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RESUMO

CHAGAS, P. F. “Gene Musashi-1 em Meduloblastoma de Grupo 3 e 4”. 2021, 159 p. Tese
de Doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao

Preto, SP, Brasil, 2021.

Os Grupos 3 e 4 sdo os subgrupos moleculares de meduloblastoma (MB) que apresentam altas
taxas de disseminacdo leptomeningea e maior frequéncia ao diagnodstico, respectivamente. Por
conseguinte, sdo considerados, em conjunto, os mais mortais dos subtipos de MB. Até a
presente data, ¢ notado uma escassez de biomarcadores e caracterizagdes de vias de sinalizagdo
celular associadas a biogénese destes tumores. Todavia, embora seja descrito que a via Notch
encontra-se alterada em MBs de Grupos 3 e 4, as principais causas desta desregulagdo
permanecem desconhecidas. A proteina de ligacdo ao RNA Musashi-1 (MSI1), é um regulador
da expressao génica a nivel pos-transcricional, descrito como marcador de célula-tronco neural,
biomarcador de pior prognostico e/ou promissor alvo terapéutico em diversos canceres.
Ademais, ¢ reconhecido que MSI1 pode realizar cross-talks com moléculas da via de
sinalizagao celular Notch. Neste estudo, foi investigado o papel bioldgico e funcional de MSI/
na carcinogénese de MBs Grupos 3 e 4 in vitro. Em adi¢ao, foi avaliado seu papel como efetor
de cross-talks com a via Notch. Inicialmente, foi avaliado o perfil da expressao génica e proteica
de MSI1 por qRT-PCR e imunohistoquimica em nossa coorte de pacientes pediatricos com MB,
e por analises in silico utilizando os valores de expressdo de banco de dados publicos de
amostras de MBs pediatricos. Em seguida, foi realizado o knockdown de MSII por shRNA na
linhagem celular D283 Med (MB Grupo 3 e 4), sendo estas células utilizadas para os ensaios
funcionais combinado ao tratamento com cisplatina, e para o sequenciamento de RNA. Foi
identificado a hiperexpressao de MSI1 nos MBs de Grupos 3 e 4. Posteriormente, o knockdown
de MSII induziu uma diminuic¢do da expressao de p21, atenuou a viabilidade celular, promoveu
a quimiosensibilidade celular frente ao tratamento com cisplatina e aumentou a taxa de apoptose
das células D283 Med. Interessantemente, foi observado um aumento da expressdo génica e
proteica de Notch-1 apds o knockdown de MSII. Ademais, as andlises de enriquecimento de
vias demonstraram o impacto do silenciamento génico e proteico de MSII na alteragdao de
importantes processos associados aos principais hallmarks do cancer. Em conclusdo, os
resultados do presente estudo sao os primeiros a demonstrar que MSI/ além de ser um promissor
biomarcador de diagndstico para os MBs de Grupos 3 e 4, atua também na modulacdo da
expressdo de genes chave da via Notch nestes tumores subgrupo-especifico. Além disso, o
knockdown de MSII combinado ao tratamento com cisplatina pode oferecer uma estratégia em
potencial para pesquisas futuras de terapia individualizada para os pacientes diagnosticados
com MBs de Grupos 3 ¢ 4.

Palavras-chave: Grupo 3; Grupo 4; Meduloblastoma; Proteina de ligagdo de RNA; MSI].
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ABSTRACT

CHAGAS, P.F. “Musashi-1 gene in Group 3 and 4 Medulloblastomas”. 2021, 159 p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo

Preto, SP, Brasil, 2021.

Groups 3 and 4 are the molecular subgroups of medulloblastoma (MB) that have the highest
rates of leptomeningeal spread and frequency of diagnosis, respectively. Therefore, they are
considered the deadliest subgroups. To date, it is noted a scarcity of biomarkers and
characterizations of cell signaling pathways associated with the biogenesis of these tumors.
However, although the Notch pathway has been reported to be altered in MBs from Groups 3
and 4, the main causes of this dysregulation remain unclear. The RNA binding protein Musashi-
1 (MSI1) is a regulator of gene expression at the post-transcriptional level, described as a neural
stem cell marker, a biomarker of worse prognosis and/or a promising therapeutic target in
several cancers. Furthermore, it is recognized that MSI1 can cross-talk with molecules of the
Notch cell signaling pathway. Initially, we evaluated the gene and protein expression profile of
MSI1 by qRT-PCR and immunohistochemistry in our cohort of pediatric patients with MB, and
by in silico analyzes using expression values from a public dataset of pediatric MB samples.
Then, MSI1 knockdown was performed by shRNA in the D283 Med cell line (MB Group 3 and
4), and these cells were used for functional assays in combination with cisplatin treatment, and
RNA sequencing. An overexpression of MSI/ was identified in MBs of Groups 3 and 4.
Subsequently, MSI/ knockdown induced a decrease in p21 expression, attenuated cell viability,
promoted cell chemosensitivity against cisplatin treatment and increased the apoptosis rate of
D283 Med cells. Interestingly, an increase of Notch-1 gene and protein expression were
observed after the knockdown of MSII. Furthermore, pathway enrichment analyzes
demonstrated the impact of MSI1 gene and protein silencing in altering important processes
associated with the main hallmarks of cancer. In conclusion, the results of the present study are
the first to demonstrate that MSI/ is not only a promising diagnostic biomarker for MBs from
Groups 3 and 4, but also modulates the expression of key genes of the Notch pathway in these
subgroup-specific tumors. Furthermore, the MSI/ knockdown combined with cisplatin
treatment may offer a potential strategy for future research into individualized therapy for
patients diagnosed with Group 3 and 4 MBs.

Keywords: Group 3; Group 4; Medulloblastoma; RNA binding protein; MSI].
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

“O cancer ¢ uma doenca tao antiga quanto a raca humana!”, defendem os pesquisadores
que identificaram a presenca de tumores malignos em animais que viveram em tempos pré-
historicos, como por exemplo, a ocorréncia de Osteossarcoma no Hadrossauro - “dinossauro
bico de pato” (Rothschild et al., 2003; Mitrus et al., 2012). No entanto, no inicio do século XIX,
foi encontrado no papiro de Edwin Smith, um texto de medicina da antiguidade egipcia datado
em aproximadamente 1.600 anos antes de cristo (a.C), um dos primeiros relatos sobre uma
doenca grave e sem cura, que nos tempos atuais seria caracterizada como cancer de mama

(Capasso and Mariani Costantini, 1994).

Se migrarmos do Egito para a Grécia, nos deparamos com uma mistura de arte e ciéncia,
e uma revolugd@o na histdria da medicina que foi realizada pelos proprios gregos. Considerado
pai da medicina, Hipocrates (460-375 a.C), foi um dos primeiros a questionar as principais
superstigdes a respeito da origem do cancer, € comegou a propor que o cancer em si, ocorria
por causas naturais e promoveu uma abordagem racional da medicina (Galmarini, 2020).
Hipoécrates acreditava que o cancer se desenvolvia através do desequilibrio entre um dos quatro
humores do corpo, sendo estes: sangue, catarro, bile amarela e negra, e que cada um destes
humores estaria conectado a um respectivo conjunto de 6rgaos e fungdes (Mitrus et al., 2012).
Consequentemente, Hipocrates comecgou a tratar destes pacientes acometidos pela doenga e
observou que na maioria das vezes a massa tumoral se apresentava centralizada, e com
ramificagdes pulsantes. Portanto, a palavra cancer vem do grego (Kapkivog / Kakrinos), que
significa caranguejo, cunhada inicialmente por Hipocrates ao comparar a morfologia do tumor

as caracteristicas e movimentos do animal (Hajdu, 2011; Faguet, 2015).

A face do exposto, o caminho existente dos estudos sobre o cancer, vao desde a época
de Hipocrates até a era gendmica contemporanea, ¢ infelizmente a doenga ainda ndo esta
compreendida em sua totalidade. Todavia, sabe-se atualmente que a carcinogénese € o processo
de formagdo do cancer, caracterizado pela influéncia de varios fatores genéticos e ambientais
que interagem entre si, sendo que estes fatores podem ser iniciados através da acdo de agentes
biologicos, quimicos, radioativos e/ou hormonais (Peters and Gonzalez, 2018). Estes fatores
em conjunto, podem comprometer a integridade cromossémica, promovendo mutacdes

genéticas que também podem ser herdadas, e por essa razdo, o cancer ¢ também considerado
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uma doenga genética (Martincorena and Campbell, 2015). Simultaneamente, estas alteragdes
promovem mudangas no microambiente celular ¢ no meio extracelular, consequentemente,
corroboram para que ocorra os trés estagios intrinsecos de formacao do tumor: a iniciagdo,

promogao e progressao (Cheng et al., 2020).

Do ponto de vista biologico, ¢ extraordinaria a capacidade que a célula tumoral possui
de assumir varios fen6tipos no organismo (Gillet et al., 2013). Logo, sdo reconhecidos como
hallmarks, as principais alteragdes fisiologicas que fornecem uma estrutura ldgica para
compreender as caracteristicas que permitem que a célula se torne cancerigena (Figura 1A).
Ademais, vale ressaltar que os tumores, sdo heterogéneos e compostos por um conjunto de

células distintas (Figura 1B).
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Figura 1 - Hallmarks do cancer e células do microambiente tumoral: (A) Caracteristicas fenotipicas adquiridas
por uma célula durante os processos de transformagdo celular e progressdo tumoral. (B) células que estdo presentes
no microambiente tumoral. Adaptado de (Hanahan and Weinberg, 2011).
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O tumor ¢ caracterizado por comprometer a homeostase tecidual local (Arneth, 2019).
Entretanto, sdo caracterizados como cancer apenas os tumores (malignos), nos quais suas
c¢lulas apresentam um potencial de invadir o tecido subjacente e migrar para outros 6érgaos ou
outras partes do corpo (processo conhecido como metastase) (Cheng ef al., 2020). Portanto, os
sinais e sintomas da doenca vao depender do seu local de inicio e progressdao (Peters and

Gonzalez, 2018).

Por se tratar de uma doenga complexa e enigmatica, o tratamento do cancer ¢ visto como
multimodal, o que inclui na grande maioria dos protocolos atuais de tratamento a ressec¢ao
cirirgica, quimioterapia e radioterapia que, em conjunto, proporcionam a morte das células
tumorais principalmente por necrose (Sullivan et al., 2015). Infelizmente, os efeitos colaterais

destes tratamentos podem ser devastadores.

O cancer ainda ¢ caracterizado como uma das principais causas de mortalidade em todo
o globo. Em particular no Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), para o triénio
de 2020-2022 ha uma estimativa de 625 mil novos casos de cancer (Siegel et al., 2019).
Portanto, dentre os varios obstaculos cientificos e tecnoldgicos que ainda precisam ser
superados, para que sejam obtidos melhores resultados na clinica frente as opc¢des de tratamento
atuais disponiveis para o cancer, destacam-se: a necessidade de se realizar um diagnostico
precoce da doenga, bem como reduzir a citotoxicidade dos atuais protocolos de tratamento
(Zugazagoitia et al., 2016). Diante desta problematica destaca-se o Meduloblastoma (MB), um

tumor maligno, multifacetado que acomete o sistema nervoso central (SNC) (Bouffet, 2021).
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1.2 Meduloblastoma: origem e resgate historico

No inicio do século XX, havia pouco consenso sobre a nosologia das neoplasias da fossa
posterior. Logo, dois renomados neurocirurgides e neurofisiologistas da época, Harvey Cushing
e Percival Bailey, buscaram fornecer uma uniformidade para a classificacdo de tumores
cerebelares que eram compostos predominantemente por células-tronco embriondarias
primitivas (Canale and Longo, 1990; Ferguson and Lesniak, 2005). Em particular, uma destas
neoplasias foi inicialmente chamada de “Espongioblastoma cerebelli”, pois acreditava-se que
os espongioblastos, um tipo de célula embrionaria com potencial de diferenciagdo

'espongioblastica’ (isto é, neuroglial) e neuroblastica, seriam as células responsaveis pela

origem deste tumor que se desenvolvia na regido cerebelar (Rutka and Hoffman, 1996).

Nao obstante, Cushing e Bailey abandonaram este conceito inicial e durante a 50°
Reunido Anual da American Neurological Association, em 1925, cunharam o termo
“Meduloblastoma Cerebelli”, ao aceitar a hipotese de que seriam os meduloblastos, um tipo de
célula-tronco presente no tubo neural primitivo descrito por Alfred Shaper em 1897, os
responsaveis pela origem deste “pequeno tumor de células azuis” que se desenvolvia no
cerebelo (Ingraham et al., 1948; Shonka et al., 2012). Porém, o nome “Meduloblastoma” foi
cunhado por Cushing em 1930, e utilizado posteriormente em todo o mundo por geracdes

subsequentes de neuropatologistas e neurocirurgioes.

A principio, era observado no MB que as células granulares da camada externa do
cerebelo apresentavam processos de diferenciacdo e proliferagao celular comprometidos
(Canale and Longo, 1990). Entretanto, o progresso na histogénese deste cancer veio do
reconhecimento de que certas caracteristicas das células presentes no microambiente tumoral
se assemelhavam as células neuroepiteliais primitivas encontradas dentro do tubo neural em
desenvolvimento no inicio da neuroembriogénese (Rorke, 1983). Curiosamente, foi ainda
observado que estas células primitivas que estdo presentes em todo cortex cerebelar no
nascimento, desapareciam gradualmente durante o primeiro ano de vida, dando origem a uma
das primeiras hipoteses iniciais do porqué o MB ocorria predominantemente em pacientes

pediatricos (Park et al., 1983).

