZEB1_high low
50  SNAI1_low ZEB1_low low
51  SNAIL1_low ZEB1_high low
53  SNAI1_low ZEB1_low low
55  SNAI1_low ZEB1_low low
4 SNAI1_low ZEB1_low intermediate
5 SNAI1_low ZEB1 low intermediate
6 SNAI1_low ZEB1_low intermediate
8 SNAI1_low ZEB1_low intermediate
11 SNAI1_low ZEB1_low high
17 SNAI1_highZEB1 low  high
18  SNAI1_low ZEB1_low high
19  SNAI1_low ZEB1 low intermediate
20  SNAIL1_low ZEB1_low intermediate
22 SNAI1_low ZEB1_low intermediate
27 SNAIL1_low ZEB1_low intermediate
34 SNAIL1_low ZEB1_low intermediate
37  SNAI1_low ZEB1_low intermediate
38  SNAI1_highZEB1_low intermediate
40  SNAI1_highZEBL1_high intermediate
41 SNAI1_low ZEB1_low high
46 SNAI1_highZEB1_low intermediate
49  SNAI1_low ZEB1_low intermediate 62 yes 27 Present pT2c
54  SNAIL low ZEB1 low intermediate yes 45 Present pT2c

Tabela 1. Informagéo clinica da coorte. BCR = Recorréncia bioquimica, TNM = Classificacdo de tumores malignos.

60 no 41 Absent pT2c
73 no 63 Absent pT2c
64 no 39 Absent pT2b
56 no 40 Present pT2b
52 no 36 Present pT2c
73 no 85 Present pT2
58 no 33 Absent pT2c
64 yes 413 Absent pT2c
61 yes 50 Present pT3b
70 yes 50 Present pT3b
69 yes 30 Present pT2c
55 yes 41 Present pT3a
yes 45 Absent pT3b
74 yes 40 Present pT2c
67 yes 47 Present pT3a
68 yes 47 Present pT3a
48 yes 55 Present pT2c
58 yes 35 Absent pT2c
73 yes 42 Absent pT2c
49 yes 35 Present pT2c
59 yes 46 Present pT2c
67 yes 50 Present pT2c
66 yes 31 Present pT3b
63 yes 40 Present pT2b
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3.2. Isolamento de RNA
O RNA foi isolado de areas ricas em tumor previamente selecionadas por um

patologista. As amostras marcadas foram enviadas para o Ontario Institute for Cancer
Research (OICR), onde foram macrodissecadas e tiveram seu RNA extraido como
descrito previamente (BAYANI et al., 2017). Brevemente, os tecidos fixados em
formalina e embebidos em parafina (FFPE) foram cortados e marcados com hematoxilina
e eosina. Todos os cortes passaram por analise histoldgica e as areas ricas em tumor foram
cuidadosamente circunscritas (Figura 4). Cortes adjacentes foram preparados e enviados
para 0 OICR. As areas de interesse foram macrodissecadas para extracdo ribonucleica
utilizando o kit high-pure FFPE RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics, Indianapolis,

Indiana, USA) de acordo com as normas do fabricante.

85% tumor cells 70 and 90%

10,
Gleason 7 (4+3) tumor cells 80% tumor cells 90% tumor cells 95% tumor cells 70% tumor cells
Gleason 7 (4+3) Gleason 8 (4+4) Gleason 8 (5+3) Gleason 7 (3+4) Gleason 7 (3+4)
Example of a high tumor region Example of a medium tumor region Example of a low tumor region
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Figura 4 — Amostras de tecido de Cancer de Prostata. O RNA foi isolado de areas ricas em tumor previamente
marcadas por um patologista. As areas circuladas em preto representam as regides ricas em tumour de cada paciente.

3.3. Analise transcriptémica
A andlise de expressdo de RNA foi feita utilizando os painéis NanoString Immune

Profiling e NanoString nCounter Pancancer Pathway (NanoString Technologies Inc,
Seattle, Washington, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante (GOYTAIN; NG,
2020; OLKHOV-MITSEL et al., 2021). A anélise de expressdo de miRNA foi feita
utilizando o painel NanoSting Human V3 miRNA (NanoString Technologies Inc, Seattle,
Washington, USA).

Originalmente o estudo foi desenhado para investigar prospectivamente uma coorte
coletada no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto utilizando tecnologia da Illumina.
Entretanto, devido a pandemia, n6s optamos por fazer um estudo retrospectivo com
amostras previamente estudadas pelo nosso grupo (VIDOTTO, 2019). As amostras dos
pacientes eram do tipo FFPE, coletadas pelo menos cinco anos antes da realizacdo desse
estudo e, portanto, sujeita a degradacdo ribonucleica. A tecnologia NanoString foi
otimizada para esse tipo de material e consegue extrair bons resultados mesmo em
amostras com RNA parcialmente degradado e, por isso, ela foi preferida em detrimento

da investigacdo utilizando os painéis Illumina.

O painel Immune Profiling investiga 770 genes relacionados ao perfil de células
imunes, a expressdo de checkpoints e a ativacdo de vias relacionadas a resposta
imunoldgica ao tumor. O painel PanCancer Pathway investiga 730 genes e foi desenhado
para caracterizar a biologia do tumor, 0 microambiente tumoral e a resposta imune de
tumores em geral. O painel Human V3 miRNAs investiga 827 miRNAs de importancia

oncologica.

O controle de qualidade (QC) e a construcdo da matrix de expressdo foram feitas
utilizando o software nSolver v4.0. A analise proprietaria utilizando o painel BC360
também foi levada em consideracdo. Das 53 amostras enviadas para o OICR, duas foram
removidas apo6s analise de QC (Figura 5). A analise de expressdo diferencial foi feita
utilizando o pacote DESeq v1.34.0 do Bioconductor. A analise de enriquecimento de vias
foi feita utilizando o software The Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). O software

ROSALIND foi utilizado para analisar expressdo diferencial de miRNAs e o
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enriquecimento de alvos foi feito utilizando o pacote multiMiR (RU et al., 2014) e o
algoritmo do Enrichr (XIE et al., 2021).

This plot shows the geometric mean of housekeeper genes in each sample. Samples with low housekeeper signal suffer from either low sample input
or low reaction efficiency. Ideally the geometric mean of counts will be above 404 for all samples, and a minimum geometric mean of 202 counts is
required for analysis. Samples in-between these two thresholds are in the analysis, but results from these "borderline” samples should be
treated with caution.

BC 360 Data Analysis
Report

Heatmap Overview

PAMS0 Subtyping Analysis

Single Sample Analysis

Geometric Mean

Quality Control Details

BC360 Biological
Signatures

Methods

Figura 5 — Analise de qualidade. RNA das 53 amostras incluidas na coorte foram extraidos e sequenciados utilizando
o painel NanoString BC360. A analise de qualidade proprietaria nSolver apontou duas amostras com contagem de
genes housekeeping menor do que o minimo exigido para a confiabilidade da analise e por isso essas amostras foram
removidas.

3.4. Dicotomizagao

Para esse estudo, nds caracterizamos o0 impacto da expressdo dos marcadores de EMT
ZEB1 e SNAIL com base nos dados do painel BC360 da NanoString. A dicotomizacdo da
coorte foi feita de acordo com os quatis de expressdo desses marcadores como descrito
previamente (VIDOTTO, 2019), comparando 0s 25% de tumores com maior expressao
de SNAIL1 (SNAI1 high) ou ZEB1 (ZEB1 high) com os 75% de tumores com menor

expressao desses marcadores (SNAIL low; ZEB1 low).

3.5. Validacao e andlise de citometria digital
A validacdo dos dados foi feita utilizando uma coorte publica de adenocarcinoma de

préstata do TCGA (n = 488), utilizando a mesma metodologia. O algoritmo do
CIBERSORT foi utilizado para estimar, a partir dos dados normalizados de
transcriptémica, o nivel de infiltracdo de células imunes no microambiente tumoral desses
tumores. Resultados do CIBERSORT para a analise pancancer do TCGA foi obtida de
um estudo anterior (THORSSON et al., 2018) e a infiltracdo imune relativa foi analisada
de acordo com os niveis de expressdo de SNAIL e ZEB1. A andlise estatistica foi feita
utilizando a ferramenta de multiplos testes t ndo pareados do software GraphPad Prism
9.3.
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RESULTADOS
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4, Resultados

4.1. Investigacdo transcriptomica preliminar
Analise transcriptdmica realizada previamente pelo nosso grupo de pesquisa,

utilizando a mesma coorte e 0s mesmos painéis, investigou as diferencas transcricionais
entre pacientes de alto e baixo risco ou entre pacientes que tiveram ou ndo recorréncia
bioquimica. Essa andlise mostrou que genes relacionados a EMT, como CXCL14,
COL3A1 e TGFB1, bem como a prépria via de EMT, estdo enriquecidos nos pacientes de

alto risco (Tabela 2) e naqueles que passaram por recorréncia bioquimica (Tabela 3).

Panlmmune Panel — Cleveland Risk factor ”High”

Term Adjusted P-value Genes

p53 Pathway 8,36E+11 TGFB1;NOTCH1,50CS1,HRAS
Angiogenesis 0.0035 NRP1;COL3A1
IL-2/STATS Signaling 0.0035 NRP1,50CS1,BCL2
Myogenesis 0.0035 COL3A1,TGFB1;NOTCH1
Apical Junction 0.0035 MAP4K2;SYK;HRAS
Allograft Rejection 0.0035 IKBKB;TGFB1,50CS1
TGF-beta Signaling 0.0042 TGFB1;ENG
IL-6/JAK/STAT3 Signaling 0.0095 TGFB1;50C51

UV Response Dn 0.0225 NRP1;COL3A1
Interferon Gamma Response 0.0316 SOCS1,IRF5
Epithelial Mesenchymal Transition 0.0316 COL3A1,TGFB1
KRAS Signaling Up 0.0316 NRP1;ENG

Tabela 2. Anélise de enriquecimento de vias para comparacao de risco utilizando a coorte HC-FMRP. Resultado
de enriquecimento utilizando as vias MSigDB para os genes diferencialmente expressos para comparacdo entre
pacientes com alto risco e pacientes com baixo risco.

Panimmune Panel — Biochemical Reccurence

Term Adjusted P-value  Genes
Angiogenesis 0.0679 COL3A1
TGF-beta Signaling 0.0679 ENG
UV Response Dn 0.0679 COL3A1
IL-2/STAT5 Signaling 0.0679 ICOs
Myogenesis 0.0679 COL3A1
KRAS Signaling Up 0.0679 ENG
Interferon Gamma Response 0.0679 IRF5
Apical Junction 0.0679 SYK
Estrogen Response Late 0.0679 CXCL14
Epithelial Mesenchymal Transition 0.0679 COL3A1

Tabela 3. Analise de enriquecimento de vias para comparacgdo de recorréncia bioquimica utilizando a coorte
HC-FMRP. Resultado de enriquecimento utilizando as vias MSigDB para os genes diferencialmente expressos para
comparagdo entre pacientes com e sem recorréncia bioquimica.

4.2. Avaliagéo clinica
A investigacdo da associacdo entre a expressdo dos genes de interesse e as

caracteristicas clinicas da coorte mostrou que a alta expressdo de ambos 0s marcadores
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esta associada a caracteristicas clinicas desfavoraveis para o paciente. O grupo ZEB1 high
se mostrou associado a uma menor probabilidade de sobrevivéncia livre de recorréncia,
enquanto o SNAIL high a uma maior pontuacdo no indice da International Society of
Urological Pathology (ISUP), que reflete um estadiamento patoldgico elevado (Tabela
4).

Group 1 Group 2 Groupl Group2
Variable
ZEB1 low ZEB1 high P ISNAIL lowSNAIL highf P
n 38 13 38 13
7-year Probability of freedom From Recurrence 95 92 0.0349* 94 93 0.4311
10-year Probability of freedom From Recurrence 95 94 0.3995 95 95 0.8821
Cleverland clinic prediction
10-Year Prostate Cancer Specific Mortality 1 0 0.6976 0 1 0.9906
15-Year Prostate Cancer Specific Mortality 1 1 0.1547 1 1 0.444
Yes 15 4 14 5
Biochemical Recurrence 0.7432 >0.9999
No 23 9 24 8
<0.04 0 0 0 0
0.1-1.0 0 0 0 0
Preoperatory PSA (median) 0.3361 0.5204
1.0-10.0 23 5 22 6
>10.0 16 7 15 7
<0.04 23 8 24 7
0.1-1.0 12 3 9 6
PSA at last followup 0.8086 0.3193
1.0-10.0 1 1 2 0
>10.0 2 1 3 0
3+3=6 4 0 4 0
3+4=7 9 5 11 3
4+3=7 15 1 13 3
3+5=8 4 3 4 3
Gleason score 0.1317 0.6422
4+4=8 2 0 1 1
5+3=8 0 1 1 0
4+5=9 3 2 3 2
5+4=9 1 1 1 1
1 7 1 8 0
2 17 7 17 7
ISUP classification 3 11 2 0.4812 10 3 0.0665*
4 1 1 2 0
5 2 2 1 3
T2a 3 0 2 1
TNM classification 0.2897 0.9353
T2b 2 1 2 1
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T2c 23 7 22 8
T3a 5 1 4 2
T3b 3 4 6 1
Angiolymphatic 2 1 2 1
capsular 4 1 5 0
extraprostatic 5 4 8 1
perineural 25 10 26 9
Tumor invasion 0.6286 0.7925
lymph node 0 1 1 0
vesicular 3 2 4 1
ductal 1 2 2 1
urethral 4 1 3 2

Tabela 4. Caracteristicas clinicas da coorte HC-FMRP. Comparagdo das caracteristicas clinicas da coorte HC-
FMRP entre pacientes com alta e baixa expressdo dos genes SNAIL e ZEBL. *p<0.05, Fisher’s exact test.

4.3. Analise transcriptdmica e enriquecimento de vias
A investigacdo dos genes diferencialmente expressos utilizando o painel Immune

Profiling revelou 61 genes diferencialmente expressos no grupo SNAIL high (Figura 6,

Tabela 5) e 95 genes diferencialmente expressos no grupo ZEB1 high (Figura 7, Tabela

6), em relacdo aos respectivos controles. Entre os genes encontrados upregulados nesses

grupos, alguns sdo conhecidamente relacionados a tumorigenese e a progressao tumoral,
como ETS1, COL3A1 e RUNXL, e outras a resposta imune, como CTLA4, CD274 (PD-

L1), genes relacionados a apresentacdo de antigeno e genes da familia NF-kB.
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Figura 6. Gréfico de vulcao dos genes diferencialmente expressos no grupo SNAI1 high. Plotting Plot da expressdo
diferencial utilizando o painel NanoString Immune Profiling comparando o grupo SNAIL high com o SNAIL low na
coorte HC-FMRP. Adjusted p-value <0.05; Log2 fold change >0.5.

Genes log2 Fold Change padj
SEMG1 -5.690269993 0.030902773
MAGEA3 -0.786114777 0.018909478
IL22RA1 -0.710804223 0.003097284
C4BPA -0.680467246 0.018909478
C8A -0.651630366 0.021603141
TNFSF11 -0.646196121 0.009302828
AMBP -0.635771367 0.014694258
TPTE -0.62362376 0.017090758
IL9 -0.616732286 0.028411712
MARCO -0.612066136 0.008724503
CRP -0.598699866 0.02271632
MAGEC1 -0.58512851 0.026599265
KIR3DL3 -0.573851094 0.021603141
BAGE -0.565495685 0.009598744
CTAGE1 -0.54472972 0.020974095
GPATCH3 -0.529296123 0.001664389
CCL16 -0.524552026 0.032596869
CCL25 -0.521214466 0.030722298
MAGEA1 -0.517050627 0.04690076
CLEC6A -0.508280716 0.027996409
S100A7 -0.506367224 0.031796099
ITGA2 0.505333993 0.024291331
CD86 0.518660599 0.00680467
CD80 0.522866706 0.018909478
ITGAS 0.523483169 0.026712045
ETS1 0.528847485 0.006469397
EGR2 0.5669385 0.019852729
NFKB2 0.571161831 9.05E-05
CD8A 0.581357555 0.004373771
THBD 0.58164587 0.005337877
CDKN1A 0.584617681 0.026599265
CD7 0.591906097 0.016374788
CTLA4 0.613343992 0.018909478
ICOSLG 0.615203558 9.45E-04
CD274 0.633648259 0.003181821
NFATC1 0.653300325 3.77E-05
LILRA5S 0.662064488 0.00680467
CSF1 0.69539728 3.05E-04
TNFRSF9 0.714792221 0.002639224
ICAM4 0.725827902 0.020974095
TNFAIP3 0.73084927 1.13E-04
GZMB 0.731510758 0.005337877
ITGAX 0.753376692 1.39E-04
SBNO2 0.77621766 0.00389456
RELB 0.798303876 7.90E-06
IL6R 0.853274263 5.90E-04
RUNX1 0.868002497 5.90E-04
PLAU 0.958573736 3.05E-04
NFATC2 0.988017751 1.19E-04
TREM1 1.023053373 9.05E-05
ICOS 1.048579406 4.06E-04
THBS1 1.080157472 8.12E-05
IL1B 1.086327675 0.001851856
IL8 1.164922627 0.012799752
TNFRSF12A 1.194897845 4.40E-05
ICAM1 1.211492169 7.90E-06
LIF 1.230068993 0.002060424
CCL2 1.242133322 2.81E-04
PLAUR 1.295102908 7.90E-06
ILIRN 1.345592849 3.79E-05
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IL11 1.370503261 5.63E-04

Tabela 5. Genes diferencialmente expressos no grupo SNAI1 high utilizando o painel NanoString PanCancer
Immune Profiling na coorte HC-FMRP. Lista de genes down e upregulados no grupo SNAI1 high. Destacadas estéo
0s genes que foram diferencialmente expressos em comum com a coorte TCGA. Adjusted p-value <0.05; Log2 fold
change >0.5.
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Figura 7. Grafico de vulcdo dos genes diferencialmente expressos no grupo ZEB1 high. Plotting Plot da expressdo

diferencial utilizando o painel NanoString Immune Profiling comparando o grupo ZEB1 high com o ZEB1 low na coorte

-1

0
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HC-FMRP. Adjusted p-value <0.05; Log2 fold change >0.5.

1

2

Genes log2 Fold Change padj
SEMG1 -57.153 0.0121
IL8 -12.757 0.0049
MAGEC1 -11.301 4.28E-05
IL13 -11.134 0.0001
IL3 -10.764 1.91E-05
FCER2 -0.9509 0.0001
ILIRN -0.9095 0.0061
1L26 -0.8699 0.0002
TPTE -0.8651 0.0007
IL11 -0.8428 0.0177
MAGEC2 -0.8032 0.0037
IL4 -0.7917 0.0005
S100A7 -0.7815 0.0013
IL22RA2 -0.7702 0.0003
IFNA7 -0.7524 0.0008
TNFSF11 -0.7495 0.0018
IFNL1 -0.7482 0.0006
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ICAM4
PLA2G1B
CTAG1B
CTAGEl
SYCP1
IRF1
CCR3
IL17F
AMBP
CCL7
1L24
PPBP
KIR_Activating_Subgroup_1
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IGLL1
SSX4
DMBT1
LIF

NCR1

IL5

CD1B
LILRA4
PASD1
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IL12A
CXCR1
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MME
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IL22RA1
CXCL3
LILRAL
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PLAUR
C6

IL1B
CCL25
CEACAMS
ELANE
KIR_Activating_Subgroup_2
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ICAM1
1L19
SERPINB2
GPATCH3
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-0.7457
-0.7346
-0.7161
-0.7027
-0.7021
-0.6944
-0.6752
-0.6666
-0.6584
-0.6553
-0.6540
-0.6527
-0.6480
-0.6466
-0.6288
-0.6242
-0.6118
-0.6049
-0.6027
-0.6005
-0.5998
-0.5998
-0.5929
-0.5846
-0.5759
-0.5742
-0.5700
-0.5653
-0.5642
-0.5632
-0.5610
-0.5592
-0.5590
-0.5553
-0.5539
-0.5526
-0.5464
-0.5456
-0.5399
-0.5384
-0.5351
-0.5315
-0.5301
-0.5283
-0.5207
-0.5185
-0.5183
-0.5089

0.0130
0.0005
0.0007
0.0021
0.0009
0.0066
0.0051
0.0095
0.0065
0.0058
0.0041
0.0272
0.0118
0.0045
0.0067
0.0177
0.0063
0.0383
0.0067
0.0214
0.0215
0.0053
0.0130
0.0130
0.0061
0.0034
0.0152
0.0044
0.0321
0.0095
0.0061
0.0095
0.0425
0.0029
0.0041
0.0338
0.0061
0.0425
0.0168
0.0151
0.0098
0.0259
0.0211
0.0262
0.0353
0.0240
0.0103
0.0022
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Cc2D1B -0.5049 0.0003
SERPING1 0.5016 0.0048
CTSS 0.5035 0.0061
NOL7 0.5144 0.0065
FCGR3A 0.5145 0.0137
CIiR 0.5192 0.0053
FN1 0.5215 0.0061
C3 0.5307 0.0288
MRC1 0.5309 0.0066
IL16 0.5324 0.0013
LY86 0.5351 0.0041
C1s 0.5417 0.0022
CD163 0.5464 0.0293
IFITM1 0.5510 0.0019
LY96 0.5657 0.0003
CD84 0.5710 0.0002
HLA-DRA 0.5787 0.0032
MEFV 0.5839 0.0001
CCR2 0.5909 0.0044
COL3Al 0.6155 0.0175
HLA-G 0.6203 0.0056
LRP1 0.6450 0.0002
PSEN2 0.6619 0.0022
SPACA3 0.6899 0.0001
FUT7 0.7051 0.0001
HLA-DPB1 0.7586 0.0005
HLA-DPA1 0.7748 0.0001
PDGFRB 0.7887 1.91E-05
DDX43 0.9518 0.0194
CXCL10 11.664 0.0036

Tabela 6. Genes diferencialmente expressos no grupo ZEB1 high utilizando o painel NanoString PanCancer
Immune Profiling na coorte HC-FMRP. Lista de genes down e upregulados no grupo ZEB1 high. Destacadas estao
0s genes que foram diferencialmente expressos em comum com a coorte TCGA. Adjusted p-value <0.05; Log2 fold
change >0.5.

A andlise posterior de enriquecimento de vias mostrou que as vias de resposta
inflamatdria e TNF de sinalizacdo via NF-kB estavam enriquecidas no grupo SNAIL high
(Tabela 7), o que foi validado utilizando o painel PanCancer Pathway e a coorte do
TGCA. A analise deste ultimo painel (Tabela 8) e do TCGA (Tabela 9) também
mostraram que outras vias de importancia oncoldgica e imunologica também estdo
enriquecidas nesse grupo, como as vias de complemento, a de interferon gama e a de
sinalizagdo IL6/JAK/STAT3. Curiosamente, nenhuma via se mostrou enriquecida no
grupo ZEB1 high, o que também foi observado utilizando o painel PanCancer Pathway,

mas ndo foi observado na coorte do TCGA (Tabela 10).
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SNAI1 high vs. SNAI1 low enriched pathways
HC-FMRP Cohort | Immune Profiling

NAME ES NES NOM p-val  FDR g-val
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 0.503603  1.669465 0.021645023  0.159407
HALLMARK_TNFA SIGNALING_ VIA NFKB 0.576061  1.676952 0.07534247  0.302081

Tabela 7. Analise de enriquecimento para as comparagdes do SNAIL na coorte HC-FMRP utilizando o painel
NanoString Immune Profiling. Lista de vias que foram enriquecidas no grupo SNAI1 high baseado na analise do
painel NanoString Immune Profiling. Adjusted p-value <0.1; Log2 fold change >0.05. ES — Pontuacdo de
enriquecimento; NES — Pontuagdo de enriquecimento normalizada; NOM p-val — p-value nominal; FDR g-val — Taxa
de falsa descoberta g-value.

SNAI1 high vs. SNAI1 low enriched pathway
HC-FMRP Cohort | PanCancer Pathway

NOM p- FDR g-
NAME ES NES val val
HALLMARK_PI3K_AKT_MTOR_SIGNALING 0.442456 1.471205 0.028926 0.113425
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 0.529657 1.658555 0.041379 0.056496
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0.542547 1.632273 0.049261 0.060688
HALLMARK_P53_PATHWAY 0.546263 1.732394 0.002165 0.041486
HALLMARK_APOPTOSIS 0.579474 1.806554 0.010707 0.029782
HALLMARK_COMPLEMENT 0.625901 1.727965 0.015453 0.037439
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 0.631449 1.813747 0.009456 0.033628
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 0.658436 1.855087 0.00232 0.041937
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 0.69512 1.831718 0.011628 0.033912
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 0.728122 1.857797 0.009732 0.079355
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 0.744928 1.802009 0.00905 0.026359

Tabela 8. Andlise de enriquecimento para as comparac¢des do SNAIL na coorte HC-FMRP utilizando o painel
NanoString PanCancer Pathway. Lista de vias que foram enriquecidas no grupo SNAI1 high baseado na analise do
painel NanoString PanCancer Pathway. Adjusted p-value <0.1; Log2 fold change >0.05. ES — Pontuagdo de
enriquecimento; NES — Pontuag8o de enriquecimento normalizada; NOM p-val — p-value nominal; FDR g-val — Taxa
de falsa descoberta g-value.

SNAI1 high vs. SNAI1 low enriched pathway

TCGA Cohort

NOM p- FDR g-
NAME ES NES val val
HALLMARK_XENOBIOTIC_METABOLISM 0.312204 1.397325 0.072261 0.136601
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_DN 0.344153 1.537534 0.007833 0.084549
HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_LATE 0.353516 1.508914 0.030973 0.09341
HALLMARK_REACTIVE_OXYGEN_SPECIES_PATHWAY 0.390601 1.428106 0.089069 0.124486
HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 0.392693 1.675385 0.010638 0.043249
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HALLMARK_WNT_BETA_CATENIN_SIGNALING 0.403115 1463696 0.0625 0.109895
HALLMARK_UV_RESPONSE_UP 0.416472 1813322 0.002146 0.021575
HALLMARK_APICAL_SURFACE 0.492982 1.748452 0.010917 0.029798
HALLMARK_P53_PATHWAY 0502587 2220581 0  2.50E-04
HALLMARK_UV_RESPONSE_DN 0.504094 1.807919 0.011952 0.021413
HALLMARK_NOTCH_SIGNALING 0.510058 1.801862 0.002114 0.021187
HALLMARK_HEDGEHOG_SIGNALING 0.534665 1741811 0.022822 0.029438
HALLMARK_TGF_BETA_SIGNALING 0.561177 1.9506 0.001988 0.00673
HALLMARK_HYPOXIA 0.570104 2458724 0 0
HALLMARK_COAGULATION 0573189 2264283 0  8.85E-05
HALLMARK_MYOGENESIS 0576823 1.76408 0.046256 0.026971
HALLMARK_APICAL_JUNCTION 0.584497 2203878 0  3.38E-04
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE 0.585365 1.655048 0.063116 0.04673
HALLMARK_APOPTOSIS 0.589809 2495886 0 0
HALLMARK_COMPLEMENT 0591718 2.35115 O 0
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0595936 2.387524 0 0
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 0.613843 2526611 0 0
HALLMARK_ANGIOGENESIS 0.649836 2.030433 0  0.002961
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE 0.656195 2.143684 0.004057 6.55E-04
HALLMARK_IL6_JAK_STAT3_SIGNALING 0.690886 2.344896 0 0
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 0.697297 2.440873 0 0
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 0.709801 2362082 0 0
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION |[0.755709 2.379858 0 0
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 0.75041 2531021 0 0

Tabela 9. Analise de enriquecimento para as comparagdes do SNAIL na coorte do TCGA. Lista de vias que foram
enriquecidas no grupo SNAI1 high baseado na andlise da coorte do TCGA. Destacadas estdo as vias que foram
diferencialmente expressas em comum com a coorte HC-FMRP. Adjusted p-value <0.1; FDR <0.25; Log2 fold change
>0.05. ES — Pontuacdo de enriquecimento; NES — Pontuacdo de enriquecimento normalizada; NOM p-val — p-value
nominal; FDR g-val — Taxa de falsa descoberta g-value.

ZEB1 high vs. ZEBL1 low enriched pathway

TCGA Cohort
FDR g-
NAME ES NES NOM p-val val
HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 -0.68058 -1.92506 0.002075 0.018254
HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 -0.61657 -1.97229 0.002004 0.022848
HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE -0.49049 -1.91867 0.00616  0.013458
HALLMARK_DNA_REPAIR -0.47121 -1.82858 0.002198  0.023917
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HALLMARK_APOPTOSIS 0.415065 1.71091  0.017505 0.046653
HALLMARK_HYPOXIA 0.448481 1.880721 0.002227 0.017619
HALLMARK_IL2_STAT5_SIGNALING 0.468615 1.873284 0.004577 0.016897
HALLMARK_COAGULATION 0.487827 1.88229 0 0.020136
HALLMARK_APICAL_SURFACE 0.489335 1.770653 0.006508 0.033564
HALLMARK_COMPLEMENT 0.508445 2.026135 0.002193 0.006159
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 0.533953 2.11159 0 0.003742
HALLMARK_INFLAMMATORY_RESPONSE 0.535708 1.844692 0.004283 0.017369
HALLMARK_ANGIOGENESIS 0.560702 1.742248  0.02148  0.038645
HALLMARK_TGF_BETA_SIGNALING 0.562719 1.916748 0 0.016842
HALLMARK_APICAL_JUNCTION 0.569412 2.161496 0 0.003675
HALLMARK_HEDGEHOG_SIGNALING 0.57368 1.852691  0.00641  0.017339
HALLMARK_MYOGENESIS 0.629778 1.866281 0.009456  0.016097
HALLMARK_UV_RESPONSE_DN 0.638345 2.182385 0 0.004236
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION|0.703393 2.207968 0 0.003722

Tabela 10. Andlise de enriquecimento para as comparagdes do ZEB1 na coorte do TCGA. Lista de vias que foram
enriquecidas no grupo ZEB1 high baseado na andlise da coorte do TCGA. Destacadas estdo as vias que foram
diferencialmente expressas em comum com a coorte HC-FMRP. Adjusted p-value <0.1; FDR <0.25; Log2 fold change
>0.05. ES — Pontuacéo de enriquecimento; NES — Pontuacdo de enriquecimento normalizada; NOM p-val — p-value
nominal; FDR g-val — Taxa de falsa descoberta g-value.