O impacto dessas informagdes iniciais sobre a carcinogénese do MB, em conjunto com
varios casos clinicos da doenga tratados por Cushing, fez com que os primeiros protocolos
iniciais de tratamento fossem estruturados, levando em consideracdo os aspectos

epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da doenga (Ingraham et al., 1948). Como primeira
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abordagem de tratamento era realizado a ressec¢ao total ou parcial do tumor. Ademais, sessdes
de radioterapia cranio-espinhal eram corriqueiramente utilizadas (Ingraham et al., 1948). A
pratica destes protocolos iniciais de tratamento em rotina clinica prolongava significativamente

a sobrevivéncia dos pacientes em 60-65%, acompanhados em 3 anos (Paterson and Farr, 1953).

Ao inicio da década de 1960, foi necessario realizar o aprimoramento dos critérios de
estratificacdo dos pacientes dentro de grupos de risco, principalmente na busca de minimizar as
sequelas endodcrinas e cognitivas observadas nos sobreviventes, o que comegou a ser associado
ao alto indice de irradiagdo utilizado nos protocolos iniciais de tratamento (Faust et al., 1970).
Dentre as sequelas decorrentes do tratamento do MB destacavam-se: o mutismo cerebelar,
transtornos de personalidade, déficit cognitivo e deterioracdo intelectual, o que impactava
significativamente na qualidade de vida dos pacientes (Jenkin, 1969). Nesse contexto, a
quimioterapia surgiu como um tratamento coadjuvante potencialmente util para os pacientes
com MB, sendo a cisplatina, vincristina, lomustina e metotrexato os quimioterapicos mais

utilizados (Loeffler ef al., 1988).

Em 1973, o MB foi caracterizado como um tumor neuroectodérmico primitivo (PNETSs),
e a busca de uma melhor compreensao das variantes histologicas, caracteristicas morfologicas
e bioldgicas da doenga, fez com que em 1977 a primeira linhagem celular humana de MB fosse
estabelecida (MB TE671), e posteriormente utilizada como modelo experimental em diversos
estudos (Hart and Earle, 1973; Mcallister et al., 1977). A utilizagdo dos exames de diagnostico
por imagem como, por exemplo, a ressonancia magnética, trouxe uma contribui¢ao impar na
pratica clinica, permitindo a deteccdo da presenca de disseminacdo leptomeningea e/ou
metastases do tumor ao diagnostico (Packer ef al., 1985; Hanigan ef al., 1986). Essa pratica
passou entdo a influenciar diretamente nas decisdes de ressec¢ao total ou parcial do tumor como

primeira abordagem de tratamento (Packer et al., 1984).

Interessantemente, Evans e colaboradores (1990) foram os primeiros a relatar os
beneficios da utilizacdo da quimioterapia em conjunto com a radioterapia, em contraste a
radioterapia isolada (Evans et al, 1990). Além disso, a realizagdo de analises
anatomopatoldgicas e imunohistoquimicas (IHQ), consequéncia do advento da tecnologia de
anticorpos monoclonais, permitiu um grande avango para as pesquisas direcionadas ao MB. Em
conjunto, foi possivel identificar ndo somente os diferentes tipos de células
primitivas/embrionarias que constituiam a massa tumoral do MB, como também identificar o

nivel metastatico (localizagdo e extensao) do tumor (Friedman et al., 1985).
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Em consonancia a estes avangos, consequéncia da utilizagao de técnicas rudimentares
de biologia molecular, destacam-se as primeiras pesquisas que demonstraram o aumento de
expressao dos oncogenes MYC e MYCN em amostras tumorais de pacientes acometidos pelo
MB (Rouah et al., 1989; Bigner and Vogelstein, 1990). Essa descoberta se tornou um marco
historico no direcionamento e na tomada de decisdes para o tratamento do MB, pois, de forma
intrigante, muitos pesquisadores comegaram a observar que a presenca da expressdo aberrante
desses genes encontrava-se associado ao pior progndstico da doenga (Wasson et al., 1990;

Badiali et al., 1991).

Dado estes avancgos, as caracteristicas como idade do paciente, presenga ou nao de
disseminagdo leptomeningea e/ou metéstase ao diagnostico, extensdo e o tamanho residual do
tumor apos a intervengao cirurgica (1 a 1,5cm?/pior prognéstico), comegaram a ser consideradas
como fatores progndsticos cruciais para o processo de estratificacdo dos pacientes dentro dos
grupos de risco, visando o direcionamento de protocolos de radia¢do cranio-espinhal e de
quimioterapia para o tratamento individualizado (Grabenbauer et al., 1996). Notavelmente,
com estes novos protocolos de triagem para o diagnostico e tratamento para o MB, foi possivel
observar uma diminui¢do de sequelas permanentes, além de promover uma taxa de 65-75% de

sobrevida aos pacientes (Albright et al., 1996; Packer et al., 1999).

Entretanto, os mecanismos moleculares intrinsecos aos processos de iniciagdo e
progressdao do MB, permaneciam como uma incognita do ponto de vista clinico/cientifico.
Portanto, buscando responder estas perguntas, e esclarecer estes mecanismos, modelos animais
para o estudo do MB comecaram a ser utilizados, o que levou a novas descobertas da doenca a
nivel molecular (Pomeroy and Sturla, 2003; Gilbertson and Gajjar, 2005). A vista disso,
pesquisadores, neurocirurgides e neurocientistas, estariam prestes a enfrentar um novo cenario
de diagnostico e tratamento para o MB com a chegada do século XXI: o diagndstico molecular
e a terapia génica. Um marco histérico em consonancia com a era das “Omicas” do cancer

(Gajjar et al., 2004; Carlotti et al., 2008; Ocafia and Pandiella, 2010).
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1.3 Meduloblastoma no Século XXI: diagnostico molecular e terapia génica

Hoje em dia, sabe-se que o cérebro ¢ o principal 6rgdo do SNC, e o cerebelo que ¢ uma
regido do cérebro, tem o inicio do seu desenvolvimento na fase pré-fetal. A proposito, existem
duas zonas germinativas distintas responsaveis por originar os neurdnios cerebelares. Uma
dessas regides ¢ a zona ventricular, a qual ¢ responsavel por originar os neurdnios
GABA¢érgicos que formam, por exemplo, as células de Purkinje (PCs). A segunda regido, que
¢ denominada labio rdmbico superior, ¢ responsavel por originar os neurénios glutamatérgicos
(células granulares) (Apps and Hawkes, 2009; Adamaszek et al, 2017). Entretanto, o
desenvolvimento cerebelar continua apds o periodo embriondrio, logo, estas células
supracitadas sdo responsaveis por formar a camada molecular (CM) externa, a camada
intermediaria, e a camada das células granulares (CCGQG), que ¢ a mais interna. Em conjunto,
essas trés regides compdem o cerebelo maduro, o qual € caracterizado por exercer fungdes
cruciais para o controle das fun¢des motoras (coordenacgdo, equilibrio, postura) cognigao,

linguagem e emocdo (Bihannic and Ayrault, 2016; Beckinghausen and Sillitoe, 2019).

A vista do exposto, 0 MB é um tumor maligno embrionério de origem cerebelar, que
acomete células percursoras neurais que sofreram rapida e desordenada expansao proliferativa
durante o desenvolvimento do cerebelo no periodo embriondrio (Figura 2) (Northcott ef al.,
2019). O MB representa 20% dentre todos os tumores do SNC diagnosticados na inféncia,
sendo entdo o tumor cerebral pediatrico maligno mais comum, representando 55% dos tumores
de fossa posterior. O MB ¢ classificado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) como Grau
IV, e apresenta um pico de incidéncia aos 6-8 anos de idade. Ademais, acomete mais pacientes
do sexo masculino que feminino (com uma propor¢ao de 1,8: 1 homem: mulher), e possui uma
incidéncia de 5 casos em 1 milhdo de individuos por ano, se tornando uma das principais causas
de mortalidade e morbidade em neuroncologia pediatrica. Embora menos frequente, acomete

também pacientes adultos (Northcott ef al., 2017; Northcott ef al., 2019).

As principais causas e/ou influéncias ambientais externas que condicionam o inicio e
progressao do MB permanecem uma incdgnita até o presente momento. Entretanto, foi proposto
e aceito que fatores hereditarios sdo os unicos fatores de risco de carater comprovado (Waszak
et al., 2018). Neste contexto, destacam-se as condigdes Mendelianas por consequéncias de
mutagdes presentes da linha germinativa em genes que compdem as vias de sinalizagdo celular,

que sdo cruciais por manter o controle dos processos de diferenciacdo neuronal de células-
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tronco, e que quando desreguladas encontram-se envolvidas na tumorigénese do MB (Xie et

al., 1997; Paris et al., 2015; Northcott et al., 2019).
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Figura 2 — Representacio esquematica do inicio e progressao do MB: Presenga de alteragdes em processos
celulares iniciais de diferenciacdo neuronal de células-tronco, que quando desregulados contribuem para o inicio
da tumorigénese do MB. Adaptado de (Northcott et al., 2019).

Com o crescimento da massa tumoral, os principais sinais e sintomas clinicos
observados nos pacientes acometidos pelo MB sdo - hipertensao intracraniana, o que pode
promover vomitos nao precedidos de nauseas (vOmitos em jato), cefaleia matinal, alteracdes no
estado cognitivo do paciente, alteracdes de equilibrio e problemas de visdo que incluem perda
e/ou estrabismo (Northcott ef al., 2012; Sengupta et al., 2017). Dor nas costas, dificuldades de
marcha (ataxia) e, raramente, bexiga neurogénica e disfun¢do intestinal podem também ser

observados em pacientes acometidos pelo MB (Northcott ef al., 2019).

A estes pacientes exames adicionais de imagem como, por exemplo, ressonancia
magnética de cranio e neuroeixo sdo realizados a fim de se iniciar o processo de triagem e
diagnéstico do MB que consiste em: avaliar o tumor primdario e rastrear a presenca de
metastases (Ramaswamy et al., 2016). A investigacdo da presenga de metdstase ¢ também
realizada por citologia de fluido cérebro espinhal (para detectar metastases microscopicas), o

que, consequentemente, permite realizar o estadiamento da doenga. A proposta de estadiamento
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do MB foi inicialmente elaborado por Chang e colaboradores (1969), classificando os pacientes
em cinco grupos caracterizados por diferentes categorias de metastase (M): M0, M1, M2, M3

e M4, (Tabela 1) (Chang et al., 1969).

Tabela 1- Definicdo das categorias de metastases (M) em cinco grupos: de M0 a M4. Sistema
inicialmente proposto por Chang e colaboradores (1969).

Categoria Definicio

MO Tumores que ndo mostram evidéncia de metastases através dos exames iniciais de

ressonancia magnética e analise citologica do liquido cefalorraquidiano (LCR)

Ml Presenca de células tumorais microscopicas identificadas através de citologia do LCR

M2 Presenca de metastase intracraniana (no espago cerebelar ou subaracnoide cerebral

ou no terceiro ventriculo lateral) através de ressondncia magnética

M3 Presencga de metastase na coluna e espacgo subaracnoideo

M4 Presenca de metastase fora do eixo cerebroespinhal

Entretanto, o diagnostico definitivo da doenga baseia-se na avaliagao
anatomopatoldgica do material neopldsico proveniente da abordagem cirtrgica, o qual, de
acordo com sua histologia, classifica o MB em quatro subgrupos distintos: cléssico,
desmoplasico nodular (DN), MB com extensa nodularidade (MBEN) e anaplasico de células

grandes (ACG) (Figura 3A, B, C e D, respectivamente) (Northcott et al., 2012).
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Figura 3 - Classificacao histopatologica do MB: MB cléssico, pequenas células redondas tumorais de cor azul
densamente celulares em um arranjo sincicial com mitoses frequentes e rosetas de Homer-Wright ocasionais (A),
MB desmoplésico nodular (B), MB com extensa nodularidade (C) e MB anaplasico de células grandes (D).
Microfotografias realizadas apds coloragido de hematoxilina e eosina. Aumento de 40x. Adaptado de (Gupta et al.,
2017).

Ap6s o diagnostico definitivo do MB, ¢ iniciado a estratificagdo de risco dos pacientes
visando o direcionamento terapéutico que ¢ realizado com base na idade do paciente, presenga
ou ndo de metastase ao diagndstico, e por ultimo, o grau de ressec¢do cirurgica. Portanto, os
pacientes menores que trés anos de idade, que apresentarem metastase ao diagnostico e/ou
ressec¢do incompleta da massa tumoral, sdo classificados como pacientes de alto risco. Em
contraste, os pacientes que apresentam quadros clinicos de resseccdo completa do tumor, que
ndo apresentam metastase ao diagnostico e que sdo maiores que trés anos, sdo classificados
como baixo risco. E importante ressaltar que a média de sobrevida global (SG) em cinco anos
observada ¢ menor que 70% e entre 70-85% para os pacientes de alto e baixo risco,

respectivamente (Ramaswamy et al., 2016; Northcott ef al., 2019).

O tratamento multimodal do MB consiste na cirurgia radical (ressec¢do maxima segura,
respeitando as margens de seguranga do tecido circundante) como abordagem inicial de
tratamento (Ramaswamy and Taylor, 2017). Adicionalmente, a quimioterapia citotdxica

(multidrogas) e radioterapia de cranio e coluna (preferencialmente para pacientes com idade
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superior a 3 anos) com um impulso focal para o local do tumor primario, fazem parte dos
protocolos atuais de tratamento. Dentre os quimioterapicos utilizados a ciclofosfamida,
cisplatina, lomustina, carboplatina e vincristina sao as principais opgdes de escolha (Sengupta

et al., 2017; Northcott et al., 2019).