4.4. Analise de miRNAs
A anélise dos microRNAs diferencialmente expressos mostrou quatro miRNAS

upregulados no grupo SNAI1 high (Tabela 11) e 23 miRNAs upregulados no grupo ZEB1
high (Tabela 12). Entre os miRNAs upregulados, pelo menos dois no grupo SNAI1 high
(hsa-miR-1286 e hsa-miR-92a-1-5p) e pelo menos seis no grupo ZEB1 high (hsa-miR-
369-3p, hsa-miR-374a-3p, hsa-miR-494-3p, hsa-miR-518e-5p, hsa-miR-523-5p, hsa-
miR-548j-3p) tem como alvo outros genes relacionados a EMT.

Differentially expressed miRNAs - SNAI1 high vs. SNAI1 low
mMiRNAs Targeted Genes Pathways

Cholesterol Homeostasis, Coagulation,

up hsa-miR-1286  CLU Apoptosis, Myogenesis, Complement

Epithelial Mesenchymal Transition, TGF-

hsa-miR-211- CYLD THBSL  VCAML Beta Signaling, Coagulation, Apop@osw,
3p Interferon Gamma Response, Apical
Junction

hsa-miR- UV Response Dn, IL-2/STAT5
up 642a-5 RUNX1  IL2RA EGR1  TNFRSF13B| Signaling, TNF-alpha Signaling via NF-
P kB, IL-6/JAK/STATS3 Signaling
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MAPK14 SMAD2 TNFRSF8

DUSP4 PYCARD CHUK
FAZ CD38 IKBKB THBS1
Apoptosis, Interferon Gamma Response,
p53 Pathway, IL-6/JAK/STAT3
. Signaling, TNF-alpha Signaling via NF-
hsa-miR-92a- L
1-5p IL1A CD74 BCL6 APP kB, E2F Ta}rgets, Epithelial Mesgnchymal
Transition, Allograft Rejection,
POU2F2  CD59 TNFRSF10B  NEFL Inflammatory Response,
PIBK/AKT/mTOR Signaling
TP53 BIRC5 CDKNI1A
CREB5 ICAM1  ILF3
TNFRSF12A MAPK1 CD164

Tabela 11. Micro-RNAs diferencialmente expressos no grupo SNAI1 high da coorte HC-FMRP. Lista de miRNAs
diferencialmente expressos no grupo SNAI1 high de acordo com analise do painel NanoString Human V3 miRNA. As
colunas dois e trés mostram os genes e vias alvo dos miRNAs enriquecidos.

Differentially expressed miRNAs - ZBE1 high vs. ZEB1 low

mMiRNAs Targeted Genes Pathways
MAPK14  FAS ILF3 FAS
VEGFA RUNX1 MAP3K1  RUNX1
CD44 CCND3 RORA PTGS2
PTGS2 ETS1 TFRC ETS1 TNF-alpha Signaling via NF-kB, Hypoxia,
hsa- [MAPK1 CREB1 TANK C3 Epithelial Mesenchymal Transition, p53
Down miR- MAPKS TGFB1 MICB FN1 Pathway, PISBK/AKT/mTOR Signaling,
199a- |APOE FOS TXNIP GTF3C1 Interferon Gamma Response, IL-6/JAK/STAT3
3p HLA-B TBK1 HLA-B ILF3 Signaling, Apoptosis, TGF-Beta Signaling,
THBS1 C3 THBS1 MAP3K1 Allograft Rejection
CD164 FN1 CD164
CDKN1A GTF3Cl1 CD44
[TXNIP TANK MAPKS8
hsa- |AXL TNFRSF13CAPP CSF3 Epithelial Mesenchymal Transition, IL-2/STAT5
Down miR- [KIT THBS1 FN1 Signaling, Inﬂammatory_Response_, Coagulation,
199b- [LIF CD44 ILF3 Apoptosis, TNF-alpha Signaling via NF-kB, p53
5p  PIN1 CD59 ILIRL1 Pathway, Complement
hsa- |CREB1 BAX TNFRSF11BNEFL
miR- HLA-DRA ICAM1 AXL Allograft Rejection, Apical Junction,
Up 1224- Inflammatory Response
5p CD207 IKBKB LAMP1
hsa- RORA NFATC3  TP53 p53 Pathway, Whnt-beta C_ateni_n Signaling,
Up  miR- TAPBP BAX BCL2 | ?p?ptos%, IL-2/SF'I;AT5 Slgrllball?g_, I—éypoxtl_a,
nterferon Gamma Response, Protein Secretion,
1246 |LAMP2 CD164 TXNIP Interferon Alpha Response
hsa-
miR-
Up 128-1- BMI1 IL21R -
5p
hs_a- E(P::éaoé)z A EQI)(((S:D ggiigp $)L(Jk:l);1 Apc_)ptos_is, TGF-feta Sigr_lalipg, IL-2/STAT5
Up miR- Signaling, Allograft Rejection, Interferon
1305 TNFRSF9 -~ MAPSK7 = MAVS Gamma Response, Complement
MAGEA12 COLEC12 IRF4 '
MAPK14  GPI PSMB7 TAP1
TNFRSF13BTYK2 RPS6 ALCAM L
hsa- |REPS1 OAS3 IRF4 CDK1 IL-2/STAT5 Signaling, UV Response Dn,
b MR PN END Tes omR | Ao nerion Gane Reonse
181a-2-BAX EGR1 IGF1R PSMB8 S e
3p DOCK9 PINI BCL10 HLA-E I(S/gAfK/STi'II'Sh&gnalmg, Prlsltetlnhsst?_cretllgn,
ITGAG IL6ST NOTCHL LTA nterferon Alpha Response, Notch Signaling
NRP1 CD63 ITGAS
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hsa-
miR- Interferon Alpha Response, Androgen Response,
Up 3151 ILAC MAF PINI PI3K/AKT/mTOR Signaling
5p
hsa-
Up miR- VEGFA ANP32B  SMAD2 Hedgehog Signaling,
3168
PRKCD MAP2K4  CD164 CD47 Interferon Alpha Response, Protein Secretion,
hsa- |CXCL5 MEF2C TMEFF2  TXNIP Epithelial Mesenchymal Transition,
Up miR- VEGFA MAPK1 ITGB1 Angiogenesis, Hedgehog Signaling, UV
369-3p LAMP3 ATF2 TNFRSF11B Response Up, TNF-alpha Signaling via NF-kB,
LAMP2 IL6ST MAP2K1 Myogenesis, Apical Junction, Complement
hsa- ENTPD1  SMAD?2 NRP1 FN1 Angiogenesis, Hedgehog Signaling, TNF-alpha
. |CEBPB AKT3 SMPD3 ITGB1 Signaling via NF-kB, Epithelial Mesenchymal
miR- . .
Up 3742- Transition, Unfolded Protein Response, Pancreas
3p TNFRSF9 MAP2K4  VEGFA Be_ta Ce_lls, UV'Responsg Dn, IL-2/STAT5
Signaling, Apical Junction, Complement
CLU TICAM1 HLA-DQA1l Apoptosis, Interferon Gamma Response,
hsa- Cholesterol Homeostasis, IL-6/JAK/STAT3
Up miR- Signaling, Interferon Alpha Response,
4443 TXNIP IFNARL Coagulation, Myogenesis, p53 Pathway,
Complement, Allograft Rejection
Up r?w??% MRC1 PRKCD SLAMEL UV Response Up, Complement, Inflammatory
4448 Response
hsa- |[CDKN1A STAT3 MAF TRAF6 Whnt-beta Catenin Signaling, TNF-alpha
Up miR- Signaling via NF-kB, p53 Pathway, Interferon
4516 CEBPB P53 CCL16 Gamma Response, E2F Targets
hsa- [NFATC2 EP300 MAPK14 Angiogenesis, Hedgehog Signaling, UV
Up miR- [CYLD NFKBIA  NLRC5 Response Dn, IL-2/STATS5 Signaling, Interferon
489-3p [NRP1 CD81 BMI1 Gamma Response
BIRC5 PLAUR PLAU MAPKAPK?2
BCL2 FAS LRP1 CXCL3
BMI1 ITCH CDKN1A AXL Epithelial Mesenchymal Transition, IL-
hsa- IGF1R ATG16L1 LIF COL3A1 _6/JA_K/STAT3 Signal_ing, !L-2/_STAT5
Up miR- ILIRAP ITGA6 IL6ST STAT3 Slgnalmg_, TNF-alpha Signaling via NF-kB,
494-3p MAPK1 ABL1 ANP32B STAT5B Hypoxia, Interferon Gamma Response,
MAP2K1 CD276 THBS1 CD55 Complement, Inflammatory Response, Allograft
CXCR4  CCND3  ITGB1 IGF2R Rejection, KRAS Signaling Up
TMEFF2  STAT1 UBC MAGEA3
LAMP2 TNFAIP3 THY1 MIF
hsa- |CCR5 IL6R TGFB2
Up 5T(|)R3p ILIRAP SPN UBC Allograft Rejection, Apoptosis
hsa- KRAS Signaling Up, TNF-alpha Signaling via
Up miR- NFATC3 TNFAIP3 NF-kB, Hypoxia, Interferon Gamma Response,
518e-5p Complement, Epithelial Mesenchymal Transition
NFATC3  AKT3 NFATC3  NFATC3 Pancreas Beta Cells, TNF-alpha Signaling via
hsa- .
b TR B e
5%%&- TNFAIP3 CDKN1A TNFAIP3  TNFAIP3 Apoptosis, p53 Pathway, Myogenesis, KRAS
Signaling Up
NFATC3 CCL22 IL15RA STAT2
TNFAIP3  GPI CD164 BCL2L1
CASP10 TYK2 RPS6 CEBPB
LAMP2 ENG THBS1 MYD88 . .
CX3CL1  GATA3 IGEIR RELA IL-6/JAI_</STAT3 _Slgnalmg, Complement, TNF-
o BID Cigee T3 Tearo | SOrmOue NS, et s
Up miR- [CDa4 NUP107 IFNARL SMAD?2 Responsg IL-’2/SF‘)I'£T5 S,ignaling Inflarﬁmatory
522-5p IFNGR1 MAPK14 — PDGFC IRAKL Responsé Allograft Rejection KI,?AS Signaling
CDH1 VEGFA ATG12 CSF1 ' Up '
CASP8 TTK ATM LAMP1
TFRC IFIH1 TIRAP HMGB1
ST6GAL1 FN1 MX1 ILIRAP
GTF3C1 CD46 RUNX1 MME
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ITCH TNFSF18 MAPKAPK2CD47
CD59 DUSP4 CTSS ADA
IATG16L1 IRF1 CASP3 IGF2R
BAX IRF3 C2 MAP3K5
MAVS ELK1 FADD TAP2
MAP3K1 ILF3 BMI1 ITGAL
NRP1 ILI3RA1  STAT3 TAPBP
EP300 ITGB4 IL7R TICAM2
NFATC2  IL6ST ALCAM CFB
hsa- KRAS Signaling Up, TNF-alpha Signaling via
Up miR- NFATC3  TNFAIP3 NF-kB, Hypoxia, Interferon Gamma Response,
523-5p Complement, Epithelial Mesenchymal Transition
CXCR5 HMGB1 MAP3K1  TNFSF15 Epithelial Mesenchymal Transition, KRAS
hsa- |CD1D IL6R TNFAIP3 ICOSLG Signaling Up, TNF-alpha Signaling via NF-kB,
Up miR- Hypoxia, Interferon Gamma Response,
548j-3p|CD59 MEF2C VCAM1 MICA Complement, Allograft Rejection, Inflammatory
Response
hsa- . . . .
Up miR- [BCL2L1 POU2E2 MAVS ARG?2 Qp;?gggf;:;]:L-ZISTATB Signaling, Xenobiotic
575
Up :ﬁ; BCL2 IL6R SELE BTLA IL-2/STATS Signaling, Estrogen Response
630 IGF1R CD200 TLR4 Early, UV Response Dn
h CDKN1A MAP3K5 TXNIP Apoptosis, Interferon Gamma Response, p53
sa-
b TR P O it Werpes TN
G%Zpa- HMGB1 SYK alpha Signaling via NF-kB, Hypoxia, Apical
Junction, mTORC1 Signaling

Tabela 12. Micro-RNAs diferencialmente expressos no grupo ZEB1 high da coorte HC-FMRP. Lista de
miRNAs diferencialmente expressos no grupo ZEB1 high de acordo com analise do painel NanoString Human V3
miRNA. As colunas dois e trés mostram os genes e vias alvo dos miRNAs enriquecidos.

4.5. Andlise de marcadores de evasdo imune e citometria digital
utilizando uma coorte do TCGA
Como forma de validacdo adicional, nés comparamos 0s niveis de expressdo de

checkpoints imunoldgicos e de genes relacionados a evasdo imune entre 0S N0Ss0s grupos
de interesse e avaliamos a abundancia relativa de células imunes no microambiente
tumoral utilizando o algoritmo do CIBERSORT numa coorte de adenocarcinoma de
préstata do TCGA.

A andlise dos genes relacionados a evasdo imune mostrou uma expressao
significativamente elevada de CTLA-4, PD-L1, TIM3, DCR3 e IL10 nos grupos SNAI1
high e ZEB1 high em relacdo aos seus respectivos controles (Figuras 8 e 9). Ja a anélise
de citometria digital mostrou que a expressdo de ambos os marcadores esta associada a
um enriguecimento de células quiescentes, como os linfocitos B naive, no microambiente
tumoral (Figura 10, Figura 11). Além disso, a alta expresséo de ZEB1 também se mostrou
associada a uma deplecdo de células efetoras, como os linfécitos CD8, e a uma

polarizacdo M0-M2 de macrdfagos associados ao tumor.
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Figura 8. Efeito da alta e da baixa expressdo do SNAI1 na expressdo relativa de gene codificadores de
checkpoints imunologicos e supressores imunes — Analise da expressdo da marcadores imunomodulatérios
conhecidos mostra um aumento da expresséo relativa de CTLA-4, PD-L1, TIM-3, DCR3, IL10 e IL10RA no gurpo
SNAI1 high na coorte do TCGA. *P<0.05, Mann-Whitney test.
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Figura 9. Efeito da alta e da baixa expressao do ZEB1 na expresséo relativa de gene codificadores de checkpoints
imunologicos e supressores imunes — Analise da expressdo da marcadores imunomodulatérios conhecidos mostra um
aumento da expressdo relativa de CTLA-4, PD-L1, TIM-3, DCR3, IL10 e IL10RA no gurpo ZEB1 high na coorte do
TCGA. *P<0.05, Mann-Whitney test.
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CIBERSORT
SNAI1 low vs. SNAI1 high
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Figura 10. Efeito da alta e da baixa expressdo de SNAI1 na abundancia relativa de células immune na coorte do
TCGA - Citometria digital baseada no método de deconvolugdo mostra um aumento da abundancia relativa de naive
B cells, resting dentritic cells e activated mast cells e uma diminuigdo da abundancia de resting mast cells no grupo
SNAI1 high. *p<0.05, multiple t tests.
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Figura 11. Efeio da alta e da baixa expressdo de ZEB1 na abundancia relativa de células immune na coorte do
TCGA - Citometria digital baseado em deconvolugdo mostra um aumento da abundancia de naive B cells, resting
memory CD4+ T cells e M2 macrophages e uma diminuic¢do na abundancia de memory B cells, CD8 T cells, follicular
T helper cells, monocytes e MO macrophages. *p<0.05, multiple t tests.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO
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5. Discussao e conclusdo
Um importante hallmark do cancer é entender como os tumores conseguem evadir 0

sistema imune do hospedeiro (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Essa é uma vantagem adaptativa importante para a sobrevivéncia, para a manutencao e
para a evolugdo do cancer, especialmente ap06s o sucesso emergente dos diferentes tipos
de imunoterapia. O PCa é um tumor considerado imunologicamente frio, ou seja, um tipo
tumoral que teve sucesso na evasao imune e que, consequentemente, ndo responde bem

a imunoterapia.

A EMT é um processo envolvido em diversos aspectos da progressao tumoral e,
recentemente, evidencias tem apontado para a modulagdo imune como um desses
processos. No PCa, essa via ja havia se mostrado fortemente relacionada a caracteres de
progressao e agressividade, como migracdo, invasdo e potencial metastatico aumentado.
De fato, estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que a via de EMT parece estar
relacionada a um risco aumentado e uma maior chance de recorréncia, o que justifica uma

investigacao aprofundada do papel desse processo nesse tipo de tumor.

O SNAI1 e 0 ZEBL1 sdo fatores de transcricdo intimamente envolvidos na EMT e cuja
expressdo tem sido associada a evasdo imune em diversos tipos tumorais. No PCa,
entretanto, o papel desse processo na modula¢do imune antitumoral ainda ndo foi bem

investigado e é uma das novidades do presente estudo.

A andlise dos dados clinicos da nossa coorte mostrou que a expressao do SNAI1
esta relacionada a um perfil patolégico mais agressivo e a expressdo do ZEB1, a uma
maior chance de recorréncia, achados que estdo de acordo com dados da literatura.
Trabalhos anteriores ja relacionaram diversos marcadores de EMT a recorréncia no PCa
(CHEAITO et al., 2019; FIGIEL et al., 2017), e um estudo com pacientes dessa doenca
mostrou que, de fato, a expressdo aumentada de SNAI1 est4 relacionada a uma maior
pontuacdo de Gleason, score patoldgico do qual deriva o ISUP (EPSTEIN et al., 2016;
POBLETE et al., 2014).

Nossa investigagdo mostrou que a alta expressao desses marcadores estd associada a
mudangas transcricionais amplas, capaz de modificar de maneira contundente o
comportamento tumoral. Muitos dos genes diferencialmente expressos estéo relacionados
a progressao e a agressividade, e que pode explicar relagdo da EMT com os achados
clinicos supramencionados. O gene ETS1, que apareceu upregulado no grupo SNAI1
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high, foi previamente associado EMT em células de PCa (RODGERS et al., 2019).
Evidencias mostram que esse gene da familia ETS também esta associado a
quimioresisténcia, a invasdo, a proliferacdo, a metastase e a um fenotipo resistente a
castracdo (KATO et al., 2012; SMITH et al., 2012; XU et al., 2017). O gene RUNX1
também apareceu upregulado nesse grupo. No PCa, o papel dele é ambivalente — em
tumores independentes do andrégeno a sua expressao esta relacionada a um bom
prognostico, mas em tumores dependentes do AR ela estd envolvida no crescimento
mediado por esse hormonio (LIN, 2022; TAKAYAMA et al., 2014). Os genes PDGFRB
e CXCL10 apareceram upregulados no grupo ZEB1 high. O primeiro foi previamente
associado a metastase em canceres de mama e o segundo, a recorréncia e a um pior
prognostico em PCa (GWAK et al., 2020; NAGAYA et al., 2020; SHI et al., 2020). Esses
achados estdo de acordo com trabalhos anteriores mostrando que a EMT pode induzir
uma assinatura transcricional associada a agressividade em diversos tipos tumorais,
inclusive no PCa (BHOWMIK et al., 2015; SABBAH et al., 2008; SANDSMARK et al.,
2016).

Como esperado, alguns dos genes diferencialmente expressos estdo classicamente
envolvidos com processos de evasdo imune, 0 que ja havia sido mostrado em outros tipos
tumorais (BLOCK et al., 2019; TERRY et al., 2020). O CTLA-4 e 0 CD274, ambos
upregulados no grupo SNAIL high, sdo codificadores dos principais checkpoints
imunolégicos das células T. Quando expresso por essas células, o0 CTLA-4 se liga aos
receptores CD80/86 das células apresentadoras de antigenos, impedindo a ligacdo deles
ao receptor CD28 do linfécito e a consequente proliferacdo dessas células. O PD-L1,
codificado pelo gene CD274, pode ser expresso pelas células tumorais e mimetiza a
funcdo das células Tregs. Essa molécula se liga ao PD-1 expresso pelos linfécitos T e
ativa uma cascata inibitoria que impede a ativacao e a proliferacao dessas células imunes
(ZHANG et al., 2021). Sozinhos esses dados poderiam sugerir um possivel mecanismo
para a exclusdo imunologica no microambiente tumoral do PCa através da inativacdo de

celulas T e, portanto, da inabilidade de reconhecimento de neoantigenos tumorais.

O grupo ZEBL1 high, por outro lado, mostrou resultados ambivalentes. Ao mesmo
tempo que apresentou uma upregulacdo de genes relacionados aos complexos
apresentadores de antigeno, o que poderia provocar uma melhor resposta imune
antitutumoral (GARRIDO et al., 2016), também teve enriquecidos genes como 0 HLA-G

e 0 CD84, que tem sido estudados como possiveis imunossupressores e checkpoints
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imunologicos em potencial em outros tipos tumorais (CUENCA et al., 2019;
KRIJGSMAN et al., 2020; LEWINSKY et al., 2021; MORANDI; AIROLDI, 2022).

Curiosamente, alguns dos genes com potencial clinico investigados no painel tem
comportamentos diferentes entre os grupos SNAI1 high e ZEB1 high na comparagdo com
0s respectivos controles. O IL8 e o LIF, por exemplo, ambos associados a um pior
prognostico, aparecem upregulados no grupo SNAI1 high, mas downregulados no grupo
ZEB1 low (LOPEZ-BUJANDA et al., 2021; VISWANADHAPALLI et al., 2022).

A andlise de enriquecimento de vias mostrou que a via de resposta inflamatoria e
a via de sinalizacdo TNF-alfa via NF-kB estdo enriquecidas no grupo SNAI1 high, o que
também foi observado na validacdo utilizando o painel PanCancer Pathway e a coorte do
TCGA. Apesar de se tratarem de vias pro-inflamatdrias, o que pode induzir a ativacao de
células imunes, a promocao de inflamacdo no microambiente tumoral do PCa também
pode se pro-tumorigénica (DE BONO et al., 2020).

Ao encontro dessa interpretacdo, as andlises utilizando o painel PanCancer
Pathway e a coorte do TCGA, mostraram que outras vias pro-tumorigénicas também
apareceram enriquecidas nesse grupo. A via PI3BK/AKT/MTOR é amplamente associada
a proliferacdo celular descontrolada e a perda do supressor tumoral PTEN; vias
relacionadas a citocina IL6 estdo relacionadas a atividade androgénica aumentada; e as
vias relacionadas ao orquestrador de inflamacdo NK-kB, bem como as vias do
complemento e STAT3, foram previamente associadas a progressao tumoral (HANDLE
et al., 2018; JAMASPISHVILI et al., 2018; STAAL; BEYAERT, 2018; STALLONE et
al., 2020).

Curiosamente, nenhuma via apareceu enriquecida no grupo ZEB1 high, apesar do
grande nimero de genes diferencialmente expressos. Uma possivel explicacdo esta
relacionada aos miRNAs upregulados nesse grupo. Apesar dos resultados de miRNAs
downregulados estimularem a EMT e as vias pro-tumorigenicas associados a esse
processo, seis dos miRNAs upregulados controlam, entre outros, genes relacionados a
EMT, o que sugere que a expresséo do ZEB1 elicia um mecanismo de contrabalango desse
processo e a consequente diminuicdo do seu impacto transcricional. No SNAIL, por outro
lado, o nimero de miRNAs capazes de controlar a EMT e as outras vias pro-
tumorigenicas foi menor, o que justifica a atividade mais claramente associada a

progressao tumoral e a evasdo imune. De fato, trabalhos anteriores mostraram que tanto
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a EMT quando a expressdo do ZEB1 s&o fortemente controlados por esses componentes
génicos ndo codificantes (DING, 2014; ZARAVINQOS, 2015; ZHANG et al., 2019). O
fato de o ZEB1 ser um efetor da EMT e estar abaixo do SNAI1 na cascata de ativacao
dessa via poderia justificar um estdgio mais avancado do processo e uma consequente

necessidade fisiologica de contrabalanco da EMT.

Investigacdes adicionais utilizando a coorte publica do TCGA mostraram que
ambos 0s genes investigados estdo associados a expressdao dos marcadores de evasédo
imunolégica CTLA-4, PD-L1, TIM3, DCR3 e I1L10 (KHALIL et al., 2016; MORANDI;
AIROLDI, 2022). A expressao desses marcadores justifica, ndo s6 uma inativacdo das
células T, mas uma supressao imune generalizada no microambiente tumoral. Uma outra
possibilidade é que, associado a expressdo de vias e marcadores pro-inflamatorios, esse
microambiente possa estar induzindo uma exaustdo das células T, o que poderia justificar
a falta de resposta aos bloqueadores de checkpoints mesmo mediante a expressdo de PD-
1,PD-L1e CTLA-4.

Complementarmente, a analise de citometria digital mostrou que esses genes estdo
relacionados ao aumento de células imunes quiescentes e, portanto, nao efetoras no
microambiente tumoral; e a deplecéo de células efetoras antitumorais, como linfécitos T
CD8 e linfocitos T foliculares (RENAUDE et al., 2021; TANOUE et al., 2019). O ZEB1
ainda se mostrou associado a um aumento de macrofagos de polarizacdo M2,
conhecidamente envolvidos na supressdo da atividade imunolégica (ERLANDSSON et
al., 2019). Esses dados sugerem que o processo de EMT possa influenciar ndo s6 as
celulas tumorais, mas o microambiente tumoral como um todo. A deplecdo de células
imunes efetoras e o aumento de células quiescentes poderia justificar a dificuldade do
sistema imune hospedeiro em reconhecer esse tecido estranho e, portanto, em responder

a imunoterapia.

Coletivamente, nossos resultados corroboram a extensa literatura que atribui a
EMT caracteres de progressao e agressividade quando expresso em microambientes
tumorais. No PCa, a relacdo entre a EMT e 0s processos oncogénicos sdo bem
estabelecidos, mas esse € o primeiro trabalho investigando, de maneira especifica, a
associacdo entre marcadores moleculares da EMT e marcadores bem estabelecidos de
evasdo imune. Nés sugerimos que a ativagdo desse processo no microambiente tumoral

ativa genes e vias com a capacidade de promover inflamacdo nesse microambiente, mas
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também de inibir uma resposta celular efetiva, o que favorece o crescimento tumoral,
garante uma maior agressividade e impede tanto a resposta imune natural como a resposta

imune estimulada pela imunoterapia.

O SNAI1 é o principal marcador de EMT no PCa. Nesse estudo ele se mostrou
consistentemente associado a uma maior agressividade. Esse é o primeiro trabalho que
mostra que, nesse tipo de tumor, a expressao desse gene pode modular o microambiente
tumoral imune e esta diretamente associada a expressao de CTLA-4 e PD-L1, o que
sugere seu papel na evasdo imune, mas também aponta para o potencial de utilizacdo

desse gene como um biomarcador de resposta a imunoterapia.

Os resultados associados a expressdo do ZEB1, efetor da EMT mais amplamente
estudado, precisam ser melhor investigados nesse tipo tumoral. Apesar dos resultados
clinicos concordantes com os achados de literatura e da correlacdo com genes de
importancia clinica bem descrita, a expressdo desse marcador da EMT pareceu estar
associada uma atividade molecular diferente daquela estimulada pela expressdo do
SNAIL. Como explicado anteriormente, esses dois genes possuem papeis diferentes na
EMT. Enquanto o SNAIL induz o processo e parece estar no inicio da cadeia molecular,
0 ZEB1 é um efetor, e pode representar um estagio mais avancado desse processo. A
presenca desses genes em estagios diferentes da EMT pode explicar a diferenca entre elas
observadas nesse trabalho. Entretanto, mesmo que associados a mecanismos diferentes,
ambos 0s genes parecem ter o potencial de influenciar a progressdo tumoral e a resposta

imune no PCa.

Apesar dos nossos esforgos, esse estudo apresentou algumas limitagdes, sendo as
principais delas a falta de dados de expressdo proteica para validar os achados de
transcriptobmica e a falta de estudos celulares. NOs acreditamos, entretanto, que 0s
resultados encontrados aqui dardo o suporte necessarios para que estudos futuros
utilizando técnicas mais direcionadas, como single-cell RNA sequencing, ELISA e
citometria de fluxo, que poderdo contornar as lacunas desse trabalho e fortalecer o
arcabouco tedrico e empirico a respeito do potencial da EMT em modular a resposta

imune antitumoral nessa e em outras doencas.
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Andrew Squire, da Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de
Genética, Grupo de Pesquisa em Uro-Oncologia.