Embora menos frequente, a imunoterapia encontra-se atualmente em estudos clinicos
para se avaliar sua aplicabilidade na pratica clinica (Kabir ef al., 2020), como, por exemplo,
inibidores de checkpoint imunolégico na busca de uma melhor resposta do escape da
imunovigilancia tumoral mediada por células T (linfocitos) (NCT02359565 e NCT03173950,
Ensaios clinicos em fase I e II respectivamente), e a terapia CAR T-cells, que sao células T
geneticamente modificadas que expressam receptores de antigenos quiméricos artificiais
(CAR) com propriedades de ligacdo ao antigeno e de ativagdo de células T (CT03638167 —
Ensaio clinico em fase I) (Menyhart and Gyorfty, 2020).

Apesar de o tratamento atual do MB apresentar uma boa taxa de sobrevida e/ou cura,
infelizmente, sdo altos os niveis de toxicidade presente, o que resulta em um consideravel
aumento dos efeitos secundarios a longo prazo (comorbidades) aos pacientes sobreviventes
(Northcott et al., 2017). Desta forma, os pacientes podem apresentar sequelas permanentes e/ou
definitivas como: déficits de crescimento, neuroldgicos e psicossociais. Além disso, podem
ocorrer crises convulsivas, perda auditiva, disfun¢des endodcrinas e predisposi¢do a ocorréncia

de neoplasias secundarias (Ramaswamy et al., 2016; Kieffer et al., 2019).

Aproximadamente 30% dos pacientes sobreviventes podem ainda ir a obito dada a
recorréncia do MB. Existe um grande potencial de disseminag¢do leptomeningea e/ou
metastatico das células tumorais provenientes do tumor primario, que ocorre principalmente
através do liquido cérebro espinhal (Massimino et al., 2016; Garzia et al., 2018). Vale ressaltar
que metastases e recorréncia sio as principais barreiras para o sucesso terapéutico, e a recidiva
da doenca ¢ responsavel por 95% dos oObitos associadas ao MB. Pacientes que apresentam
recidiva ap6s receberem radioterapia inicial raramente sobrevivem (taxa de resgate <10%),

apesar da multiplicidade de opg¢des de tratamento (Sabel ef al., 2016).

Em continuidade, vérios grupos de pesquisas comegaram a induzir o crescimento
tumoral do MB em modelos animais, e utilizar de técnicas robustas de analises moleculares
(transcriptomicas e protedmicas) para melhor compreender os processos carcinogénicos
intrinsecos de inicia¢do e progressao da doenga (Raffel, 2004). De forma surpreendente, os

resultados comegaram a identificar que importantes genes das vias de sinalizagdes celulares
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cruciais para o desenvolvimento cerebelar durante o periodo embriondrio encontravam-se
mutados e/ou hipo/hiperexpressos. Alguns exemplos correspondem aos genes das vias de
sinaliza¢do celular Sonic Hedgehog (Shh), Wingless (Wnt) e Notch (Hallahan et al., 2004;
Browd et al., 2006; Dakubo et al., 2006; Coon et al., 2010).

Portanto, dado o conhecimento que estas vias de sinalizacdo celular também se
encontravam alteradas em pacientes diagnosticados com MB, em 2012, foi realizada uma
proposta inicial através de um consenso de que a classificagio do MB poderia ser realizada
conjuntamente de acordo com o seu perfil molecular. Esta acdo coordenada visava
principalmente melhorar o atual cenario frente aos protocolos atuais de estratificacdo e

direcionamento terapéutico do MB (Northcott ef al., 2011; Taylor et al., 2012).

Logo, este consenso foi inicialmente incorporado pela OMS, em 2016, e atualizado
junto a Classification of Tumors of the Central Nervous System (Louis et al., 2016). Portanto,
o processo de estratificacdo dos pacientes dentro dos grupos de risco, seria realizado levando
em consideracdo ndo apenas os dados/sintomas clinicos dos pacientes (idade, presenca de
metastase ao diagnostico e extensao de ressec¢do cirurgica), citologia de liquor e resultados de
exames anatomopatologicos. Comegaria a ser utilizado também em rotina clinica, o diagnostico
molecular, algo corriqueiramente utilizado até a presente data (Louis et al, 2021).
Consequentemente, este consenso, que logo foi adotado pelas comunidades de pesquisas
basicas e clinicas, mudou a maneira de como o MB ¢ estudado no laboratorio, diagnosticado e

tratado na clinica (Northcott et al., 2019).

Assim sendo, o MB pode ser classificado em quatro principais subgrupos moleculares
com respectivos subtipos distintos nomeados com as letras Gregas (a, B, y e d), levando em
consideragdao os dados clinicos dos pacientes, o perfil de metilacio do DNA e andlises de
transcriptomica e protedOmica (abordagens gendmicas integrativas) aplicado a analises de
bioinformatica. Estes subgrupos moleculares sio: MB WNT (a e ), MB SHH (a, B, y € 6), MB
de Grupo 3 (a, B, v) e MB de Grupo 4 (a, B, y), como ilustra a Figura 4 (Cavalli ef al., 2017).
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Figura 4 - Heterogeneidade molecular do MB: O MB apresenta 4 subgrupos e 12 subtipos moleculares distintos:
MB WNT (a e B), MB SHH (a, B, v € 8), MB de Grupo 3 (a, B, y) e MB de Grupo 4 (a, B, v). Em cada subgrupo ¢é
possivel observar a porcentagem (%) de diagnostico/estratificagdo, e os principais achados clinicos e/ou
citogenéticos. Classificagdo realizada através de analises de expressdo génica e metilagdo de DNA, avaliado em
(n=763) amostras primarias de MB. Modificado de (Cavalli et al., 2017).
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1.4 SUBGRUPOS MOLECULARES DO MEDULOBLASTOMA

1.4.1 Meduloblastoma WNT

A proteina Wingless (Wnt) foi identificada inicialmente no tecido da epiderme
embriondria de Drosophila sp., e caracterizada como uma das principais moléculas da cascata
de sinalizagdo da via Wnt, que é responsavel pela regulagdo de processos celulares importantes
nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (Logan and Nusse, 2004). Em mamiferos
esta via encontra-se conservada evolutivamente e possui como efetor principal o fator de
transcricdo PB-catenina (via canonica), codificado pelo gene CTNNBI, que além de controlar
processos celulares importantes como diferenciagdo, divisdo e proliferagdo de células-tronco
da zona ventricular durante o periodo embriondrio e pos fetal, promove também a manutengao
da homeostase tecidual cerebelar na fase adulta (Nusse and Clevers, 2017).

A B-catenina quando acumulada no nucleo celular (consequéncia da presenca de
mutagdes somaticas no gene CTNNBI, evidenciado em aproximadamente 90% dos pacientes)
conduz a hiperativacdo da via Wnt, e corrobora para o inicio da proliferagdo desordenada de
células-tronco percursoras dos granulos cerebelares durante o desenvolvimento do cerebelo
(Koch et al., 2007; Pfaff et al., 2010). Portanto, pacientes diagnosticados com MB que
apresentam a ativacdo aberrante desta via sdo classificados molecularmente como MB WNT
(Northcott et al., 2019). Ademais, acredita-se que as células progenitoras do 1abio rémbico
inferior do cerebelo podem ser as responsaveis pelo inicio e progressdao deste subgrupo
molecular de MB (Kawauchi et al., 2012).

Aproximadamente 9% dos pacientes sdo classificados como MB WNT, entretanto,
recentemente foi proposto uma nova subdivisdo para este grupo em WNT-a (70%),
caracterizando os pacientes geralmente mais jovens, € que frequentemente apresentam
monossomia do cromossomo 6 (exclusdo de uma copia do cromossomo 6 no tumor, o que
ocorre em aproximadamente 80% dos casos); e WNT-f (30%) que sdo os casos que acometem
preferencialmente pacientes adultos (Cavalli et al, 2017). O MB WNT frequentemente
apresenta histologia cléssica, pico de incidéncia em pacientes de 6-10 anos de idade e acomete
adolescentes de ambos os sexos, e sdo raras as metastases evidenciadas ao diagnostico. O
subgrupo WNT, dentre todos os subgrupos, ¢ o que apresenta o melhor progndstico,
demonstrando uma sobrevida livre de eventos em cinco anos de 95% (Taylor et al., 2012;

Northcott et al., 2019).
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1.4.2.1 Meduloblastoma SHH

Os principais genes da via Sonic Hedgehog (Shh): Hedgehog (HH), Patched (PTC) e
Smothened (Smo), foram inicialmente identificados em Drosophila sp., e caracterizados como
genes responsaveis pela manutencao da divisdo e proliferacdo de células-tronco nos estagios
iniciais da oogénese e neurogénese (Van Den Heuvel and Ingham, 1996). Adicionalmente, foi
descrito que determinadas fungdes celulares importantes durante o desenvolvimento deste
organismo tornavam-se comprometidas quando evidenciado a presenca de mutagdo nestes
genes (Forbes ef al., 1996).

A via Shh, através de uma complexa cascata de sinalizagdo, € responsavel por controlar
os processos de diferenciagdo, divisdo e proliferagdo celular, tanto nos estagios iniciais de
desenvolvimento, bem como na manutencao do tecido adulto (Motoyama et al., 1998). Nos
mamiferos sao encontrados 3 genes conservados e homodlogos ao HH, identificado inicialmente
em Drosophila sp: Sonic Hedgehog (Shh), responsavel pela manutencdo dos estagios iniciais
no desenvolvimento do SNC; Desert hedgehog (Dhh) e Indian Hedgehog (IHH) (Tabin and
Mcmahon, 1997).

Por estar fortemente associada ao desenvolvimento cerebelar, a ativacao aberrante dessa
via pode comprometer o processo de diferenciacdo de células-tronco somaticas e pluripotentes
no SNC durante o periodo embrionario (Skoda et al., 2018). A vista disso, pacientes
diagnosticados com MB que apresentam mutagdes germinativas ou somatica em um ou mais
genes: PCTHI (43%), SUFU (10%), SMO (9%) e GLII-2 (9%), que compdem e
consequentemente condicionam a hiperativagao da via Shh, sao classificados molecularmente
como MB SHH (29% ao diagndstico). Acredita-se que as células progenitoras de neurdnios
granulares (CPGs) da camada germinativa externa da superficie do cerebelo em
desenvolvimento podem ser as responsaveis pelo surgimento do MB SHH. E dentre os
principais achados citogenéticos do MB SHH destacam-se as perdas dos bragos longos do
cromossomo 9 (9q) e 10 (10q) (Northcott et al., 2019).

O MB SHH apresenta também subtipos distintos: SHH-a (29%) caracterizado pela alta
frequéncia de mutacdo do gene 7P53 o que condiciona a um pior prognostico, SHH-B (16%),
SHH-y (21%) e SHH-6 (34%) (Cavalli et al., 2017). A este subgrupo pode-se ainda observar a
presenca de disseminacdo leptomeningea e/ou metastase ao diagnostico, acomete recém-
nascidos/criancas (<3 anos) e adultos de ambos os sexos, € em conjunto, apresentam um

prognostico intermedidrio com sobrevida livre de eventos de 60-80% em 5 anos (Schiiller et
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al., 2008). Vale ressaltar que histologicamente podem ser classificados em grandes células
anaplasicas ou desmoplésico (Taylor et al., 2012; Cavalli et al., 2017).

Casos de MB WNT e MB SHH, apresentam uma melhor compreensdo das
anormalidades moleculares dos seus subgrupos e subtipos especificos, o que contribui para um
processo mais otimizado de estratificagcdo destes pacientes em grupos de risco € o
desenvolvimento de ensaios clinicos subgrupos-especificos (Robinson et al., 2017; Petrirena et
al., 2018). A propdsito, é observado uma pré-disposicdo ao desenvolvimento do MB dado a
presenca de algumas sindromes: Sindrome de Turcot, Sindrome de Gorlin, Sindrome de Curry-
Jones e a Sindrome de Li-Fraumeni, principalmente por estes pacientes apresentarem mutacoes
em genes da via Wnt ou Shh (Foulkes et al., 2017; Kratz et al., 2017; Carta et al., 2020). Logo,
a melhor compreensdo das informagdes genéticas nestas duas subclasses de MBs contribuiu,
nos ultimos anos, para um melhor desenvolvimento de protocolos modernos de tratamento, na
busca de aumentar as taxas de sobrevida dos pacientes, bem como minimizar sequelas de longo

prazo (Northcott et al., 2017).

1.4.3 MB Grupo 3

Cerca de 19% dos pacientes sdo diagnosticados com MB Grupo 3, o qual pode ser
subdividido em: a, B e y (Cavalli et al., 2017). Existe uma hipdtese de que este subgrupo se
origina de células progenitoras da camada granular externa do cerebelo em desenvolvimento
(Hovestadt ef al., 2019). Destaca-se ainda como o subgrupo de MB mais comumente
diagnosticado em recém-nascidos e criancas do sexo masculino e quase nunca sao observados
em adultos (pico de diagnostico 3-5 anos) (Archer ef al., 2017). Apresentam uma alta frequéncia
de disseminacdo liquoérica (até 50% dos pacientes) e frequentemente apresentam-se como
anaplasicos de células grandes (Sengupta et al, 2017). Infelizmente, a auséncia de
disseminagdo metastatica nao reflete necessariamente em um bom progndstico.