Introducéo:

Os pesquisadores argumentam que o status genético do cancer de pristata pode determinar a infiltracdo e
a composicao celular imune no microambiente tumoral.

Mutag8es especificas do tumor podem afetar vias e levar a alteracdes pré ou anti-inflamatoérias que podem
resultar num microambiente tumoral imunologicamente frio. Estudos recentes do nosso grupo mostraram
uma associacao entre a perda do PTEN e um microambiente tumoral imunossuprimido. Camundongos
knock out para PTEN mostraram que superexpressédo de genes ETS induziram progressédo tumoral e a uma
assinatura proé-inflamatoria. O supressor tumoral PTEN (Fosfatase homoéloga a tensina) € uma dupla
fosfatase que regula a via AKT/PI3K convertendo fosphatidilinositol-3,4,5-trifosfatase (PIP3) em PIP2. A
ativacao transcricional dependente de ZEB1 promove mudancas em vias de reparo do DNA semelhante
aMDSCs, ativar receptores inibitérios de
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células T e induzir a exaustdo de células T para promover um fendtipo de evasdo imune no cancer de
préstata. Assim, os pesquisadores tém por hipétese que alteracdes de expressao induzidas por ZEB1 nos
tumores facilita a evasdo tumoral induzida pela perda de PTEN e pela fusdo TMPRSS2-ERG no céncer de
préstata.

Hipotese:

Coletivamente, nés sugerimos que a perda de PTEN, a fusdo TMPRSS2-ERG e a expressao de ZEB1 véo
cooperar para induzir alteragGes de vias de expressao genética que levam a expressdo de citocinas que
podem alterar a interacdo tumor-microambiente tumoral para facilitar a evasao tumoral. Além disso,
evidéncias apontam que a expressao de ZEB1 pode estar relacionada a perda de PTEN e a fuséo
TMPRSS2-ERG. Foi mostrado que a transigcéo epitélio-mesenquimal induzida pela fusdo TMPRSS2-ERG é
mediada pelo eixo ZEB1/ZEB2 em céncer de prostata (LESHEM et al., 2011). Ainda, o eixo Ras/ZEBL1 foi
capaz de inibir a expressao de PTEN selvagem para ativar a via PI3K/AKT (LIU, Yongging et al.,2014). O
nosso modelo de trabalho é que muta¢des soméaticas (ZEB1, PTEN loss and TMPRSS2-ERG fusion) no
tumor, ndo apenas promovem a progressao, como também induzem a expressao de citocinas que recrutam
Tregs e MDSCs para suprimir a atividade de células T efetoras e promover um fenétipo tumoral de evasao
imune.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar o impacto da expressdo da ZEB1, da perda de PTEN e da fusdo TMPRSS2-ERG em genes e
citocinas associados a evasdo imune, a resposta a dano ao DNA, a exaustao de células T e a alteracao de
expressdo de MHC usando o painel de resposta imune da Nanostring para

analise transcriptémica.

Objetivo Secundario:

Usar dados publicos do banco de transcriptdmica do TCGA e do MSKCC, bioinformética e aprendizado de
maquina para analisar alteracdes de vias relacionadas a perda de PTEN e a fusdo TMPRSS2-ERG que
podem ser afetadas pela expressdo de ZEB1. Determinar como alteracdo da expressédo de genes
relacionados a perda de PTEN, a fusdo TMPRSS2-ERG e a expressdo aumentada de ZEB1 podem estar
ligadas a vias que podem influenciar o microambiente tumoral imune do cancer de préstata. Integrar
achados de citometria celular com os dados de
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transcriptémica para determinar os impactos da perda de PTEN e da presenca da fusdo TMPRSS2-ERG no
contetdo imune celular do microambiente tumoral. N6s vamos analisar a influéncia do ZEB1 nos
componentes imunes do microambiente tumoral do cancer de prdstata independentemente e em sinergia
com a perda de PTEN e a fusdo TMPRSS2-ERG usando o algoritmo do XCELL associado aos resultados de
citometria de fluxo, ELISA,imunohistoquimica e imunofluorescéncia obtidos no contexto do projeto da
FAPESP ja em andamento no nosso laboratério.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os pesquisadores alegam que as analises serdo baseadas em amostras de prostatectomia radical que ja
seriam realizadas, e por este motivo o estudo ndo oferece nenhum risco adicional ao paciente. No caso
remoto de um namero suficiente de amostras frescas ndo poderem ser coletadas e avaliadas até o termino
desde estudo devido a problemas operacionais causados desde o inicio da COVID-19, as analises de
transcriptdbmica poderdo ser realizadas em amostras fixadas em formalina e armazenadas em parafina,
disponiveis em biobanco no arquivo de patologia do HCFMRP.

Beneficios:

Nao ha beneficios diretos aos participantes do estudo.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Desenho do estudo:

O presente trabalho seré realizado utilizando amostras de tumores fixados em parafina derivado do Arquivo
do Servico de Patologia do HCFMRP com prévia autorizacdo do responsavel. Os dados clinicos serao
adquiridos através de revisdo de prontuarios.

Os 30 casos obtidos serdo de risco intermediario de acordo com os critérios do NCCN em estagio T2b ou
T2c, score de gleason de 7 ou antigeno prostético

especifico de 10-20 ng/ml sem caracteres de alto risco. O sequenciamento sera feito utilizando o painel
nCounter PanCancer 10 360 (NanoString

Technologies Inc., Seattle, WA, USA), que avalia 770 genes envolvidos em progressao tumoral, resposta
imune e caracterizagdo do microambiente tumoral. Analises de bioinformética seréo feitas para estimar o
landscape celular usando o xCELL e determinar a relagéo entre alteracdo de alvos gen6micos utilizando
aprendizado de maquina. Com isso, caracterizaremos as altera¢des da
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resposta imune no TME do PCa por meio de andlises in

silico e analise de RNAseq utilizando um painel genes associados a resposta imune em amostras PTEN +/-,
TMPRSS2-ERG +/- e ZEB1 +/-

Os 30 casos obtidos serédo de risco intermediario de acordo com os critérios do NCCN em estagio T2b ou
T2c, score de Gleason de 7 ou antigeno prostatico especifico de 10-20 ng/ml sem caracteres de alto risco
(estagio clinico igual ou superior a T3a, score de Gleason 8-10 ou PSA>20 ng/ml). Amostras de sangue
serdo coletadas antes da cirurgia para medir os niveis de testosterona (teste ECLIA). Os pacientes seréo
horménio naive e submetidos a 3 meses de ADT com a droga goserelina (Zoladex®). Essa droga é um
agonista de LH-RH - ela estimula a via hipotalamo-hipofise-gonadal levando a uma diminui¢cao dos niveis de
testosterona. Amostras de sangue serao coletadas antes do inicio do tratamento e apds 3 e 6 meses de
tratamento para medicao dos niveis de testosterona (teste ECLIA). No caso remoto de um nimero suficiente
de amostras frescas nao poderem ser coletadas e avaliadas até o termino desde estudo devido a problemas
operacionais causados desde o inicio da COVID-19, as andlises de transcriptdmica poderéo ser realizadas
em amostras fixadas em formalina e armazenadas em parafina, disponiveis no arquivo de patologia do
HCFMRP. As amostras incluidas nessa andlise serdo de homens adultos, de risco intermediario de acordo
com os critérios do NCCN em estagio T2b ou T2c, score de Gleason de 7 ou antigeno prostatico especifico
de 10-20 ng/ml sem caracteres de alto risco (estagio clinico igual ou superior a T3a, score de Gleason 8-10
ou PSA>20 ng/ml).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
A Folha de Rosto e o Orgamento do estudo foram devidamente apresentados.

Foi anexada a anuéncia da instituicdo para a realiza¢@o da pesquisa, bem como foi anexada a concordancia
do Departamento de Patologia para cessdo de amostras de céncer de préstata coletadas por ocasido de
procedimento cirargico com fins diagnosticos/terapéuticos e que estdo armazenadas no Servigo de
Patologia.

O pesquisador menciona BIOBANCO do Servico de Patologia. Informa-se que o servico de Patologia ndo
constitui BIOBANCO na acepcgéo do termo a luz da Resolugdo 441/11 do Conselho Nacional de Saude que
trata do armazenamento de amostras bioldégicas em Pesquisas com Seres Humanos. O Servico de
Patologia arquiva amostras biolégicas que foram coletadas para fins diagnésticos. Tem
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a guarda desse material para fins diagnésticos e ndo de pesquisa propriamente dita. Biorrespositério e
Biobanco em Pesquisa com Seres Humanos tém outras defini¢cées.

A equipe da pesquisa foi devidamente identificada.

Entretanto, para que o presente projeto de pesquisa possa ser aprovado por esse comité, varias questdes
precisam ser mais bem explicadas ou definidas:

1) A casuistica e os meios de obtencao das amostras bioldgicas a serem utilizadas no estudo precisam ser
adequadamente caracterizados. Inicialmente, a impressdo é que o material seria coletado a fresco, em
estudo prospectivo. De acordo com a carta enviada ao CEP pelo investigador, a pandemia por COVID 19
causou impacto na realizacdo da pesquisa, o que motivou mudancas em relacdo a casuistica e material
bioldgico a ser estudado.

Diante disso, o investigador precisa reavaliar o texto do projeto de pesquisa e do documento informacdes
basicas do projeto para as devidas adequacdes. Sera realizado estudo a partir de amostras previamente
coletadas, tanto amostras de cancer de prostata quanto amostras de sangue? PENDENCIA ATENDIDA. FOI
MODIFICADA A METODOLOGIA DO ESTUDO DE ACORDO COM O INVESTIGADOR DEVIDO AS
DIFICULDADES DE REALIZACAO DO ESTUDO NA VIGENCIA DA PANDEMIA POR COVID 19. SERA
UTILIZADO MATERIAL ARMAZENADO NO SERVICO DE PATOLOGIA PREVIAMENTE COLETADO
PARA FINS DIAGNOSTICOS/TERAPEUTICOS.

2) Caso seja utilizado material ja previamente coletado por forca de procedimentos diagnosticos e
terapéuticos, o pesquisador podera sim solicitar a dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido,
com as devidas justificativas e garantias de sigilo e confidencialidade dos dados. PENDENCIA ATENDIDA.
FOI SOLICITADA A DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, COM AS
DEVIDAS JUSTIFICATIVAS E GARANTIA DE ANONIMATO.

3) Caso esteja previsto a utilizagdo de amostras de sangue que foram coletadas para pesquisa previamente
aprovada pelo CEP, favor mencionar o nimero do parecer de aprovacdo do estudo prévio; nesse caso
essas amostras constituem biorrepositério de estudo anterior que podera ser transferido, passando a
constituir biorrepositério do presente estudo. Nesse caso, ha necessidade de se solicitar a criacdo do
biorrepositorio do presente estudo, informando-se o(s) pesquisador(es)responsavel(eis) do presente estudo.
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Neste caso, favor obter informag8es junto a secretaria do CEP sobre os documentos necessarios.
PENDENCIA ATENDIDA. A NOVA VERSAO DO PROJETO NAO MENCIONA AMOSTRAS DE SANGUE.

4) Fica confuso no texto se havera solicitagdo ou ndo da dispensa do termo de consentimento livre e
esclarecido. Em alguns documentos menciona-se que ndo ha necessidade de termo de consentimento, mas
por outro lado, o pesquisador anexa termo de consentimento.

Héa necessidade de adequar o texto dos documentos em relagdo a essa questdo. Esclarece-se que a
decisdo de aprovar ou ndo a dispensa do termo de consentimento é prerrogativa do CEP, desde que o
pesquisador solicite a possibilidade de apreciacdo quanto a dispensa do termo de consentimento, com as
devidas justificativas e garantias de preservacéo do sigilo. PENDENCIA ATENDIDA.

5)Caso o investigador principal opte pela utilizacdo de termo de consentimento livre e esclarecido, varias
modificacfes sdo necessarias:

a) Explicar ao paciente os procedimentos que serdo utilizados na pesquisa (0 que acontecera com ele caso
deseje participar). Explicar os possiveis danos decorrentes da participagdo na pesquisa. Ao mencionar
riscos deve-se levar em conta riscos inerentes a quebra de sigilo e que medidas se pretende adotar para
minimiza-los.

- Caso ndo haja previsao de beneficio direto ao participante, isso deve estar claramente informado no texto
do termo de consentimento.

- Quanto ao armazenamento de material biolégico em biorrepositério, € necessaria atencéo a Resolucédo N°
441 de 12 de maio de 2011 do Conselho Nacional de Saude, que estabelece:

a) O TCLE deve conter referéncia aos tipos de informacdo que poderdo ser obtidos nas pesquisas futuras, a
partir da utilizagdo do material biol6gico humano armazenado, para fins de conhecimento e decisao
autbnoma do participante da pesquisa.

b) O TCLE deve conter a garantia expressa da possibilidade de acesso pelo participante da pesquisa,
inclusive a(s) forma(s) de contato para tal, ao conhecimento dos resultados obtidos com a utilizag&o do seu
material biolégico e as orientacbes quanto as suas implica¢cdes, incluindo aconselhamento genético quando
aplicavel, a qualquer tempo.

Uma sugestéo, no presente estudo, é propor um biorrepositério para essa pesquisa, € ndo um biobanco.
Para isso, é necessario enviar ao CEP uma solicitacdo de criacdo de biorrepositério conforme a Resolugéo
N° 441/11 e incluir no TCLE a devida solicitacdo ao voluntario quanto a guarda do
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material bioldégico. Favor entrar em contato com a secretaria do CEP para obter modelos desses
documentos. PENDENCIA ATENDIDA. FOI SOLICITADA A DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO
COM AS DEVIDAS JUSTIFICATIVAS. SERAO UTILIZADAS AMOSTRAS DE TUMORES DE PROSTATA
PREVIAMENTE COLETADAS PARA FINS DIAGNOSTICOS/TERAPEUTICOS ARMAZENADAS NO
SERVICO DE PATOLOGIA DO HCRP-USP.

Recomendacgdes:
N&o se aplica.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto e a luz da Resolugdo CNS 466/2012, o projeto de pesquisa Versdo 3. 20 de dezembro de
2021, assim como a solicitag@o de dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, devem ser
enquadrados na categoria APROVADO.