Dentre os principais genes evidenciados mutados e/ou hiperexpressos destacam-se:
OTX2 (3%), SMARCA4 (9%) KBTBD4 (6%), CTDNEP1 (5%) e KMT2D (5%). De forma
interessante, o fator de transcrigdo OTX2 tem um papel essencial no desenvolvimento do
prosencéfalo, rombencéfalo e glandula pineal, e curiosamente, encontra-se como um dos
principais genes envolvidos na patogénese do MB Grupo 3 (Beby and Lamonerie, 2013;
Northcott et al., 2019).

A amplificacdo de MYC ¢ também evidenciada e utilizada como um dos principais

critérios de estratificagdo deste subgrupo, e ¢ observada em aproximadamente 17% dos
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pacientes e correlacionada ao pior progndstico (Remke et al., 2013). Além disso, exibem
extensa aneuploidia, caracterizada pela frequente presenga do isocromossomo 17q (~ 40-50%;
em que o braco q ¢ duplicado e o braco p ¢ perdido); ganho dos cromossomos 1q e 7; e perda
dos cromossomos 8, 10q e 16q (Northcott ef al., 2019).

O MB Grupo 3 apresenta o pior progndstico e ¢ o mais mortal dentre todos os subgrupos
moleculares com sobrevida global em 5 anos de <60%, e tornou-se para a comunidade cientifica
uma grande urgéncia identificar biomarcadores essenciais para melhor compreender seu inicio
e progressdo, bem como desenvolver terapias-alvo subgrupo-especifica (Menyhart and

Gyérffy, 2020).

1.44 MB Grupo 4

Este ¢ o subgrupo molecular de MB de maior incidéncia ao diagnostico (43%), sendo
classificados em trés subtipos: a, p ouy (Cavalli et al., 2017). E mais comumente diagnosticado
em pacientes do sexo masculino (a prevaléncia é trés vezes maior em homens do que em
mulheres), pode apresentar histologia classica ou anaplasicos de células grandes. Embora seja
o subgrupo menos compreendido molecularmente, a amplificagdo do oncogene MYCN (6%) ¢
uma molécula chave no processo de estratificacdo dos pacientes neste subgrupo, sendo
caracterizada como biomarcador de pior progndstico (Kool et al., 2012; Menyhart and Gyorfty,
2020).

Adicionalmente, alguns genes associados ao processo de diferenciagdo neuronal (EZH2,
CDK6, KDM6A, OTX2, FST, PRDM6 e UTX) sao frequentemente encontrados amplificados
e/ou mutados (Northcott ef al., 2012). Ademais, evidéncias recentes suportam a ideia de que as
células de origem glutamérgica que tiveram os processos de diferenciagdo e proliferagao
comprometidos corroboram para o inicio e progressao do MB Grupo 4 (Hovestadt et al., 2019).

As principais alteracdes citogenéticas observadas sdo especialmente ganhos do
cromossomo 7 (40-50% dos pacientes) e 17q (> 80%) e dele¢des dos cromossomos 8 (40-50%),
11 (> 30%) e 17p (> 75%) (Northcott et al., 2019). Aproximadamente 30-40% dos pacientes
com MB Grupo 4 apresentam-se metastaticos ao diagndstico, e tendem a apresentar recidiva
apos 5 anos do diagndstico. Portanto, o MB Grupo 4 apresenta um prognoéstico intermediario,
com taxas de sobrevida global em 5 anos de 75-90% (Remke et al., 2013; Northcott et al.,
2017).
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1.4.5 MBs Grupos 3 e 4: um desafio clinico contemporéaneo

Os MBs de Grupos 3 e 4 apresentam um prognostico pouco definido na pratica clinica.
Portanto, um dos grandes desafios para os neurocientistas ¢ identificar a verdadeira natureza e
dissecar a nivel molecular a heterogeneidade intratumoral destes subgrupos especificos
(Northcott et al., 2017). Entretanto, novas propostas de tratamento centralizadas em terapias-
alvo, combinado a utilizagao de quimioterapicos classicos (NCT04023669 e NCT03434262)
para MBs de Grupos 3 e 4 encontram-se em fases iniciais de estudo (Menyhart and Gyorfty,
2020).

Embora estas novas propostas sejam promissoras para rotina clinica, é preciso ressaltar
um enigma existente e ainda nao esclarecido para os MBs de Grupos 3 e 4: Qual a principal via
de sinalizagdo celular constitutivamente envolvida, que poderia ser caracterizada e associada a
progressdo tumoral desses subgrupos em especifico? Neste contexto, destaca-se a via de
sinalizacdo celular Nofch, que embora pouco explorada vem se mostrando intrinsicamente

envolvida na biogénese dos MBs Grupos 3 ¢ 4 (Wang et al., 2017).

1.5 Via de sinalizac¢ao celular Notch: papel e implicacdes no cancer

Os genes envolvidos na cascata de sinalizacao celular da via Notch, foram inicialmente
identificados em Drosophila melanogaster, e posteriormente caracterizados como responsaveis
por manter a regulagdo da diferenciacdo, proliferagdo e apoptose celular. Em mamiferos, os
principais genes que compdem a via canonica de Notch sdo: os ligantes Delta-Like 1,3 e 4;
Jagged 1-2; e os receptores Notch [-4, ambos proteinas transmembrana que se encontram

evolutivamente conservados (Artavanis-Tsakonas et al., 1999; Lai, 2004).

Nao obstante, a ativacdo funcional da via ocorre mediante o contato entre células
adjacentes, através de um processo complexo de interagdo (célula-célula) (Shaya et al., 2017).
Logo, os receptores que apresentam um dominio de ligagcdo especifico aos ligantes (ambos se
encontram na superficie da membrana plasmatica celular), se conectam durante o contato
célula-célula, onde ocorre a primeira clivagem (contato extracelular), sendo o Dominio de
metalopeptidase ADAM10 (ADAM10) uma das moléculas responsaveis por este processo
(Bray, 2016).



7. ﬂ;lmfﬁqf(iﬁ | 42

Posteriormente, ocorre a segunda clivagem dentro do dominio transmembrana mediado
pelo complexo y-secretase. Apds este processo, ocorre a liberacdo do dominio intracelular dos
receptores de Notch 1-4, que se translocam para o nucleo celular, e junto a demais moléculas
criam um complexo ativador transcricional, que interage com a regido promotora de genes alvos
para que ocorra a transcri¢do (Figura 5) (Gomez-Pinedo ef al., 2019). Vale ressaltar que este
processo de interagdo entre os ligantes e receptores da via Notch, ocorrem de maneiras distintas

dependendo do tipo celular (Shaya et al., 2017).

Meio extracelular
Delta

11111111

ADAM 10

Regido

regulatéria
negativa 1

Dominic intracelular de Notch

Y-Secre(ase /
% " Jlnt %"“CD{,

Citoplasma

Figura S - Regides de ligacdo e sitios de clivagem para a ativacio da via Notch: Ligantes da via Notch (Delta-
Like 1,3 e 4, verde) se ligam aos receptores Notch (Notch 1-4, roxo) nos sitios de ligacdo (laranja) na superficie
celular adjacente, provocando eventos de clivagem proteolitica. O primeiro ocorre através de ADAMIO0 e o
segundo por y-secretase. Logo apos, ¢ liberado o dominio intracelular de Notch, que no nucleo interage com fatores
de transcri¢do: Mastermind-like (MMA) e CSL, e criam um complexo ativador transcricional de genes alvo.
Modificado de (Bray, 2016).

Frente a estes mecanismos de ativacdo, a via Notch desempenha papéis criticos em
muitos processos durante o desenvolvimento embrionario, incluindo a neurogénese (Siebel and
Lendahl, 2017). Digno de nota, ¢ responsavel por realizar a manutengdo dos processos de

divisdo celular simétrica e na diferenciagdo de células-tronco progenitoras neurais durante o
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desenvolvimento do SNC (Yao et al., 2013). Neste contexto destacam-se os receptores Notch
1-2, como genes essenciais envolvidos nos processos de diferenciagdo e proliferacdo de células
progenitoras de granulos cerebelares, que consequentemente sdo responsaveis por originar o

cerebelo maduro (Adachi et al., 2021).

Dado a relevancia funcional da via Notch no desenvolvimento, ndo € surpresa que
quando desregulada assuma um papel oncogénico ou de supressdo tumoral em diversos
canceres (Leong and Karsan, 2006; Bolos et al., 2007), principalmente os que acometem o SNC
como, por exemplo, gliomas (Chowdhury and Sarkar, 2019), astrocitomas (Brandt ez al., 2015)
e ependimomas (De Almeida Magalhaes et al., 2020). Na biogénese do MB este cenario nao ¢
diferente, destacando-se o receptor Noftch-1 como um dos principais genes com expressao
alterada em MBs de Grupos 3 e 4 (Northcott et al., 2017; Kahn et al., 2018; Ballabio et al.,
2021).

Por exercer esse papel a nivel molecular em processos carcinogénicos distintos, novas
opcdes de estratégias terapéuticas como, por exemplo, compostos inibidores das moléculas
responsaveis pelo sitio de clivagem (inibidores quimicos de y-secretase - MK-0752 —
NCT00106145 , Fase I) foram desenvolvidos (Andersson and Lendahl, 2014; Cui et al., 2015).
Dentre as principais finalidades destes inibidores destacam-se: o potencial de inibir a
proliferacdo, metédstase e angiogénese de uma maneira especifica para o tipo de célula.
Infelizmente, como a via celular Notch apresenta um perfil de ativagdo funcional heterogéneo
no contexto celular normal e tumoral, fatidicamente, uma porcentagem relativamente pequena
de pacientes respondem a estas propostas de terapia-alvos (Fouladi et al., 2011; Mccaw et al.,
2021). Logo, destaca-se a necessidade em melhor explorar a viabilidade de incorporar estes

compostos como tratamento adjuvante, nas atuais estratégias clinicas de tratamento.

Portanto, dependendo do tipo celular e/ou tumoral, a via Notch tem o potencial de afetar
uma gama de processos celulares, e tornou-se um desafio compreender os motivos que levam
esta via a adquirir um potencial oncogénico ou de supressdo tumoral. Embora as principais
causas desta desregulacdo permanecem inexplicadas até o presente momento, acredita-se que
moléculas presentes no microambiente celular possam exercer cross-talks e/ou modular apds a
transcricdo os genes responsaveis pela manutencdo da via candnica, contribuindo para que

ocorra sua ativagdo e/ou repressao funcional (Aster et al., 2017).

Portanto, torna-se promissor identificar novos genes implicados na carcinogénese dos

MBs de Grupos 3 e 4, que em consonancia possam estar envolvidos na modulacdo da ativacao
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da via Notch, nestes tumores subgrupos-especifico. Neste contexto, destaca-se Musashi-1
(MSI1), um marcador de célula-tronco neural, caracterizado como biomarcador de pior
prognostico e/ou promissor alvo terapéutico em diversos tumores solidos e em neoplasias

hematopoiéticas (Das Chagas et al., 2020).

1.6 Proteina Musashi

Em 1994, Nakamura e colaboradores estavam investigando quais seriam os principais
genes envolvidos na manuten¢do da divisdo celular simétrica de células percursoras dos 6rgaos
sensoriais de Drosophila sp. Como resultado, identificaram um gene responsavel por codificar
uma proteina de ligagdo ao RNA (RNA binding protein - RBP), que quando mutado, levava a
formagdo de duas hastes na base de uma unica cerda do organismo (Figura 6A-D). De forma
interessante, eles associaram este fen6tipo observado a presenca de duas espadas, algo que era
utilizado como a principal técnica de batalha por um grande espadachim da cultura oriental,
Miyamoto Musashi, um dos maiores samurais da historia do Japao. Portanto, esta proteina

recebeu o nome de Musashi (MSI) em sua homenagem (Nakamura et al., 1994).

Em mamiferos, MSI possui duas isoformas evolutivamente conservadas: Musashi-1
(MSII) e Musashi-2 (MSI2), que possuem 90% de homologia, e apresentam um perfil de
expressao génica distinto dependendo do contexto celular (Sakakibara ef al., 1996; Sakakibara
et al.,2001). Em particular, durante o neurodesenvolvimento, MSI// ¢ altamente expresso pelas
células-tronco progenitoras neurais, sendo crucial para a formag¢do do tubo neural e
desenvolvimento do SNC durante o periodo embrionario, consequentemente, MSII ¢
caracterizado como um biomarcador de célula-tronco neural (Sakakibara et al., 1996; Kaneko

et al.,2000).
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Figura 6 - Alteracdes fenotipicas em Drosophila sp. (A-D) Sensillas examinadas por microscopia eletronica de
varredura. Nota: (em artropodes e alguns outros invertebrados) sensillas sdo receptores sensoriais simples que
consiste em uma ou um pequeno grupo de células da cuticula ou epiderme, tipicamente em forma de cabelo ou
haste. (A-B) imagens do torax e abddmen normal (wild-type). [mi — microqueta /cerda pequena; ma — macroqueta
regido cefélica/cerda grande]. (C-D) imagens do toérax e abdomen variante (mutante), as setas em cinza indicam a
presenca de duas hastes em uma tnica cerda, comparado ao fendtipo normal. Adaptado de (Nakamura et al., 1994).

As proteinas RBP’s MSI’s, sdo também caracterizadas como ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas (hnRNP) (Sakakibara ef al., 2001). Esta classe de proteinas geralmente
possui um ou mais dominios de ligacao ao RNA e pelo menos um outro dominio que auxilia na
interacdo proteina-proteina (Han et al., 2010). O reconhecimento das estruturas dos dois
dominios de ligagao das proteinas MSI’s em mamiferos, RNA recognition motifs (RRMs 1-2),
contribuiu para o esclarecimento dos mecanismos pelos quais estas proteinas regulam a

expressao génica (Ohyama et al., 2012; Iwaoka et al., 2017).