Considerac¢des Finais a critério do CEP:

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

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 08/02/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1664140.pdf 13:35:41
Outros Carta_ao_CEP.pdf 08/02/2022 |LUIZ PAULO Aceito

13:34:09 | CHAVES DE SOUZA
Cronograma CRONOGRAMA.docx 08/02/2022 |LUIZ PAULO Aceito
13:33:06 CHAVES DE SOUZA
TCLE / Termos de | TCLE_solicitacao_dispensa.pdf 08/02/2022 |LUIZ PAULO Aceito
Assentimento / 13:32:55 |CHAVES DE SOUZA
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_departamento_e_etica_Luiz_v_ | 08/02/2022 |LUIZ PAULO Aceito
Brochura 3.docx 12:08:28 |CHAVES DE SOUZA
Investigador
Orcamento aprovacao_upc_com_carimbo_genetica.| 17/02/2021 |LUIZ PAULO Aceito
pdf 10:38:34 | CHAVES DE SOUZA
Outros ANUENCIA_LUIZ.pdf 08/02/2021 |LUIZ PAULO Aceito
16:05:28 CHAVES DE SOUZA
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Abstract: Prostate cancers may reactivate a latent embryonic program called the epithelial-mesenchymal
transition (EMT) during the development of metastatic disease. Through EMT, tumors can develop
a mesenchymal phenotype similar to cancer stem cell traits that contributes to metastasis and
variation in therapeutic responses. Some of the recurrent somatic mutations of prostate cancer
affect EMT driver genes and effector transcription factors that induce the chromatin- and androgen-
dependent epigenetic alterations that characterize castrate-resistant prostate cancer (CRPC). EMT
regulators in prostate cancer comprise transcription factors (SNAI1/2, ZEB1, TWIST1, and ETS), tumor
suppressor genes (RB1, PTEN, and TP53), and post-transcriptional regulators (miRNAs) that under
the selective pressures of antiandrogen therapy can develop an androgen-independent metastatic
phenotype. In prostate cancer mouse models of EMT, Slug expression, as well as WNT/3-Catenin
and notch signaling pathways, have been shown to increase stemness potential. Recent single-
cell transcriptomic studies also suggest that the stemness phenotype of advanced prostate cancer
may be related to EMT. Other evidence correlates EMT and stemness with immune evasion, for
example, activation of the polycomb repressor complex I, promoting EMT and stemness and cytokine
secretion through RB1, TP53, and PRCI. These findings are helping clinical trials in CRPC that seek to
understand how drugs and biomarkers related to the acquisition of EMT can improve drug response.

Keywords: castrate-resistant prostate cancer; immunotherapy; immune evasion; tumor microen-
vironment; oncogenes; tumor suppressor genes; mouse models of cancer; epigenomics; plasticity;
chromatin modification

1. Prostate Cancer Progression

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer in men and the fifth cause
of cancer-related deaths worldwide [1,2]. It is expected that this disease will account for
1in 5 new cases of cancer in American men in 2020 [2]. For men diagnosed with advanced
and metastatic PCa, the 5-year survival rate is 30% [3]. Androgen deprivation monother-
apy (ADT) is no longer the standard of care for men with metastatic hormone-sensitive
PCa (mHSPC); today, ADT should be combined with second-generation antiandrogens
(enzalutamide, apalutamide, darolutamide, or abiraterone acetate) or chemotherapy (doc-
etaxel), although ADT is a unique therapy that should indefinitely continue in all stages of
metastatic disease [4]. Resistance to chemotherapy and hormonal therapy in the metastatic
setting remains a significant cause of morbidity and mortality [5].
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There have been great improvements in understanding the landscape of genomic
alterations and somatic mutations in PCa in recent years. Key somatic mutations in PCa
include fusions of TMPRSS2 with ETS family genes, amplification of the MYC oncogene,
deletion and/or mutation of PTEN, RB1, and TP53 in advanced disease, together with
amplification and /or mutation of the androgen receptor (AR) [3]. At the pathway level,
PI3K, DNA repair, WNT/ 3-catenin, and epigenetic regulators are more frequently altered
in metastatic samples [6-8].

The most common somatic rearrangements in PCa are gene fusions that involve
members of the ETS family of transcription factors such as ERG, ETV1, and ETV4, which
have important roles in embryonic development and cell proliferation. The most frequent
of these fusions is between the AR-dependent promoter of the TMPRSS2 gene onto the
coding region of the ERG gene. This gene fusion has been found in fifty percent of primary
PCa, leading to AR-dependent overexpression of ERG in these tumors [9].

Second-generation antiandrogens such as abiraterone and enzalutamide have been
highly effective in controlling AR signaling activity, but unfortunately, most metastatic
PCa develop antiandrogen resistance [10]. In many cases, CRPCs exhibit “androgen-
indifferent” phenotypes, containing regions of tumor that lack AR expression. These
histologically AR-negative tumors may also display lineage plasticity (see Table 1), as in
the case of neuroendocrine prostate cancer (NEPC) (see Table 1). Other tumors lack both
AR expression and neuroendocrine differentiation, and they are called “double-negative”
PCa (DNPC), identified in approximately 25% of metastatic CRPC patients [11]. AR
deregulation in more advanced PCa is associated with chromatin reprogramming of AR
cistrome and epigenetic alterations, which can trigger neuroendocrine differentiation. As
we discuss below, it is thought that the various acquired genomic rearrangements and
chromatin changes that characterize CRPC overcome the effects of hormonal therapy by
reactivation of prostate developmental stem-cell-like gene expression [12].

Table 1. Concept definitions.

Castration-resistant prostate cancer (CRPC)

CRPC is an incurable advanced prostate cancer that underwent genomic and phenotypical changes that promoted resistance to
androgen deprivation therapy. CRPC overcomes the standard of care therapy and, therefore, its progression is independent of
androgen signaling. It is believed that CRPC became resistant to hormonal therapy by reactivation of prostate developmental

stem-cell-like gene expression.

Neuroendocrine differentiation
Neuroendocrine differentiation in prostate cancer is a well-recognized phenotypic change by which prostate cancer cells
transdifferentiate into neuroendocrine-like cells. NE-like cells lack the expression of AR and prostate-specific antigen (PSA), and are
resistant to androgen deprivation therapy.

Double-negative prostate cancer (DNPC)
DNPC are tumors that lack both AR expression and neuroendocrine differentiation.
Epithelial-mesenchymal transition (EMT)
EMT is a latent embryonic programming whereby epithelial cells change from cuboidal- to spindle-shaped morphology, losing their
epithelial phenotype to acquire mesenchymal features. It is a pivotal process during homeostasis, but in the context of cancer, EMT
programming can be reactivated to promote tumor initiation, invasion, migration, metastasis, and stemness. In this context, EMT
drivers are responsible to start the EMT process that promotes expression of downstream EMT effectors.

Mesenchymal-epithelial transition (MET)
MET is the reverse of EMT programming, by which the cells undergo changes to lose the mesenchymal phenotype and acquire
epithelial features. MET and EMT work together to promote lineage plasticity.

Lineage plasticity
Plasticity endows cancer cells with the capacity to shift dynamically between a differentiated state, with limited tumorigenic
potential, and an undifferentiated or cancer stem-cell-like (CSC) state, which is responsible for long-term tumor growth. During
lineage plasticity, cells constantly shift between EMT and MET to acquire therapy resistance and enhance stemness and metastatic
potential.

Stemness
Stemness is a state of pluripotency that combines the ability of a cell to perpetuate its lineage, to give rise to differentiated cells, and
to interact with its environment to maintain a balance between quiescence, proliferation, and regeneration.
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Table 1. Cont.

Cancer stem cells (CSCs)
The cells in human tumors, such as PCa, are organized hierarchically, and CSCs comprise a tiny subset of cancer cells that are
endowed with tumor-initiating and long-term tumor-propagating capabilities. These tumor-initiating cells display phenotypic and
functional features characteristic of normal prostate stem cells and are involved in tumor initiation, metastasis, and drug resistance.

Chromatin remodeling
Chromatin remodeling is the main form of epigenetic control of expression. Through processes such as DNA methylation and
histone modification, the chromatin can be opened or closed. A more opened euchromatin is less condensed and favors gene
transcription, while a closer and more condensed heterochromatin suppresses gene expression.

Histone modification
Histone modification is a complex epigenetic process by which histone tails are acetylated, methylated, phosphorylated,
ubiquitinated, or sumoylated to directly or indirectly alter their affinity to DNA. Histones structure the chromatin, and therefore,
the more affinity they have to DNA, the more condensed the chromatin is.

DNA methylation
DNA methylation is a reversible but stable epigenetic process by which a methyl group is attached to the 5-carbon of a cytosine in a
CpG dinucleotide, catalyzed by DNA methyltransferase (DNMT). This process allows ligation of methyl-CpG binding-domain
proteins (MBDs) that recruit histone-modifying enzymes to promote heterochromatinization. CpG islands, regions rich in CpG
dinucleotides, are mostly found in regulatory gene loci, especially promoters and enhancers, and are essential to normal
development and cell differentiation.

Noncoding RNA
Noncoding RNAs are single-stranded molecules of RNA that do not encode proteins. The main noncoding RNAs involved in
epigenetic processes are micro-RNAs and long noncoding RNAs. Micro-RNAs are small molecules of RNA (19-25 nucleotides) that
bind to complementary regions of messenger RNAs (mRNAs) to post-transcriptionally regulate gene expression. Long noncoding
RNAs (IncRNAs) comprise RNA species with more than 200 nucleotides that regulate genes expression by controlling nuclear
architecture, nuclear transcription, and mRNA stability.

In this review, we summarize our current understanding regarding the role of EMT in
PCa with a specific focus on the relationship of somatic mutations of PCa on CSC biology
and the immune microenvironment. These findings will be related to PCa translational
research that implicates the function of TGF-f, ZEB1, TMPRSS2-ERG fusion, and PTEN in
driving EMT and activating pathways associated with therapeutic resistance.

Accumulating evidence suggests that some of the common somatic mutations of PCa
not only impact classical hallmarks of cancer pathways [13], but also elicit cellular changes
in the tumor microenvironment (TME), allowing cancer cells to avoid immunosurveil-
lance [14]. One of the molecular processes associated with aggressive cancers that is also
known to impact the TME is EMT [15].

2. Epithelial to Mesenchymal Transition (EMT) and Cancer Progression

When a cancer undergoes EMT, tumor cells lose their epithelial characteristics and
acquire mesenchymal features (Figure 1). EMT is often followed by the reverse process
of MET [16]. EMT has been associated with various tumor functions, including tumor
initiation, malignant progression, tumor stemness, tumor cell migration, intravasion to the
blood, metastasis, and resistance to therapy. The cellular changes that accompany EMT
include enhanced motility and loss of cell-cell adhesion that are associated with a more
aggressive cellular phenotype [17]. EMT has been classically characterized by loss of the
epithelial markers E-cadherin and (3-catenin, accompanied by an increase in cell migration
and invasiveness due to activation of a specific transcriptional program. The hallmark
mechanism of EMT in tumor progression is loss of cell-cell adhesion [18]. Transcriptional
regulators, such as TWIST, SNAI1, SNAI2, ZEB1, and ZEB2, repress E-cadherin expression,
while others promote the expression of mesenchymal differentiation markers, such as N-
and/or R-cadherin and vimentin, as well as the expression of cellular matrix and focal
adhesion proteins [19]. Some of these EMT transcription factors also function as biomarkers
of less favorable disease course [20]. EMT alterations of cadherin also contribute to changes
in the stroma-oriented cellular adhesion profile, with increased tumor cell motility and
invasive properties associated with metastatic disease. Progression of PCa to mCRPC
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may be associated with the expression of cellular adhesion molecules, which mediate
aberrant interactions between glandular epithelial cells and the extracellular matrix in
the TME. There is a strong association between reduced expression of E-cadherin and
membranous (3-catenin and progression in various types of carcinomas, including PCa,
which could be used as a prognostic biomarker [21]. Prostate tumors are also able to interact
with supporting extracellular matrix and stromal elements to establish a pro-tumorigenic

immunosuppressive TME [14,22].
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Figure 1. Processes and molecular events involved in EMT in prostate cancer. Tumor cells in an epithelial state gain internal
and external stimuli to restore the EMT programming. EMT promotes wide transcriptional changes, illustrated at the
top.Red arrows indicate upregulated genes, pathways and noncoding RNAs during EMT, blue arrows indicate the ones
that are downregulated during this process. The quasi-mesenchymal state is the state of most of the cells affected by
EMT, as shown in the center of the figure. At this stage, cells have enhanced plasticity and increased progression features.
Quasi-mesenchymal cells modulate the tumor microenvironment, expressing immune evasion-related cytokines and
recruiting immunosuppressive cells, which enhances an immunological evasion phenotype. Cells undergoing EMT confer
a selective advantage when patients undergo antiandrogen therapy, enriching androgen-independent CSC progenitors.
In the mesenchymal state, cells are usually resistant to therapy and have increased stemness and survival potentials. The
mesenchymal—epithelial transition is established to restore epithelial features and support castrate-resistant prostate cancer
(CRPC) growth. CAFs—cancer-associated fibroblasts, TAMs—tumor-associated macrophages, MDSCs—myeloid-derived
suppressor cells, CSCs—cancer stem cells.

Tumors undergoing EMT may express intermediate morphological, transcriptional,
and epigenetic features, that range across the spectrum of epithelial and mesenchymal
markers [23]. These different phenotypic states, often referred to as quasi-mesenchymal
intermediates, that vary between epithelial and a complete mesenchymal expression, have
been referred to in the literature as partial, incomplete, or hybrid EMT states [24]. It is
thought that the plasticity associated with EMT is likely a reflection of these intermediate
expression states [25].

Cellular plasticity (discussed in Section 5) is not only a characteristic of EMT but is also
strongly associated with the cancer stem cell (CSC) behavior [26]. Both normal stem cells
and CSCs have shown associations with EMT in various tissue types [27], and evidence
favors an important role for CSCs in cancer metastasis [24]. The CSC hypothesis is an
emerging model that helps explain many of the molecular characteristics of malignancy
as well as the propensity of human tumors to relapse, metastasize, and acquire resistance
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to conventional therapies. CSCs have been identified in murine PCa model systems [28],
PCa cell lines [29], and isolated from patient tumors [30] using stem cell-specific surface
markers and various in vitro enrichment assays, such as PCa organoid culture [31].

These two important cellular programs of PCa progression—the CSC phenotype and
EMT—are strongly interconnected [32].

3. Mouse Model and In Vitro Studies of EMT in PCa

Diverse mouse and in vitro studies using various experimental EMT treatments of
carcinoma cells can induce expression of mesenchymal markers, leading to acquisition
of a mesenchymal phenotype [33,34]. In vivo metastasis models have been particularly
helpful for investigating interactions between tumor cells with tumor-associated stromal
components and the TME [35]. Organoid culturing methods have also provided insights
about induction of differentiation in vitro and have provided excellent model systems to
show how signals inducing EMT may also influence immune anti-tumor responses and
therapy resistance [24].

Ruscetti et al. used mouse models to characterize the in vivo role of EMT and inves-
tigate how mesenchymal plasticity (see Table 1) might influence metastatic potential in
PCa [36]. The authors developed an elegant in vivo tracking system that allowed them to
investigate the capacity for tumor initiation of mesenchymal-like EMT intermediate tumor
cells compared to mesenchymal cells that have fully completed EMT. They showed that
both the intermediate mesenchymal and the fully expressing EMT mesenchymal tumor
cells were able to initiate primary tumors. However, only the mesenchymal-like intermedi-
ate tumor cells could persist in circulation and survive in the lung following intravenous
injection. The mesenchymal-like intermediate tumor cells appear to exhibit characteristics
of quiescent stem cells, whereas the fully expressing EMT tumor cells exhibit characteristics
of proliferating progenitor cells that have lost stemness features. The authors point out
that since mesenchymal-like intermediate tumors usually localize to the stem cell niche in
the proximal region of the prostate gland, it is likely that they are able to maintain their
dormant quiescent state by growth factors provided by the surrounding microenvironment
at metastatic sites [37].

A study using xenograft growth of the PC3 prostate cancer cell line showed that PCa
expression of IL6 activates a specific type of cancer-associated fibroblast which induces EMT,
invasiveness, and stemness [38]. FGF signals appear to be important in PCa progression
since this growth factor is usually overexpressed in advanced PCa, such as DNPCs [11].
Expression of the growth factor receptor (Fgfr1) also seems to have EMT as an effector of
PCa progression via Sox9 and Wnt signaling [39]. This suggests the potential role of IL6
and FGF as prognostic biomarkers.

Prostate tumors interact closely with the TME and stromal elements adjacent to tumor
cells, which creates an immunosuppressive TME [14,22]. An early study on this topic
highlights the role of cancer-associated fibroblast (CAFs) in the TME of PCa. These TME
cells interacted with polarized M2 macrophages to stimulate the CAFs toward cooperative
cellular activities with stemness traits and an EMT phenotype that increased PCa tumor
cell motility and metastatic spread [40].

Research using a PBCre4:Pten// mice, a Pten loss-induced prostate adenocarcinoma
model, showed that Rb1 loss is an important driver of lineage plasticity, which is character-
ized by enhanced EMT and stemness potentials (see Section 5). Transcriptomic profiling
suggests that this phenotype, in both humans and mice, has the epigenetic reprograming
factors Sox2 and Ezh? as effectors [41]. About 50% of NEPCs inactivate both the Rb1 and
Tp53 tumor suppressor genes. Two studies have shown that loss of Tp53 and Rb1 is strongly
associated with acquisition of lineage plasticity and epigenetic alterations, leading to re-
sistance to androgen deprivation therapy [41,42]. Mu et al. showed that loss of both Rb1
and Tp53 induces a Sox2-mediated cellular plasticity, as indicated by decreased expression
of luminal epithelial cell markers and increased expression of basal and neuroendocrine
markers [42].
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Contactinl (Cntn-1) is a cell adhesion neuronal membrane glycoprotein belonging to
the immunoglobulin superfamily. The protein has been shown to utilize EMT-dependent
promotion for enhanced cell invasion, migration, and metastasis in several different types
of carcinoma [43]. Downregulation of Cntn-1 resulted in decreased activity of the PI3K/Akt
signaling and docetaxel resistance in PCa cells lines and xenografts [44]. Since Pten loss
and PI3K/AKT dysregulation are strongly associated with advanced PCa and CRPC, this
preclinical finding draws attention to the potential collaborative role between EMT and
common PCa driver mutations.

Pten loss has also been shown to promote EMT, and recent work suggests that Pten
restoration in breast cancer models inhibits EMT and stemness CSCs activity via Abil
(Abelson interactor 1) downregulation [45]. Abil is an adapter protein that has been
implicated in actin cytoskeletal remodeling and intercellular adhesion. Recently, Abil was
shown to control progression and epithelial plasticity in PCa through regulation of the
EMT-WNT pathway [45]. Abil was found to control EMT downstream of the non-canonical
WNT receptor Fzd2 and upstream of the active FYN-STAT3 axis [45]. TGF-f1, another
known EMT driver, was shown to do so via alternative splicing of CD44 to an isoform that
promotes progression through migration, invasion, and tumor initiation [46]. The NOTCH
signaling is a critical pathway involved in EMT and metastasis, and a recent investigation
has indicated that it is an important player in stem-like basal cells through activation of the
estrogen receptor [47].

Lineage plasticity in metastatic CRPC is likely to be mediated by epigenetic reprogram-
ming, at least in part through histone modifications performed by polycomb repression.
The polycomb repressive complex is an important player in EMT regulation. Previous work
has shown that extracellular Hsp90 has the epigenetic function of reversing the polycomb
function to drive tumor growth and invasion through EZH?2, the enzymatic subunit of
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) [48]. As discussed above, EZH? is believed to play
a key role in promoting epigenetic changes, leading to neuroendocrine differentiation. This
is affected by methylating histone H3 lysine 27 at the promoter of target genes [38]. Interest-
ingly, polycomb regulation is also involved in mediating stem cell functions. The canonical
PRC1 subunit Bmil has been implicated as a cellular marker of castrate-resistant luminal
stem cells in PCa [49]. This finding is consistent with other studies implicating a regulatory
role for PRC1 in CRPC. Inactivation of PRC1 in the normal prostatic epithelium causes
cell-autonomous expression of Ccl2 and other inflammatory cytokines [50]. Su et al. found
that PRC1 drives metastasis of DNPC tumor subtypes by regulating Ccl2 expression. Ccl2
in the TME of PCa signals self-renewal and recruitment of tumor-associated macrophages
(TAMs), myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), and T-regulatory cells (Tregs), which
lead to immunosuppression and increased angiogenesis. Importantly, PRC1 inhibition
combined with immune checkpoint blockade reversed these processes and suppressed
metastasis in PCa mouse models [51]. Along with further investigations, these findings
could support the use of CCL2 expression in precision medicine as a predictive biomarker
for immunotherapy response.

The genomic background is an important player in defining the TME and immuno-
logical landscape. A study from Bezzi et al. showed that different genetically engineered
mouse models (GEMMs) carrying homozygous Pten loss led to marked differences in the
immune composition of the TME in induced tumors. Loss of the Zbtb7a gene in addition to
Pten loss induced higher expression of Cxcl5, while loss of Tp53 in addition to Pten loss
induced higher expression of Clcl17, which correlates to myeloid cells” attraction through
different mechanisms [52].

Classical studies of the normal prostatic epithelium in rodents show that the gland
comprises basal cells, secretory luminal cells, and rare neuroendocrine cells surrounded by
stroma and vasculature [53]. Using various types of in vitro organoid-forming assays [31],
combined with stem cell enrichment assays, the existence of prostate stem/progenitor cells
has been demonstrated in both basal and luminal prostate epithelial lineages [28-30,54-56].
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One of the first studies of murine PCa suggested that tumors may arise from CSCs
that undergo Pten/Akt signaling dysregulation and produce a heterogeneous population of
cells, expressing luminal, basal, and intermediate cells [57]. Wang et al. identified a CSC-
like subpopulation expressing ZEB1 in prostatic basal stem cells [58]. Emerging evidence
suggests that ZEB1 drives the induction of EMT with activation of a subpopulation that
have stem cell traits, immune evasion, and epigenomic reprogramming (see Section 5) [59].
The authors used single-cell RNA-seq analysis to show that the Zeb1 subpopulation had
mesenchymal cellular features and higher expression levels of EMT inducers such as Snail,
Zeb2, Prrx1, and Prrx2 [58]. Another study showed that basal cells preferentially express
genes that confer intrinsic stem-like and neurogenic properties. Of clinical relevance,
the basal cell gene expression profile was found to be enriched in advanced, anaplastic,
castration-resistant and metastatic PCa [60]. Similarly, Alumkal et al. demonstrated that
a basal lineage, neurogenic/stemness program was activated in ADT non-responders to
AR inhibition therapy, while a luminal lineage program was more active in responders
(discussed in Section 5) [61].

Collectively, these analyses suggest that rare subpopulations of basal cells have the
potential to function as ADT-resistant CSCs in PCa. However, the precise origin of CSCs in
advanced PCa remains inconclusive as another single-cell RN A-seq study indicated that
rare luminal cell types also had stem-like regenerative properties [54]. The increasing use of
single-cell RNA-seq analysis of CSCs from tumors at different stages of the EMT spectrum
will provide more detailed transcriptomic signatures that will help to elucidate which
lineages contribute to CSCs and are associated with PCa progression, drug resistance, and
metastatic disease.

4. Transcriptional Signatures and EMT Pathways of Progression

The development of high-throughput omics technologies allowed a better under-
standing of how different mechanisms and processes work at the molecular level. While
phenotypic evaluation of EMT has more general definitions [15] (see definitions in Table 1),
transcriptomics and genomics analysis is providing specific gene signatures associated with
the various intermediate-mesenchymal states (discussed in this section). EMT transcrip-
tional ‘drivers’ and ‘effector” genes may both function as biomarkers along the spectrum of
EMT [16] (see Figure 2). Since these genetic signatures may be related to cancer stem cell
biology, and clinical outcomes in PCa (as discussed in the previous section [36]), this area
of EMT research is particularly important.

Byers et al. developed an EMT signature for non-small-cell lung cancer, integrating
transcriptomics, genomics, and drug response analysis in vitro and in vivo. This pre-
clinical study showed that this EMT signature could classify tumors as epithelial-like or
mesenchymal-like, and that the mesenchymal-like intermediate states were associated
with poor outcomes, such as drug resistance. Their analysis also identified the receptor
tyrosine kinase Axl as a novel biomarker of EMT in this type of cancer and as a potential
therapeutic target, along with EGFR inhibition [63]. Computational modeling has been
used to investigate the interconnection between EMT, stemness, and Notch signaling. The
authors analyzed CSC gene expression profiles from different types of cancer and showed
that stemness properties can be found in any of the different phenotypes along the EMT
spectrum. Their data suggest that Notch-jagged signaling could underlie gene expression
relationships between stemness and EMT [64]. Their model also draws attention to the
potential anti-cancer role of the diabetes drug metformin, which shows promise for thera-
peutic inhibition through the Notch-Jagged pathway in tumors with EMT (discussed in
Section 7).
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Figure 2. Schematic depiction of regulation of EMT and stemness related to PCa progression. Somatic mutations of prostate cancer are thought to lead to molecular changes in transcription
factors, chromatin modifiers, and noncoding RNA involved in EMT and stemness. The consequences of the epigenetic changes initiated by EMT driver transcription factors reprograms
chromatin, conferring epigenetic and transcriptional changes to downstream EMT effector genes [16]. These alterations can contribute to plasticity and alterations to other genes and
pathways that promote the phenotypic and molecular changes of EMT and stemness during PCa progression [18,62]. The horizontal left to right axis shows the various genetic and
epigenetic processes activating pathways of progression (with increasing orange intensity) to mCRPC. Stemness and EMT have closely related prostate cancer somatic genetics (shown as a

grey gradient, left side), and specific stemness features during progression are depicted in pale green (lower panels).
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Other groups have used similar mathematical models of gene expression data to devise
diverse classification metrics of EMT activities. George et al. developed a predictive model
to score the degree to which different cancer cell lines exhibit intermediate EMT features.
They showed that EMT status based on their model was associated with survival in a tissue-
and subtype-specific manner [65]. Another group developed a molecular signature for non-
small-cell lung cancer (NSCLC) with 16 genes and showed that EMT was associated with
immune cell exclusion and expression of immunosuppressive cytokines [66]. In head and
neck squamous cell carcinoma, an 82-gene molecular signature for EMT was functionally
validated in vitro and could predict for poor outcome and immune evasion [67].

The increasing interest in cancer immunotherapy has meant that analysis of correla-
tions between EMT, stemness, and immune response has become an area for investigation.
A study using genetically engineered mouse models of PCa showed that the immunological
landscape of the TME can be genetically driven [52]. Thorsson et al. molecularly charac-
terized six distinct immune subtypes (called C1-C6) across 33 cancer types in TCGA [68].
The immune subtypes were characterized by dominance of either macrophage or lym-
phocyte signatures, T-helper phenotype, the extent of intra-tumoral heterogeneity, and by
proliferative activity. Another deconvolution study of bulk RNA-seq public domain cancer
data established scoring metrics across the EMT plasticity spectrum. They compared their
metrics to the C1-C6 immune subtypes of Thorsson et al. Their predictive analysis showed
that different EMT scores were associated with specific immune subtypes. According to the
authors, a more epithelial-like score is related to wound healing and IFN-y subtypes (C1
and C2, respectively), while the most mesenchymal-like score was related to the quiescence
subtype (C5), which would be consistent with an increased mesenchymal score also having
stemness features [69]. This was the first step toward a prolific use of molecular signatures
associated with EMT in precision therapy, since different molecular subtypes could be
efficient prognostic and predictive biomarkers to stratify patient populations.

Transcriptional investigation of PCa showed that epithelial plasticity is related to
poor clinical outcome, but that the MET reverting transition signature also has important
properties [70,71]. Stylianou et al. showed that the EMT molecular profile was enriched in
patients recently subjected to ADT. Treatment of hormone-sensitive PCa with antiandrogen
therapies imposes a strong negative selection pressure on tumors. Thus, ADT may select
for chromatin remodeling, epigenetic plasticity, and widescale transcriptional changes in
surviving ADT-resistant tumor cells (discussed in Section 5). The authors also showed that
the epithelial-mesenchymal plasticity signature, which incorporates both EMT and MET,
was associated with metastasis and predicted a poor patient prognosis. Additionally, they
showed that in their PCa model, EMT was mainly driven by SNAI1. Snail proteins are zinc
finger transcriptional repressors controlling EMT that are also involved in the acquisition of
migratory properties to epithelial cells. Inhibition of Snail alone decreased the expression
of mesenchymal markers such as the effectors ZEB1 and vimentin and restored expression
of epithelial markers such as CDH1 [72]. SNAIL gene deregulation appears to be involved
in AR signaling since loss of SNAI2, another Snail protein, was associated with a better
response to androgen deprivation therapy [73]. BRD4 is a chromatin regulatory protein
that promotes expression of the EMT-related transcription drivers SNAI1 and SNAI2, and
its ablation represses TGF-{3-mediated EMT. Decreased expression of BRD4 was associated
with reduced survival in PCa based on TCGA data [74]. The Wnt pathway is also related
to EMT. Recently, the non-canonical Wnt pathway Wnt5a/Fzd2 was discovered to increase
EMT markers in PCa, and a signature associated with this pathway was developed to
predict PCa aggressiveness [75]. This finding was also consistent with the EMT study
(discussed in Section 3) in which Abil controlled epithelial plasticity downstream of the
non-canonical WNT receptor FZD2 [45].