Através de um mecanismo molecular coordenado as proteinas da familia MSI realizam
uma sobreposi¢do com a regido ndo traduzida (3’UTR) de varios RNAs mensageiros alvos e
modulam a expressdo génica a nivel pods-transcricional como, por exemplo, no pré-
processamento do RNA mensageiro (RNAm), durante o splicing alternativo, no
transporte/localizagdo do RNAm do nucleo para o citoplasma, turnover e tradugdo do RNAm

(Okano et al., 2002; Okano et al., 2005; Gerstberger et al., 2014). Consequentemente, siao
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responsaveis por influenciar no bloqueio e/ou na expressao aberrante destes genes (Kudinov et

al., 2017).

Os RRMs de MSI1 e MSI2 apresentam uma alta homologia, mas nio sdo idénticos,
portanto, possuem especificidade distintas nos sitios de ligacdo (Sakakibara et al., 2001;
Ohyama et al., 2012). Foi demonstrado através da técnica de RNA Bind-n-Seq, realizada por
Kartz e colaboradores (2014), que o RRM1 de MSII, por exemplo, se liga preferencialmente
em sequéncias de adenina, uracila e guanina (AUG) presentes regido nao traduzida (3’UTR) do

RNAm alvo (Figura 7) (Katz ef al., 2014; Lambert ef al., 2014).

Por outro lado, a estrutura do dominio de ligacdo, a bioquimica e sinaliza¢ao jusante de
MSI1 e MSI2 em diferentes contextos celulares, ndo estdo totalmente esclarecidos. Entretanto,
vale ressaltar que dentre os principais alvos das proteinas MSI’s caracterizados até o presente
momento, destacam-se os genes responsaveis pelos processos de diferenciagdo, ciclo,
proliferagdo, migracdo, adesdo e morte celular. Por este motivo, sdo caracterizadas como

proteinas que desempenham um papel fundamental no destino celular (Kudinov et al., 2017).

Ligacdo RNA — ativagdo e/ou represséao translacional

AUG —— GAUG -1 AAAAAAAAAA

T T
(][]

estabilizagao e/ou desestabilizagdo do RNAm

NH2
COOH

Musashi-1
362 aa

Figura 7 - Representacio esquematica dos dominios de interacio molecular de Musashi-1. RNA recognition
motifs (RRMs 1-2). AUG/GAUG sdo dominios de interacdo molecular para interacdes com RNA e com outras
proteinas de ligagdo a RNA (RBP’s). aminoécidos (aa). Adaptado de (Kudinov et al., 2017).
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Em contraste, a desregulagdo da expressdo normal das proteinas MSI’s, em células-
tronco comprometem os processos celulares supracitados (reconhecidos como os principais
hallmarks do cancer), e contribuem para a instabilidade tecidual local. Infelizmente estes fatores
em conjunto, sdo caracterizados por originar um processo carcinogénico com fendtipos
tumorais altamente agressivos (Figura 8A-C) (Fox et al, 2015; Kang et al., 2020).
Consequentemente, na maioria dos tumores solidos ¢ em neoplasias hematopoiéticas ¢
evidenciado uma expressao aberrante de MSII1 ou MSI2 quando comparado ao tecido normal

(Figura 8D) (Kharas and Lengner, 2017).

A Tecido normal B cCrénico/baixo grau C Agudo/alto grau
L f Yy 2] 2 5 G
'. ,j‘ 9 £J
) @ e Célula tronco %) | ~ Célula cancerosa
(=D ° —~ [=h diferenciada

dﬁ Célula

progenitora k

@5
[ealeC 2*)

> Q— Célula-tronco
o

cancerosa

Célula-tronco Célula diferenciada

Desenvolvimento
Céncer

Baixo grau
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Figura 8 - Musashi e sua influéncia na modula¢do da auto-renovaciao em células tronco e no cancer. (A) No
desenvolvimento tecidual normal, Musashi ¢ altamente expresso pelas células-tronco (roxo escuro). A expressao
de Musashi diminui em células progenitoras e células diferenciadas (tons mais claros de roxo). (B) Nas fases
iniciais do desenvolvimento do cancer, os niveis de Musashi aumentam em resposta a mutagdes oncogénicas, € a
expressao de Musashi permanece elevada nas células-tronco cancerosas (células vermelhas). O cancer geralmente
¢ composto por uma populacdo heterogénea de células, assim, as células-tronco cancerosas podem dar origem a
mais células-tronco cancerosas (representando o tumor de baixo grau), bem como a populagdes mais diferenciadas
(células laranja). O equilibrio das células cancerosas indiferenciadas e diferenciadas determina o grau e a
agressividade da doenga. (C-D) O aumento do processo de diferenciacdo e proliferagdo de células-tronco
cancerigenas (caracterizada por altos niveis de Musashi) leva a um céncer mais agressivo (alto grau) e de pior
progndstico. Adaptado de (Fox et al., 2015).
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Desse modo, MSI1 e MSI2 sao caracterizados como biomarcadores de pior progndstico
e/ou potenciais alvos terapéuticos, ¢ se destacaram nas ultimas décadas como proteinas RBP’s
promissoras para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer (Kang et
al., 2020; Bley et al., 2021). E importante mencionar que abordagens de triagem e modelagem
de drogas contribuiram para a identificagcdo e sintese de compostos que demonstraram uma
significativa eficiéncia no bloqueio da traducdo de MSII e MSI2, como também para a
estabilizacao/bloqueio da ligacdo das proteinas MSI’s no RNAm. Dentre estes compostos
destacam-se: 0 AZA-9 (Lan ef al., 2020), (-)-gossypol (Lan ef al., 2015) e a Luteolina (Y1 et
al., 2018). Entretanto, estes compostos encontram-se em testes iniciais junto a pesquisa basica,
e embora promissores, ¢ reportado junto a literatura alguns efeitos colaterais, como alta

toxicidade bem como a ligacao nao especifica destes compostos ao RNAm e/ou as proteinas

MST’s.

E crescente na literatura cientifica trabalhos que buscam caracterizar potenciais alvos
de MSI1 e MSI2 frente aos principais hallmarks do cancer. Entretanto, pesquisadores ao redor
do globo continuam tentando decifrar como a expressao aberrante destas proteinas corroboram
para a transformagdo maligna de células-tronco. Na busca de fornecer novos insights frente a
este cenario enigmatico, inicialmente através de uma revisdo de literatura, nosso grupo
demonstrou que as proteinas da familia MSI podem exercer cross-talks com os principais genes
(receptores e ligantes) de vias de sinalizagdo celular que sdo cruciais pela manutencdo do
desenvolvimento embrionario, incluindo a via Notch. Além disso, reportamos os impactos
destes cross-talks no inicio e progressdao de tumores solidos e de neoplasias hematopoiéticas

(Das Chagas et al., 2020).

Conforme relatado anteriormente, a via Notch, exerce um mecanismo molecular de
sinalizacdo celular altamente conservado, que ¢ crucial para a manutengdo do auto renovagao e
diferenciagdo de células-tronco embrionarias, € consequentemente, alteragcdes nestes processos
contribuem para o surgimento de situagdes patologicas como, por exemplo, o cancer (Bolos et
al., 2007). Concordante com estes dados, nos ultimos anos, pesquisadores demonstraram que a
via Notch encontra-se desregulada em MBs de Grupos 3 e 4, destacando o receptor Notch-1
como um dos principais genes alterados desta via (Kahn et al., 2018; Ballabio et al., 2021),
entretanto, as principais causas e/ou moléculas responsaveis por influenciar nesta desregulagao

permanecem obscuras até o presente momento.

Vale ressaltar que MSI1 e os genes chave da cascata de sinalizacdo de Notch, sdo

moléculas dependentes de interacdo no microambiente celular bem como da densidade celular
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e do contato célula-célula, e estudos que buscam caracterizar estas interagdes no microambiente
celular tumoral tornam-se necessarios. Surpreendentemente, ndo ha relatos na literatura que
buscam explorar e caracterizar MSI1 como efetor de cross-talks na via Notch, e em consonancia

investigar seu papel biolodgico e/ou funcional na etiologia dos MBs de Grupos 3 ¢ 4.
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2. HIPOTESE

Este projeto se baseia na hipdtese de que o MSI1 esta hiperexpresso em MBs de Grupos
3 e 4, modulando a expressdo génica de Notch-1 de modo a contribuir para a presenca de um
fenotipo tumoral mais agressivo, através de mecanismos proliferativos, anti-apoptoticos e

quimioresistentes.

Membrana Plasmética

I

i i NOTCH-1

MSI1

. L LU LLULAYAYA) .
B Qll LLLLLLLLUCCULLL LU UELLELLLL H\,%{é}...g

alvos da via Notch -7 RNAmM T l

B B

Citoplasma Nucleo

Figura 9 - Hiperexpressao de MSI1 e modulacio de genes alvos. Aumento transcricional de MS// no nicleo da
célula tumoral. A hiperexpressdo aberrante deste gene (MSI/) faz com que sua proteina (MSI1) se acumule no
citoplasma e module a expressdo de genes alvos a nivel pos-transcricional, como por exemplo, a expressao de
Notch-1, impedindo a ativagdo funcional deste receptor. Fonte: Do Autor. Criado com o BioRender.com
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o papel do gene MSII nos processos envolvidos na tumorigénese de MBs de

Grupos 3 ¢ 4.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar o perfil de expressdo de MSI] nos subgrupos moleculares de MBs (in-house
cohort) e identificar padrdes de expressao de relevancia clinica.

2. Aferir o perfil de expressao génica e proteica de MSI// em linhagens de MB de Grupo 3
e4.

3. Avaliar os efeitos funcionais do knockdown de MSII associado ou ndo ao tratamento
com cisplatina em MB de Grupo 3 e 4 in vitro.

4. Caracterizar os processos biologicos e vias moleculares moduladas apds o knockdown
de MSII em linhagem de MB Grupo 3 ¢ 4 por meio de sequenciamento de RNA, e
realizar validagdes de alvos preditos por qRT-PCR e Western Blot.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Casuistica Linhagens celulares MB Grupo 3 e 4
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Figura 10 - Fluxograma do delincamento experimental do presente estudo com base nos objetivos especificos (OE) propostos no item 3.2 (p.53).
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5. METODOLOGIA

5.1 Casuistica

Foram incluidos para analise deste estudo um total de 59 amostras de pacientes
pediatricos (0-19 anos) diagnosticados com MBs, provenientes de dois institutos/centros de
tratamento brasileiros: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de Sao Paulo (HCFMRP/USP), e Centro Infantil Boldrini, Campinas (CIB).
Todas as amostras tumorais coletadas, imediatamente, apos ressec¢do cirurgica foram
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido e, tiveram os diagnosticos revisados e
confirmados pelos Departamentos de Patologia das respectivas instituigdes e
microdissecadas. Posteriormente, estas amostras foram classificadas molecularmente pelo
nosso grupo de pesquisa como MB WNT (n = 15), MB SHH (n = 18), MB Grupo 3 (n=9)
e MB Grupo 4 (n = 17) (Cruzeiro et al., 2019). Do total de amostras, oito casos haviam
disponiveis blocos de tecido incluidos em parafina e foram utilizados para analise e
caracterizagdo de MSI1 por imunohistoquimica (IHQ). Adicionalmente, cinco amostras de

cerebelos ndo-neoplésicos (provenientes de necrdpsia) foram utilizadas como controle.

Das 59 amostras, 19 casos apresentaram recidiva. Entretanto foram utilizadas somente
as amostras dos tumores primarios para este estudo. Trinta e cinco criangas eram do sexo
masculino e 24 do sexo feminino, ¢ 13 tinham menos de 3 anos de idade no momento do
diagnostico. Trinta e oito pacientes tiveram ressec¢ao parcial e 19 ressecc¢ao total do tumor.
Vinte pacientes apresentaram metastases ao diagnostico, e 18/20 destes casos foram
associados a quadros de alto risco. As caracteristicas clinico-patologicas e a classificacao

molecular da referida coorte encontram-se listados na Figura 11.
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Figura 11- Caracteristicas clinicas e moleculares dos pacientes pediatricos diagnosticados com MB em nossa coorte.
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Este estudo faz parte do projeto Projeto Tematico (Processo FAPESP n°: 2014/20341-
0) “Interacdo entre alvos terapéuticos emergentes ¢ vias de desenvolvimento associadas a
tumorigénese: énfase em neoplasias da crianca e do adolescente”, que foi aprovado pelo Comité
de FEtica em Pesquisa (CEP) do HCFMRP/USP, n° Proc. 15509/2016; CAAE:
37206114.1.0000.5440 (Anexo I); Banco de Tumores do Laboratorio de Biologia Molecular
do CIB (aprovado pelo CEP da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp — reunido dia
17/02/09). Ademais, a proposta deste projeto de pesquisa em particular foi também aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC / FMRP-USP. Numero de aprovacio: CAAE:
39356920.0.0000.5440 (ANEXO 1II).

5.2 Linhagens celulares e condi¢des de cultura

Foram utilizadas neste estudo as linhagens celulares de MB pediatricas D283 Med
(ATCC HTB-185) e USP-13-MED, gentilmente, cedida pelo Prof. Dr. Oswaldo Keith
Okamoto, do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo - SP. A linhagem D283
Med, foi imortalizada de um paciente masculino de seis anos de idade, e a USP-13-MED de um
paciente masculino de trés anos de idade. Ambas classificadas molecularmente como MB de
Grupo 3 e 4 (Friedman et al., 1985; Silva et al., 2016). Ademais, também foi utilizado células
de rim embrionario humano 293 (HEK93T) (ATCC CRL-1573).

As linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM/F12 com 100mg/ml de
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina, e 10% de soro bovino fetal (SBF) em atmosfera umida
contendo 5% CO2 a 37°C. A autenticagao das mesmas foi conduzida no Laboratério de Genética
Bioquimica da FMRP-USP, sob responsabilidade do Prof. Dr. Aguinaldo Luiz Simdes, pela
metodologia de STR (Short Tandem Repeat). Os resultados obtidos foram comparados com os
perfis disponibilizados pela American Type Culture Collection (ATCC) em seu website ¢

atestaram a compatibilidade das linhagens, segundo as diretrizes estabelecidas pela ATCC.
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5.3 Analise da Expressao Génica
5.3.1 Extraciao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das amostras e linhagens celulares, foi extraido utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen Inc, Carlsbad, EUA) ou AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo as especificacdes dos fabricantes. As concentragdes foram
determinadas pela leitura de espectrofotometro em comprimento de onda de 260/280nm no
aparelho de ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop 1000 Technologies, Wilmington, DE,
EUA) e armazenados em freezer —80°C. Razdes que variavam de 1,8 a 2,0 foram consideradas
satisfatorias para o grau de pureza do RNA. A reagdo de transcri¢do reserva para a sintese da
fita de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 500ng de RNA total por meio do
kit High Capacity (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com instrugdes do

fabricante.

5.3.2 PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

A analise da expressdo génica foi realizada a partir da técnica de PCR em tempo real
quantitativo (qQRT-PCR) utilizando o equipamento ABI PRISMTM 7500 Sequence Detection
Systems (PE Applied Biosystems). Para analise dos RNAs mensageiros alvos foram utilizados
as sondas MSI1 (Hs01045894 ml) e Notch-1 (Hs01062014 m1). Como controle endogeno
utilizamos as sondas HPRT (4326321e) e GUS (Hs00939627 m1). A quantificagdo relativa da
expressdo foi determinada empregando o método 2 “*A¢T (Livak and Schmittgen, 2001), onde
0o ACT = CT de genes alvo — média geométrica dos dois genes de referéncia. Como calibrador

foi utilizado uma linhagem comercial de cerebelo.

5.4 Analise da Expressao Proteica

5.4.1 Western Blot

A expressdo proteica das linhagens celulares foi realizada através da metodologia de
Western Blot. O reagente RIPA Lysis and Extraction Buffer® (Pierce Biotechology, IL, EUA),
foi utilizado para extragdo de proteinas de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a analise

proteica, 40 ug de cada amostra foram separadas por eletroforese SDS-PAGE. Em seguida, as
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proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas em TBST 1%
contendo 5% de solugdo bloqueadora (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA)
por 1 hora, em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas
overnight a 4°C com o anticorpo primario da proteina de interesse, diluido de acordo com as
instrucdes do fabricante. A lista dos anticorpos utilizados neste estudo estd descrita na Tabela
2. Em seguida, foram incubadas com o anticorpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente.
O anticorpo secundario foi visualizado através da utilizagdo do Kit ECL™ Western Blot
Analysis System (Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). A quantificagdo relativa
da expressao proteica foi determinada pelo software Imagel 1.52a National Institutes of Health

(NIH) usando como controle endégeno o anticorpo anti-GAPDH (Tabela 2).

Tabela 2 — Lista de anticorpos primarios.

Anticorpo Cadigo Especificagoes Empresa
GAPDH Sc-47724 Mouse Monoclonal Santa Cruz Biotechnology
Musashi-1 D46AS Rabbit monoclonal Cell Signaling
Notch-1 EP1238Y Rabbit Monoclonal Abcam
p21 #2947 Rabbit Monoclonal Cell Signaling
p27 D69C12 Rabbit Monoclonal Cell Signaling

5.4.2 Imunohistoquimica

No total, oito amostras de biopsias de MBs previamente classificadas molecularmente,
encontravam-se disponiveis para a reagdo de IHQ em cortes histoldgicos de 4um de espessura.
Apds completa desparafinizacdo e posterior hidratagdo, os cortes foram submetidos a
recuperagdo antigénica em tampao citrato de sodio (pH 6,0). O sistema de detec¢ao utilizado
foi o polimero REVEAL Polyvalent HPR-DAB Detection System (Spring Bioscience, Canada
Customers, US), seguindo as recomendagdes do fabricante. O anticorpo primario utilizado foi
o anti-Musashi-1 ([Musashi-1 (D46A8) Rabbit mAb #5663], Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, diluigcdo 1/70), devidamente diluido com BSA 1% e incubado overnight. Por
ultimo, foi realizada a imunomarcagao com o cromdégeno 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) e as

laminas contra coradas com Hematoxilina de Harris.
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Uma amostra de cortex cerebral foi selecionada como controle positivo para MSI1. Os
padroes de imunomarcagdo foram analisados por um neuropatologista experiente (F.P.S;
FMRP-USP), considerando como células positivas aquelas com coloragdo citoplasmatica e/ou
nuclear para MSI1. As células positivas foram analisadas de acordo com a porcentagem de
células tumorais com marcagdo citoplasmatica e/ou nuclear para MSI1: + (<25%), ++ (<25-
50%), +++ (<50-75%) e ++++ (<75-100%). Adicionalmente, foi avaliado a intensidade de
imunomarcac¢ao nas cé¢lulas tumorais, consideradas como: fraca (+) ou forte (+ +). As imagens
dos casos representativos foram capturadas com ampliagdo de 40x usando o equipamento

Nikon ECLIPSE &0i.

5.5 Imunofluorescéncia

Para realizacdo do teste de imunofluorescéncia, aproximadamente, 25.000 células das
linhagens celulares D283 Med e USP-13-MED foram plaqueadas e mantidas em meio de
cultura sob laminulas. Apos a adesdo e crescimento celular, as células foram fixadas a 37°C
com paraformaldeido 4% diluido em PBS 1X, pH 7.4 durante 15 minutos. Logo apo0s, as
laminulas foram lavadas com PBS 1X e permeabilizadas com 0.3% de Trinton-X100 (diluido
em PBS 1X), por 10 minutos. Repetiu-se a lavagem com PBS 1X, e em seguida, foi realizado
o bloqueio dos aldeidos livres com 100mM de Glicina (diluida em PBS 1X), por 5 minutos.

Em seguida, foi realizado o bloqueio de sitios inespecificos com BSA 2% por 2 horas e
adicionado o anticorpo primario (Anti-Musashi-1 [Musashi-1 (D46A8) Rabbit mAb #5663],
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, dilui¢do 1/500) em solugdo de bloqueio BSA 2%
por 2 horas. Apos a incubacao, as laminulas foram lavadas com PBS 1X e foram adicionados
os anticorpos secundarios (Faloidina — emissdo de fluorescéncia no espectro vermelho; Alexa
647 e Alexa 488), também diluidos em solu¢do de bloqueio BSA 2% por 1 hora. Para
finalizagdo, as laminulas foram recobertas utilizando meio de montagem contendo 4,6
diamidinofenilinol (DAPI) emissao de fluorescéncia no espectro azul (Vectashield, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, EUA). O procedimento de digitalizacdo e captura das imagens
foi realizado utilizando-se o microscopio Leica DM2500 (LeicaBiosystems, Wetzlar,
Alemanha), bem como software de aquisi¢do de imagem LAS (Leica Biosystems, Wetzlar,

Alemanha). A intensidade da luz foi padronizada em todas as digitalizagdes.
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5.6 Modulacao génica de MSI11

5.6.1 Expansdo dos vetores para knockdown

Os vetores shRNA para inducdo do knockdown de MSII (pLV[shRNA]-
EGFP:T2A:Bsd-U6>hMSI1[shRNA#]1] e pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-
U6>hMSI1[shRNA#2]), e o respectivo vetor vazio/puro (pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-
U6>Scramble shRNA#1) foram construidos e obtidos da empresa Vector Builder

(https://en.vectorbuilder.com). Os vetores inseridos em bactéria E.coli foram semeados em

placa com meio LB e 4gar suplementado com o antibidtico de sele¢do ampicilina, overnight a
37°C. Em seguida, uma coldnia isolada foi selecionada e submetida a expansao clonal em meio
LB liquido, também suplementado com o antibidtico de selecdo, overnight a 37°C.
Posteriormente, os plasmideos foram purificados utilizando o kit “QIAGEN Plasmid Midi Kit”
(Qiagen®) seguindo as intrugdes do fabricante. A quantificagio e a pureza foram avaliadas pelo
aparelho de ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop 1000 Technologies, Wilmington, DE,
EUA).

5.6.2 Produciao das particulas lentivirais

As particulas lentivirais foram produzidas na linhagem celular HEK293T. Portanto,
foram semeadas aproximadamente 1,5x10° células em garrafas de 75cm? e incubadas overnight.
Posteriormente, as células foram transfectadas com uma solu¢do composta por meio DMEM,
agente de transfec¢do (FUGENE® HD, PRomega Corporation, Madson, WI, USA), plasmideo
de empacotamento lentiviral (psPAX2, Addgene, #12260), plasmideo para constru¢do do
envelope lentiviral (pMD2.G, Addgene, #12259) e os respectivos plasmideos para o knockdown
de MSII e o vetor puro/vazio. Apos 24h, o meio de transfecgdo foi substituido por meio DMEM
F12 completo. O meio de cultivo contendo a suspensado lentiviral foi coletado 24 e 48h apds a
transfeccdo, centrifugado, filtrado em Millex HV 0,45um low-protein binding (Fisher Scientific

Millipore) para a retirada de debris celulares e armazenado a -80°C.
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5.6.3 Transducéo da linhagem D283 Med (MB Grupo 3 e 4) com particulas

lentivirais

A linhagem celular D283 Med foi semeada em placas de 6 pogos na concentracao de
4x10° células por poco. No dia seguinte, as células foram transduzidas com a suspensio
lentiviral (500 pL) contendo os vetores para o knockdown de MSII e o vetor vazio, além de
8ug/mL de polibreno. Apds 48h, o meio de transducdo foi substituido por meio completo
suplementado com o antibidtico de selegdo blasticidina, na concentracdo de 10ug/mL até a
completa selecdo das células resistentes. Apds selecdo e expansao das linhagens, o knockdown

de MSII foi confirmado por qRT-PCR e Western Blot.

5.7 Preparo e tratamento com a droga Cisplatina

Para os ensaios de viabilidade e morte celular a linhagem D283 Med, submetida ao
knockdown de MSII, foi tratada com diferentes doses (descritas abaixo) da droga Cisplatina
(Catalogo N°1166), previamente diluida em PBS 1X, conforme a recomendagao do fabricante.
A cisplatina ¢ um quimioterapico classico utilizado na rotina clinica do tratamento de MB e foi
adquirido pela empresa Selleckchem bioactive compound Expert

(https://www.selleckchem.com/).

5.8 Ensaios Funcionais
5.8.1 Viabilidade Celular

As linhagens celulares (D283 Med shRNA Knockdowm MSII #1 e #2, e D283 Med
shRNA Scramble), foram semeadas, em placas de 96 pocos, na densidade celular de 1-3x10°
células/ pogo. Para os experimentos com a droga Cisplatina foram avaliadas as doses de 3uM,
SuM, 7uM e 10 uM, por 24, 48, 72 e 96 horas. Apds os diferentes tempos de tratamento foi
adicionado 30pL do reagente CellTiter-Glo® (Promega) em temperatura ambiente. A detec¢ao
pelo CellTiter-Glo® ocorre através do uso da reagdo de luciferase para medir a quantidade de
ATP das células viaveis. Em poucos minutos apds a perda da integridade da membrana, as
células perdem a capacidade de sintetizar ATP e as ATPases enddgenas destroem qualquer ATP

remanescente. Apos adicdo do reagente CellTiter Glo® ocorre 3 etapas: 1) lise das membranas
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celulares para liberar o ATP; 2) inibi¢do das ATPases endogenas e por ultimo; 3) Fornece
luciferina, luciferase e outros reagents necessarios para medir o ATP usando uma reagao
bioluminescéncia. A leitura de luminescéncia foi realizada utilizando o aparelho SpectraMax®
L Microplate Reader. Os experimentos foram repetidos trés vezes em triplicata e os resultados
expressos como média e desvio padrdo e comparados com os resultados das células do controle

negativo (PBS 1X-veiculo da droga).

Nota: ICso: Para o calculo do ICso (dose em que a droga causa a inviabilidade de 50%
das células) da droga Cisplatina, foi utilizado o software CalcuSyn (Biosoft®, Cambridge, U.K).
Para cada experimento foram calculados a fragdo celular afetada apds o tratamento com as

diferentes doses da droga Cisplatina em comparacdo ao controle no tempo de 72h.

5.8.2 Ensaio de Morte Celular

Para o ensaio de morte celular, 3-5x10* células (D283 Med shRNA Knockdowm MSII
#1 e #2, e D283 Med shRNA Scramble) foram semeadas em placas de 6 pocos e tratadas com
a droga Cisplatina na dose de 4.1 uM (menor dose ap6s calculo ICso) por 72 horas. Apds esse
periodo, as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos a 4°C, lavadas
com PBS 1X gelado e, em seguida, ressuspendidas em 250 pL de tampdo de ligacdo 1X (BD
Biosciences Pharmigen, USA). Logo apds, as células foram marcadas com 5 pL. de Anexina VI
FITC (BD Biosciences Pharmigen, USA) e 50 uL de solugdo de lodeto de Propideo (PI). As
células foram analisadas pelo citometro de fluxo BD FACSCalibur™ (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata e os
resultados foram expressos como média e desvio padrdo em comparagdo aos resultados das

células do controle negativo (PBS 1X-veiculo da droga).