5. Epigenomic Regulation of EMT and Lineage Plasticity in Prostate Cancer

The concept of epigenetic plasticity has been used to describe how chromatin structure
and altered chromatin states are associated with epigenetic changes that confer downstream
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transcriptional alterations to cancer hallmark pathways [76]. Lineage plasticity is of partic-
ular clinical relevance in advanced PCa since it is a common mechanism of resistance to
ADT (Table 1). These increasingly powerful combinations of antiandrogen drugs impose a
strong negative selection pressure on tumors so that altered chromatin states accompanied
by epigenetic-driven changes to the transcriptome characterize the surviving ADT-resistant
tumor cells. Many of the transcriptionally important genes that drive normal prostatic
development and differentiation also function as oncogenes (ETS, MYC, FOXA1) or tumor
suppressor genes (RB1, PTEN, TP53) in primary and/or CRPC [77,78]. There is increasing
awareness of the importance of finding connections between epigenetic and chromatin
changes in ADT-resistant CRPC and the role played by the common PCa recurrent somatic
mutation [79]. In Figure 2, we highlight how the frequently mutated genes of PCa, such
as PTEN, TP53, CDH1, TMPRSS2-ERG, and RB1, interact with EMT effectors and drivers
involved in epigenetic pathways leading to mCRPC.

Emerging epigenomic data show that prostate-specific genes that are normally respon-
sible for cell motility and invasion during fetal organogenesis are targets for re-expression
in mCRPC. These fetal developmental genes are usually inactive in adult prostate and
primary tumors. They all appear to be AR-dependent genes that become activated by
the transcription factors FOXA1 and HOXB13 at loci, and have a DNA binding motif
for the EMT effector ZEB1 [78]. These data are consistent with earlier correlative studies
indicating that the expression of ZEBI is associated with tumor grade and outcome in PCa,
highlighting the importance of EMT biomarkers such as ZEB1 in predicting aggressive
disease [80] (see Figure 2).

During EMT, the DNA methylation landscape pattern is steadily altered. Expression
of the EMT effector and driver transcription factor families such as SNAI, ZEB, and TWIST
seem to be autoregulated by DNA methylation [81]. Activation of the signaling pathways
SMADs, PI3K/Akt, and MAPK/ERK through EMT drivers, such as TGF-§3, are related to
epigenetic-remodeling. ZEB1 is thought to induce EMT by imposing a cellular plasticity
phenotype [59]. ZEB2 expression is also involved in cellular plasticity of embryonic stem
cells through controlling cellular methylation [81]. Focal hyper-methylation of CDH1 is
induced by ZEB1 expression and interactions of EMT transcription factors with methyl-
transferases [59,81]. In prostate cancer, altering the DNA methylation pattern has been
shown to be essential in the fibroblast-induced EMT and stemness [82].

Lysine-specific histone demethylase 1A (LSD1) is part of the chromatin remodeling
complexes involved in the balance of self-renewal and differentiation. LSD1 overexpres-
sion was observed in different types of cancer and is inversely correlated with CDH1
expression. Both SNAI and ZEB protein families have been shown to interact with this
histone-modifying enzyme. SNAI and ZEB families have also been shown to recruit
the transcriptional repressor Mi-2/Nucleosome-Remodeling and the Deacetylase (NuRD)
Complex to their target promoters. The SWltch/sucrose non-fermentable (SWI/SNF) com-
plex has been shown to interact with ZEB1 and the Wnt signaling pathway to promote
EMT. Lastly, both polycomb repressive complexes 1 and 2 were shown to interact directly
and indirectly with EMT transcription factors to promote plasticity and inhibit the tumor
suppressor PTEN [81].

In a recent single-cell analysis by He et al. based on 14 patients with advanced PCa
treated with antiandrogen therapy, the patients were found to co-express multiple AR
isoforms, including truncated isoforms. Resistance to therapy was also associated with
upregulation of gene signatures for EMT and TGF-f3 signaling. Additionally, a subset
of patient tumors had high expression of dysfunctional cytotoxic CD8+ T cell markers,
suggesting that EMT may also impact immune responses in CRPC [83].

6. Noncoding RNA Regulation of EMT and Lineage Plasticity

Micro-RNAs can act as epigenetic modulators of gene expression, modifying RNA
stability and translation, and in some cases, promoting transcription without modifying the
gene sequences [84]. Additionally, micro-RNAs can themselves be regulated by chromatin
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and epigenetic modifications [85]. The best-known micro-RNAs involved in EMT regu-
lation are the miR-200 family and miR-34. MiR-200 works in a double-negative feedback
loop with ZEB1/2 and targets the Wnt/ 3-catenin pathway. MiR-34 and miR-203 work in
an auto-regulated feedback loop with SNAI1 [59,86]. Micro-RNAs can also induce EMT.
MiR-21 and miR-31 can suppress TIAM1 to promote TGF-$ and miR-155 expression, and
reduce RhoA to disrupt tight junctions’” formation, and their knockdown was shown to
suppress TGF-B-mediated EMT [81,87]. The transcription factor Kaiso is a TP53-dependent
regulator that directly binds to methylated regions of the DNA. Overexpression of the gene
has been shown to downregulate miR-200, possibly through an EGFR-Kaiso signaling axis,
to promote ZEB1 expression and induce EMT in PCa [88].

The EMT regulatory miR-3622a maps to chromosome region 8q21. Since this chro-
mosomal region is subject to recurrent deletion in PCa, and loss is associated with poor
prognosis, it has been suggested that deregulation of EMT by miR-3622a may be pro-
moting tumor progression in PCa bearing this deletion [89]. However, it is possible
that loss of other genes in this deleted region of chromosomes may also be contributing
to PCa outcome.

Long noncoding RNAs (IncRNAs) are also known to regulate EMT effector and
driver transcription factors (see Figure 2). ZEB1-AS1 (ZEB1 antisense 1) and ZEB2-AS1
are IncRNAs that are transcribed from a shared bi-directional promoter of ZEBI. Both
IncRNAs can upregulate ZEB1 and ZEB2 expression. HOTAIR, a HOX antisense intergenic
RNA with previously described roles in the normal development, seems to be involved
in EMT, since it is required for both SNAII and miR-34a repression. MEG3 is a IncRNA
that represses both CDH1 and the miR-200 family. Repression is achieved by recruitment
of JARID2, EZH?2, and histone H3 methylation to the regulatory regions of CDH1 and
miR-200. These alterations lead to increased expression of TGF-B [81,90].

Recently, the IncRNAs PVT1 and NORAD have been shown to promote EMT in
PCa via mediating miRNA targeting of EMT promoters [91,92]. NORAD was shown
to endogenously compete with other targets of miR-30a-5p, downregulating its activity,
therefore promoting RAB11A expression and Wnt/3-catenin pathway activation [92].
PVT1 competes with miR-186 targets, which include the EMT effector Twist1 [91].

Epigenetic regulatory mechanisms involve interaction of transcription factors with
protein complexes, and noncoding RNAs offer several new therapeutic approaches that
target EMT and CSCs [27,93] (Figure 2). Moreover, the lineage plasticity associated with
EMT in mCRPC provides an opportunity to determine which genetic driver pathways are
associated with drug resistance and immunotherapy failure in advanced disease.

7. Clinical Trials

Progress in treating metastatic disease is starting to take advantage of improved
understanding of the interconnected signaling pathways that control EMT and stemness
pathways during tumor progression. Since EMT is implicated in both cancer metastasis and
induction of drug resistance, targeting EMT may have enormous therapeutic value [94]. As
discussed above, many EMT drivers are epigenetically regulated, so drugs that influence
DNA methylation, histone modification, and plasticity are emerging as potential therapeu-
tic targets for overcoming EMT [95]. In PCa, EMT appears to be an important mediator of
acquired resistance to both androgen deprivation and docetaxel therapies [44,61,72].

Driver and effector transcription factors such as Snail, Twist, Zeb, or Stat3 are activated
early in EMT [19]. Due to their crucial role in regulating the EMT process, inhibiting their
expression may be a way of reversing the EMT process and preventing activation of
metastatic pathways. In addition, many crucial EMT signaling pathways, such as TGF-{31,
NF-«B, Wnt, Akt, PPAR, and Notch, contribute to the EMT cancer phenotype, so inhibitors
of these pathways may also be investigated.

A recent clinical trial (NCT02099864) showed that tumors from CRPC patients who
failed to respond to Enzalutamide (a non-steroidal androgen-receptor inhibitor) therapy
harbored a transcriptional profile associated to stemness and reduced AR activity in basal
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lineages [61]. Together, these findings highlight the need to explore the use of novel EMT-
targeting agents as adjuvant therapy associated with standard of care therapies in order to

retard and inhibit—or maybe even prevent—de novo resistance.

Numerous clinical trials have been developed to target EMT in different types of
advanced cancer in an effort to find new biomarkers, minimize progression, and improve
therapeutic responses. In advanced PCa, clinical trials have been designed to investigate the
use of EMT as new biomarkers for prostate cancer, and some therapeutic agents targeting

EMT have reached phase II trials (Table 2).

Table 2. EMT-targeting clinical trials in PCa.

Biomarkers Investigation

Target

Rationale

Clinical Trial Identifier

Circulating biomarkers of

Biomarkers of epithelial plasticity and microtubule
interacting protein variants may be related to docetaxel

NCT02269982

epithelial plasticity resistance and be enriched in patients failing abiraterone.
Determine whether circulating tumor cells in patients
Circulating tumor cells with metastatic progressive castration-resistant prostate
( Cgr Cs) cancer or metastatic progressive breast cancer can be NCT02025413
captured using a novel mesenchymal marker-based
ferrofluid (N-cadherin- or O cadherin-based).
Identification of biomarkers that may be predictive of
CTCs, fre:n]?iNeAn,sand EMT outcome of activity of cabazitaxel treatment in NCT03381326
& castration-resistant prostate cancer.
Therapeutical Agents
. Clinical trials
Target Rationale Drug identifier
. Recent evidence shows that the drug may circumvent . NCT01620593
AMP-Kinase tumor growth and resistance to castration therapy. Metformin NCT02176161
Specifically inhibiting WEE1 may restore CDK1 NCT03385655
WEE 1 Inhibitor expression and re-establish immuno-mediated attack of Adavosertib
. NCT02465060
mesenchymal-like cells.

Romidepsin NCT00106418
P NCT00106301
Panobinostat NCT00667862
Deacethylase inhibitors Specifically blocking HDACs may prevent histone NCT00878436
modifications implicated in cancer. Pracinostat NCT01075308
Vorinostat NCT00330161
NCT00589472
Phenylbutyrate NCT00006019
o . Tazemetostat NCT04179864

EZH2 Restraining EZH2 may repress PRC2-mediated EMT.
CPI-1205 NCT03480646
Azacitidine NCT03572387
DNMTs Specifically argeting DNMTs may avoid hypermetilation NCT00384839
of CDH1 and tumor suppressors. Decitabi NCT02649790
ectiabine NCT03572387

Clinical trials that target epithelial-mesenchymal transition and their identifiers from ClinicalTrials.gov. CTCs—circulating tumor cells,
WEE1—WEE1 G2 checkpoint kinase, CDK1—cyclin-dependent kinase 1, EZH2—enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex
2 subunit, DNMTs—DNA methyltransferases.

Most of the clinical trials using EMT try to relate well-established findings to clinically
relevant biomarkers in the blood, such as circulating cells and tumor antigens. The purpose
is either to capture circulating tumor cells using immunoaffinity mesenchymal attractants
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or to identify EMT cells and molecules with clinical relevance to predict aggressiveness
and therapy response.

Among the therapeutic agents, metformin, a classical anti-diabetic agent, has been
studied in cancer prevention and therapy, mainly because of the AMP-kinase activation.
In PCa, the antineoplastic effect may be not only through AMPK, but also IGF-1, mTOR,
and AR signaling [96,97]. In vitro and observational evidence from preclinical studies
also showed a possible action of metformin in preventing stem cells” self-renewal and
proliferation, possibly though Notch targeting [96,98,99].

Adavosertib, a specific WEEL1 inhibitor, has also been investigated as an EMT-targeting
agent. WEE] is a negative regulator kinase of CDK1. Loss of cell cycle kinase CDK1 seems
to facilitate cells undergoing EMT-mediated escape from immunosurveillance. Specifi-
cally inhibiting WEE1 may restore CDK1 expression and therefore re-establish immuno-
mediated attack of mesenchymal-like cells [100].

Given the roles of chromatin remodeling as drivers and effectors of cell plasticity,
epigenetic-targeting drugs may indirectly regulate EMT and cancer progression. Many
specific compounds have been developed that can target the chromatin remodeling effects
of EMT. Inhibiting DNA methyltransferases (DNMTs) may avoid hypermethylation of
CDHL1 and tumor suppressors, while the inhibitory chromatin-modifying effects of EZH2
may represses PRC2 activity. The blocking of histone deacetylases (HDACs) may prevent
histone modifications implicated in cancer [101,102]. Targeting epigenetic- and chromatin-
related EMT processes in combination with standard therapeutic approaches such as
ADT should be a promising strategy for improving disease outcome in PCa. However,
a broader understanding of the molecular biology of EMT and its relationship with the
established molecular subtypes of advanced PCa is crucial to further implement EMT-
targeting strategies of treatment in clinical trials.

8. Future Directions and Conclusions

Contemporary EMT research highlights the importance of understanding the inter-
connections between cell plasticity, stemness, and therapy response. These processes are
tightly involved in tumor initiation, invasiveness, migration, metastasis, and interactions
with the TME. EMT can be triggered by different drivers and effectors that may function
as prognostic biomarkers of metastatic disease. TWIST, SNAIL, and ZEB families of pro-
moters are closely involved in EMT regulation through alterations to the transcriptional
landscape and through epigenetics changes such as chromatin modification and noncoding
RNA modulation.

During the last ten years, there has been considerable investigation of the role of
EMT in cancer progression and therapy resistance [103,104]. In PCa, further investigations
are needed to identify the most promising targets to improve treatment of CRPC. SNAIL
seems to be a crucial driver of EMT in PCa, while Notch and Wnt signaling are more
closely involved in both the EMT and cancer stemness phenotypes. Targeting both these
pathways may be effective for some types of cancer. Meanwhile, the development of
human transcriptional signatures of EMT could be predictive of progression and therapy
response. Epigenetic modifications also offer promise, but the downside is that global
changes of methylation and histone modification may lead to unexpected alterations in
gene expression, with unfortunate adverse events. Targeting specific epigenetic effectors,
known to be involved in EMT, such as LSD1, as have been studied in other types of cancers,
may also be of great benefit for PCa [102]. Furthermore, a better understanding of how
EMT and stemness modulate the immune tumor microenvironment of PCa may provide
new insights for novel therapeutic approaches.

Finally, the recent tragic COVID-19 pandemic required the rapid development of novel
mRNA vaccines for targeted therapies against SARS-CoV-2. These new mRNA vaccine
platforms could be used to encode specific and personalized synthetic peptides that with an
appropriate delivery system could modulate key pathways, such as EMT [105]. Technical
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developments in combination with the growing understanding of the different processes
involved in EMT and CSC biology improve the prospects for precision cancer therapy.
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