5.8.3 Ensaio/Analise do ciclo celular

Para a andlise do ciclo celular, um total de 17,5x10* células (D283 Med shRNA
Knockdowm MSII #1 e #2, e D283 Med shRNA Scramble) foram semeadas em placas de 6
pocos e mantidas em cultura por 72h, sem combinagdo com drogas/quimioterapicos. Em
seguida, as células foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm / 5 min e lavadas com PBS

1X. As células foram fixadas com etanol 70% gelado e mantidas a -20° C overnight.
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Posteriormente, as células foram centrifugadas a 800 rpm / 5 min, lavadas com PBS 1X
e o pellet resultante foi ressuspendido em PBS 1X com 25ul de RNAse A (10 ng/mL) a 37° C
por 30 min. Em seguida, para marcagdo das células, foi adicionado o PI a uma concentracao
final de (50ug/mL). As células foram analisadas pelo citdmetro de fluxo BD FACSCalibur™
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) e a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular
foi obtida pelo software Flow Jo™ V10. Foram realizados trés experimentos independentes em
triplicata. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao e comparados com o0s

resultados das células D283 Med shRNA Scramble.

5.9 Técnicas e abordagens de bioinformaticas integrativas aplicadas a analise

transcriptoma

5.9.1 Analises in silico

Para avaliar o perfil de expressao génica de MSII, e Notch-1 foram utilizados dados do
GSES85217 (Cavalli et al., 2017) disponiveis no R2: Genomics Analysis and Visualization
Platform, compreendendo: amostras pediatricas de MB WNT (n=51), MB SHH (n=146), MB
Grupo 3 (n=131) e MB Grupo 4 (n=300). Para identificar a correlagao de expressao de Notch-
1 com MSII, também foi utilizado o banco de dados publicos citado acima, adotando um

coeficiente de correlacdo de Pearson (negativo e positivo) maior que = 0,4 e p<0,05.

5.9.2 Extracao de RNA total e sequenciamento

Apos confirmado o knockdown de MSII, amostras da linhagem celular D283 Med
shRNA MSI1#2 e shRNA Scramble, foram submetidas a extracdo de RNA utilizando o AllPrep
RNA/DNA/Protein Mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), seguindo as especifica¢des do
fabricante. O RNA foi quantificado e analisado em gel de agarose 1% para uma triagem inicial
da qualidade. As amostras foram submetidas a analise de RNA integrity number (RIN) por meio
do Bioanalyzer. Este experimento foi realizado em triplicata. A preparagdo das bibliotecas de
RNA (inclusdo dos adaptadores exclusivos barcodes e preparagdo do pool para o

sequenciamento) e o sequenciamento do RNAm total (RNA-seq) foram realizados pelo
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Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

5.9.3 Analise dos dados de RNA-seq

Cada amostra foi sequenciada em paired-end gerando assim dois arquivos brutos em
formato fastq, os quais foram submetidos para andlise de qualidade de reads através dos
softwares FastQC (versao 0.72) e MultiQC (versdo 1.9) (Ewels et al., 2016), as quais avaliam
a qualidade do sequenciamento, o conteido de GC (guanina-citosina), o nimero de reads
gerados e a porcentagem de duplicagdes por amostra individual e amostras compiladas,
respectivamente (Wang et al., 2012). Logo apoés, para remover as sequéncias de adaptadores
[llumina e cortar (¢rim) a extremidade de reads de baixa qualidade, foi utilizado o programa
Trimmomatic (versdo 0.38) (Bolger et al., 2014). Os reads processados foram entdo alinhados
com o genoma de referéncia humano (Genome Reference Consortium Human GRCh38) por
meio do HISAT?2 (versdo 2.2.1) (Kim et al., 2019). A anotagao gé€nica e contagem de reads foi

realizada pelo software featureCounts (versao 2.0.1).

Posteriormente, utilizando os reads processados e alinhados com o genoma de
referéncia (GRC38/hg38), foi realizada a normalizac¢do através do algoritmo VST e andlise
estatistica para deteccdo da expressdo diferencial entre as amostras D283 Med shRNA
Knockdowm MSI1 #2 e D283 Med shRNA Scramble, através do pacote DESeq?2 (versdo 1.32.0)
(Love et al., 2014). Para visualizagdo dos valores estatisticos dos genes diferencialmente
expressos, o Volcano plot foi gerado pelo pacote ggplot2 (versdo 3.3.5). O threshold utilizado
foi p-ajustado <0.05, sendo considerado como genes hipoexpressos (“downregulated”) aqueles
com log2 Fold Change (log2FC) <0.3 e hiperexpressos (“upregulated”) log2FC >0.3.
Posteriormente, o heatmap dos DEGs foi gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap (versao
2.8.0) (Gu et al., 2016) no software RStudio aplicando a distancia de Spearman e algoritmo
Ward.D2 de clusterizagdo. Ademais, conduzimos a analise de enriquecimento de vias através
do banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)
processos bioldgicos e fungdo molecular para entender melhor as fungdes putativas dos DEGs
usando a plataforma Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) (Kanehisa ef al., 2017). Todas

as analises foram realizadas por bioinformatas do nosso grupo de pesquisas
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5.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares (Graph Prism 8.0
GraphPad Software, San Diego, CA USA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc. Chicago, USA). Em todas

as analises, foram considerados valores significativos quando valor de p< 0,05.

5.10.1 Expressao génica diferencial

Para a analise de expressao génica das amostras de MB em comparagdo com as amostras
de cerebelos ndo-neoplésicos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e valores com p< 0,05
foram considerados significativos. Este mesmo pardmetro foi utilizado para avaliar o perfil de
expressdo génica de MSII nos dados publicos de MB (GSE85217). Enquanto que para
associagdo da expressdo diferencial de MSI/ com as caracteristicas clinicas dos pacientes foi
utilizado o teste de Mann-Whitney com valor de p significativo < 0,05. As variaveis analisadas
dos pacientes foram: sexo (feminino ou masculino); idade ao diagnéstico (> 3 anos ou < 3 anos);
grau de resseccdo (completa ou incompleta); metastase (auséncia ou presenca); recidiva
(presente ou ausente), evento (se o paciente esta vivo ou se foi a dbito/apresentou recidiva);

status da doenga (se o paciente esta vivo ou se veio a obito por MB).

5.10.2 Sobrevida Global e Livre de Eventos

O teste nao paramétrico de long-rank foi empregado para analise da sobrevida global
(SG) e sobrevida livre de eventos (SLE) em 5 anos. Os graficos de Kaplan-Meier foram
construidos com base em valores de mediana de expressdo de MSI/ dos pacientes com MB e

divididos entre tumores com hipoexpressao ou hiperexpressao.

5.10.3 Curva ROC

Curvas de caracteristicas de operagao do receptor (ROC) foram usadas para avaliar a
capacidade da expressao de MSII em discriminar os subgrupos moleculares de MBs. A precisao

foi determinada pela area sob a curva (AUC).
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5.10.4 Analises dos ensaios funcionais

Para os ensaios funcionais de viabilidade, ciclo e apoptose celular, foram utilizados os
testes t-Student, Anova OneWay ¢ p6s-teste de Bonferroni. Os dados estdo representados pelos

valores de média + desvio padrao.
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacio do perfil de expressio génica de MSI!/ em amostras de MBs

pediatricos

A partir das 59 amostras de MBs pediatricos e de cinco amostras de cerebelos ndo
neoplasicos de nossa coorte e do banco de dados publicos de MBs pediatricos (n=628), foi
possivel observar uma maior expressao de MSII nas amostras de tecido tumoral de MBs Grupos
3 e 4 (p<0,001, p<0,0001, respectivamente) quando comparada as amostras de cerebelos
(Figura 12A). Além disso, entre os subgrupos moleculares de MBs, MSI/ encontra-se
hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4 (p <0.001 e <0.0001, respectivamente) em ambas as

coortes (Figura 12B).
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Figura 12 - Perfil de expressao génica de MSII em MB pediatrico. (A) Expressdo génica relativa de MSII por
gRT-PCR nas amostras de cerebelo e nos diferentes subgrupos moleculares de MBs pediatricos (B) Perfil de
expressao génica de MSI/ em banco de dados publico de MBs pediatrico (GSE85217). Os valores da expressdo
génica estdo em escala logaritmica log,. *(p<0.01), **(p<0,001) e ****(p<0,0001).
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6.2 Avaliacdo do perfil da expressdo proteica de MSI1 em bidpsias de MBs

pediatricos

No total, oito das 59 amostras de MBs analisadas por qRT-PCR encontraram-se também
disponiveis para analise da expressdo proteica de MSI1 por IHQ e os resultados destas oito
bidpsias de MBs (MBs — WNT: n=2, SHH: n=1, Grupo 3: n=3, e Grupo 4: n=2) foram revisados
por um patologista experiente e analisados de forma semiquantitativa para determinagdo da
porcentagem de células positivas para MSI1 (score) e intensidade de marcagdo a nivel nuclear

e citoplasmatico.

Foi observada uma imunomarcagdo positiva para MSI1 a nivel nuclear e citoplasmatico
em um score entre + (< 25%) a ++ (< 25-50%) e de fraca intensidade para os 3/3 casos
analisados de MBs WNT e SHH (Figura 13A-C). Em contraste, o nivel de expressao proteica
de MSII para os casos de MBs de Grupos 3 e 4, apresentaram um score de marcagao entre +++
(<50-75%) e ++++ (< 75-100%), com intensidade forte para 3/5 casos analisados apresentando
também uma marcacao nuclear e citoplasmatica (Figura 13D-H). Digno de nota, o nimero de
biopsias de MBs incluidas neste estudo para analise de IHQ foi limitado e insuficiente para ser
correlacionado a qualquer caracteristica clinica dos pacientes. Todavia, quando analisados de
forma pareada, os resultados das analises de IHQ e de qRT-PCR apresentaram padrdo de
expressao similares, demonstrando uma maior expressao de MSI1 nos subgrupos moleculares

de MBs Grupos 3 e 4 (Tabela 3).
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Figura 13- Fotomicrografias representativas da expressiao proteica de MSI1 em tecidos tumorais de MBs pediatricos determinada por IHQ. (A-B) Amostras de MB
WNT, (C) MB SHH, (D-F) MB Grupo 3, (G-H) MB Grupo 4. Todos os casos analisados apresentaram marca¢ao positiva (coloracdo marrom) para MSII a nivel nuclear e
citoplasmatico. Barra de escala 50 pm / Magnificacao original de 20X.
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Tabela 3 — Anélise de IHQ para MSI1 em biopsias de MBs pediatricos.

N°da Amostra  Subgrupo Molecular qRT-PCR (RQ) MS11 Score Intensidade
1 MB WNT 4,00 Hipo ++ +
5 MB SHH 3,30 Hipo ++ +
20 MB SHH 0,27 Hipo + +
34 MB Grupo 3 6,72 Hiper + 4+ ++
35 MB Grupo 3 7,30 Hiper +++ +
42 MB Grupo 3 7,38 Hiper +++ +
43 MB Grupo 4 6,39 Hiper  ++++ ++
38 MB Grupo 4 6,91 Hiper  ++++ +

RQ — Quantificacdo relativa da expressdao génica de MSII. Hipoexpresso (Hipo) ou Hiperexpresso (Hiper) de
acordo com a mediana de expressdo génica de MSII. Score para determinagdo da orcentagem de células com
marcacao positiva para MSIL: + (<25%), ++ (<25-50%), +++ (<50-75%) e ++++ (<75-100%). Intensidade de
imuno-marcagdo: Fraco (+) e Forte (++).

6.3 Analise da associacido dos niveis de expressio génica de MSII com

caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos com MB em nossa coorte

Para verificar se a hiperexpressdo de MSII apresentaria alguma associagdo com
prognostico em MB, avaliamos o perfil de expressao desse gene de acordo com os parametros
clinicos dos pacientes. Entretanto, como pode ser observado na Tabela 4, ndo foi encontrado

nenhuma associacao significativa com as caracteristicas clinicas analisadas.
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Tabela 4 — Andlise de associacdo da expressdo de MSI/ com caracteristicas clinicas de
pacientes pediatricos com MB, incluindo sexo, idade, grau de ressec¢do cirurgica, presenga de

metastase, recidiva, evento e status da doenga (NA= nao avaliado).

Variavel Clinica N° de Pacientes (%) Valor de p
Sexo
Feminino 24 (41%) 0,878
Masculino 35 (59%)
Idade ao diagnoéstico
<3 anos 13 (23%) 0,082
>3 anos 46 (77%)
Grau da ressec¢ao cirurgica
Completo 38 (65%) 0,974
Incompleto 19 (33%)
NA 2 (2%)
Metastase
Auséncia 39 (66%) 0,147
Presenca 20 (34%)
Recidiva
Sim 19 (33%) 0,838
Nao 38 (65%)
NA 2 (2%)
Evento
Vivo ’ 27 (45%) 0,397
Recidiva/Obito 32 (55%)
Status da doenca
Vivo 33 (55%) 0,476
Obito (MB) 22 (27%)

Outros 4 (18%)
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6.4 Correlacao entre o nivel de expressao génica de MSII e as sobrevida global e

livre de eventos em pacientes pediatricos com MB

Para relacionar os dados clinicos dos pacientes e o valor das expressdes de MSI] com a
sobrevida considerou-se o tempo de SG como a data do diagnostico até o dbito ou a data do
ultimo seguimento. A mediana do seguimento de evento (recidiva ou 6bito) foi de 56,4 meses,
variagdo de 3 a 168 meses. Enquanto a mediana do segmento do desfecho clinico (vivo ou
obito) foi igual a 53,9 meses, variagdo de 3 a 163 meses. Nao houve nenhum dado
estatisticamente significativo entre o valor das expressdes de MSI/ e a SG (Figura 14A,

p=0,393) e SLE (Figura 14B, p=0,861) dos pacientes.

A Sobrevida global B Sobrevida livre de eventos
104 i '] .
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Figura 14- Analise de sobrevida global (A) e livre de eventos (B) de acordo com a mediana de expressdo do
gene MSI].
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6.5 Avaliacao do valor diagnostico da expressao de MSI1 na discrimina¢ao de MBs

de Grupos 3 e/ou 4 (pior prognostico) dos demais subgrupos moleculares

Apo6s evidenciar que MSI] encontra-se hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4, foi
avaliado, através da analise de curva ROC, se a expressdo de MSI/ poderia discriminar com
precisao e acuracia os subgrupos de MBs de pior prognostico, ou seja, Grupos 3 e 4, dos demais
subgrupos. Surpreendentemente, a area sob a curva ROC observada foi de 0,856 (p<0,001),
sugerindo uma alta precisdo diagndstica na discriminag¢ao entre os MBs de Grupos 3 e 4 dos

subgrupos WNT e SHH (Figura 15).
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Figura 15 - Analise da curva ROC do valor diagnostico de MSI] na discriminagdo entre MBs de Grupos 3 ¢ 4 dos
subgrupos moleculares WNT e SHH com base no valor da expressdo génica de MSI] nos pacientes de nossa coorte.
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6.6 Avaliacao do perfil de expressdo génica e proteica de MSI1 nas linhagens

celulares de MB Grupo 3 e 4

Diante dos dados descritos acima de que MSI! esta hiperexpresso e permite a elevada
acuracia em discriminar amostras de MBs Grupos 3 e 4 quando comparado aos demais
subgrupos, o proximo passo foi caracterizar o perfil de expressdo génica e proteica de MSI1 em
linhagens de MBs subgrupos-especificas. Portanto, foi avaliado o perfil de expressao génica e
proteica de MSI1 nas linhagens celulares de MBs Grupo 3 e 4 (USP-13-MED e D283 Med),
para identificar e selecionar o melhor modelo experimental para continuidade deste estudo. Foi
identificado por qRT-PCR e Western blot que a linhagem celular D283 Med apresenta uma
maior expressao de MSII (Figura 16A-B, p<0.01), em comparacdo a linhagem celular USP-
13-MED, Figura 16A-B, a nivel de RNAm e proteina, respectivamente.
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Figura 16 - Perfil de expressdo génica e proteica de MSI1 em linhagens celulares de MB de Grupo 3 e 4. (A)
Expressao génica e (B) niveis proteicos de MSI1 nas linhagens celulares D283 Med e USP-13-MED determinados
por qRT-PCR e Western Blot, respectivamente. No grafico (A) os resultados s@o expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes (*p <0,01). A quantificagdo relativa da expressdo proteica foi
determinada pelo software Imagel, utilizando a proteina GAPDH como controle endogeno
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6.7 Intensidade e localizacdo celular de MSI1 por imunofluorescéncia

MSI1 ¢ uma proteina RBP presente no nucleo e no citoplasma das células (Kudinov et
al., 2017). Portanto, foi investigado por imunofluorescéncia, as diferencas de intensidade de
fluorescéncia e a localizag@o celular de MSI1 nas linhagens celulares de MB Grupo 3 e 4 (D283
Med e USP-13-MED). E possivel observar que a linhagem celular D283 Med apresentou uma
maior intensidade de fluorescéncia para MSI1 (em magenta) a nivel nuclear e citoplasmatico
(Figura 17A), quando comparado a linhagem celular USP-13-MED, que apresentou uma
intensidade de fluorescéncia fraca para MSII a nivel citoplasmatico, € moderada intensidade

de fluorescéncia observada nas regides de contato c¢lula-célula (Figura 17B).

DAPI PHALLOIDIN MUSASHI-1 MERGE

| . .
Figura 17 - Microfotografias ilustrativas da intensidade e localizacio celular de MSI1 em linhagens de MB
de Grupo 3 e 4. Analises por microscopia confocal confirmam a presenca de MSI1 (magenta) em diferentes

intensidades de fluorescéncia e localizacdo nas linhagens celulares: (A) D283 Med — intensidade forte para o
nucleo e citoplasma; e (B) USP-13-MED — intensidade moderada para o citoplasma

D283 Med

USP-13-MED
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6.8 Silenciamento da expressdo génica de MSII na linhagem celular D283 Med

ApOs realizar a caracterizacdo do perfil de expressio de MSI/ nos modelos
experimentais disponiveis, foi selecionado a linhagem celular D283 Med para avaliarmos o
papel funcional e a relevancia bioldgica de MSI/ em MB Grupo 3 e 4 in vitro, através do
knockdown de MSII por shRNA (transdugdo lentiviral). Para indug¢dao do silenciamento dois
vetores lentivirais foram construidos para diferentes regides génicas de MSI/ (éxons 4 e 8),
como ilustrado na Figura 18A. O controle (vetor puro/vazio) foi nomeado como shRNA
Scramble (Figura 18B), ¢ os dois vetores para foram nomeados como shRNA MSII#1 (éxon

4, Figura 18C) e shRNA MSIi#2 (éxon 8, Figura 18D).

MSIT - Cytogenetic location: 12q24.31
Exons: 15, Coding exons: 14, Transcript length: 2,959 bps, Translation length: 362 residues E

'
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Genomic DNA
* * Adapted from: Good et al. (1998)
shMSI1[shRNA#1) shMSI1[shRNA#2]
GGTTTCGGCTTCGTCACTTTC ACGACGCCATGCTGATGTTTG

D283 Med Scramble D283 Med shRNA_MS/1#1 D283 Med shRNA_MSr142

Figura 18 - (A) Localizagdo citogenética e representagdo gendmica de MSII: constru¢do dos vetores para
Knockdown. Imagem da linhagem celular D283 Med ap6s o processo de transducdo, selecdo e expansdo. (B)
D283-Med shRNA Scramble, (C) D283 Med shRNA MSIi#1, (D) D283Med shRNA MSI/#2. Imagens adquiridas
por microscopia invertida visualizadas nos aumentos de 10X e 20X.
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6.9 Confirmacao do knockdown de MSI1

Posteriormente aos processos de transducdo, selecdo e expansdo das linhagens, foi
realizada a confirmagdo do silenciamento da expressao génica e proteica de MSII por qRT-
PCR ¢ Western blot. E possivel observar que houve uma redugio de aproximadamente 60 e
85% do nivel de expressdo génica de MSII para o clone 1 (shRNA MSII#1, p <0,01) e para o
clone 2 (shRNA MSII#2, p <0,001), respectivamente, quando comparados ao controle (Figura
19A). Indo de encontro a estes achados, foi possivel observar por Western blot, o impacto do
silenciamento génico na reducdo significativa dos niveis da proteina MSII1 para o clone 1
(shRNA MSII#1, p <0,05) e para o clone 2 (shRNA MSIi#2, p <0,001), com relagdo ao controle
(Figura 19B). De modo interessante, foi possivel constatar que o clone 2, apresentou uma maior

eficiéncia de silenciamento génico e proteico de MSI/ em comparagdo ao clone 1.
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Figura 19 - Confirmacio do knockdown de MSI1 nas células D283 Med. (A) Expressao génica relativa de
MSII por qRT-PCR. (B) Niveis relativos da proteina MSI1 por Western blot na linhagem celular de MBs
pediatricos D283 Med apds modulagdo génica. A quantificacdo relativa da expressdo proteica foi realizada
utilizando o software ImageJ. Como controle enddgeno da técnica de Western blot foi utilizada a proteina GAPDH.

Os graficos mostram a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. **(p<0.01), ***(p<0.001) e
*HEE(p<0.0001).
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6.10 Ensaio de ciclo celular

Ap6s a confirmagao do knockdown de MSII na linhagem celular D283 Med, buscamos
investigar como estas células se comportariam sob essa nova condi¢do. Inicialmente, foi
realizada uma analise de ciclo celular, por citometria de fluxo, para investigar se o knockdown
de MSI1I levaria a alteracdes no ciclo celular dessas células. Como apresentado na Figura 20, ¢
possivel observar pelo histograma gerado bem como pelas porcentagens de células analisadas,
as proporcdes normais de células presentes em cada fase do ciclo das células apds 72 horas de
plaqueamento. Foi observado um aumento de 15% do nimero de células D283 Med shRNA
MSII#1 em GO/G1 (p <0,0001) e de 12% na fase S (p <0,001) em comparagdao com o controle.
Além disso, foi possivel identificar que o knockdown de MSII induziu uma diminuig¢do do
nimero de células em G2/M em ambas as linhagens moduladas: D283 Med shRNA MS7/#1
(redugdo de 14%, p<0,0001) e D283 Med shRNA MSII#2 (redugdo de 12%, p<0,001)

comparadas ao controle (Figura 20).
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Figura 20 - Avaliacdo do efeito do silenciamento de MSII no ciclo celular da linhagem de MB D283 Med.
(Superior) O knockdown de MSII nas células D283 Med shRNA MSIi#1 e D283 Med shRNA MSIi#2 diminuiu
a fase G2/M em comparagdo com shRNA Scramble. (Inferior) histogramas do ciclo celular. O grafico mostra a
média + desvio padrio de trés experimentos independentes. **(p<0,001) e ****(p<0,0001).
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6.11 Avaliacdo da expressiao de proteinas de controle do ciclo celular apos o knockdown

de MSI1

Tendo em vista os resultados encontrados no ensaio de ciclo celular, realizamos a
expressdo das proteinas p21 e p27 nas linhagens celulares moduladas, uma vez que além de
serem cruciais para o controle do ciclo celular, j& foram previamente caracterizadas como alvos
preditos de MSI1 (Niu et al., 2017). Como resultado, foi possivel observar que houve uma leve
redugdo da expressao de p27 e uma diminuicao quase que total de p21 nas linhagens celulares

moduladas (knockdown de MSII) em comparacgdo ao controle (Figura 21).
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Figura 21 - Quantificag¢do das proteinas MSI1, p21 e p27 na linhagem celular de MBs pediatricos D283 Med
apos modulacio génica. A quantificacdo relativa da expressdo proteica foi avaliada por Western blot, seguida de
analise pelo software ImageJ. Como controle endogeno da técnica foi utilizada a proteina GAPDH.
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6.12 Viabilidade celular apods o tratamento com a droga cisplatina

Em continuidade, foi realizado ensaio de viabilidade celular para avaliar o impacto do
silenciamento génico de MSII na progressado e resisténcia das células de MBs Grupo 3 ¢ 4 em
resposta ao tratamento com cisplatina. De maneira interessante, foi observado uma redugdo da
viabilidade das cé€lulas silenciadas (shRNA MSI/#1 e #2) comparadas ao controle, nas doses
analisadas de 3, 5, 7 e 10uM (p<0.05), como descrito na Tabela 5. Com os dados da viabilidade
celular, foi também realizado o calculo do ICso nas linhagens ap6s 72 horas de tratamento
(tempo que demonstrou os efeitos de tratamento mais pronunciados, resultados de 24h, 48h e
96h / Anexo III). Como pode ser observado na Figura 22, o clone 1 shRNA MSIi#1 (ICso 6,6
uM) e o clone 2 shRNA MSI1#2 (ICso 4,1 uM), se demonstraram mais sensiveis ao tratamento
com cisplatina quando comparados ao controle, uma vez que doses menores que o ICso da
linhagem controle (10,98uM) foram suficientes para induzir a redugdo de 50% na viabilidade
celular das células moduladas. Ou seja, esses resultados sugerem que a hiperexpressao de
MSII pode contribuir, pelo menos em parte, para indu¢do de quimioresisténcia de MB Grupo 3

e 4.
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Figura 22 - Avaliacio do efeito do knockdown de MSII na viabilidade celular em resposta a cisplatina na
linhagem celular D283 Med. Reducdo da viabilidade celular nas linhagens knockdown de MSII (shRNA MSI1
#1 e #2) tratadas com cisplatina nas doses de 3, 5, 7 ¢ 10 uM por 72h, comparado ao controle (Scramble). O grafico
mostra a média = do desvio padrio de trés experimentos independentes. #*p<0,05.
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Tabela 5 - Viabilidade celular e valores de ICso apds o tratamento com cisplatina.

Concentragio (uM) Viabilidade Celular (%)
D283 Med D283 Med shRNA D283 Med shRNA
Scramble MSII#1 MSII#2
0 + 100,00 + 100,00 +100,00
3 + 97,64 + 74,59 +51,23
5 +91,23 + 64,45 + 44,84
7 + 81,42 + 43,54 + 34,86
10 + 53,61 + 36,54 +26,13
Valores ICso uM) 10,98 uM 6,6 UM 4,1 uM

Concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular (ICsp); micromolar (uM); média de tr€s experimentos
independentes (%).

6.13 Avaliacao do efeito do silenciamento de MSI1 na apoptose celular apés o
tratamento com cisplatina

Para investigar se a reducdo da viabilidade celular induzida pelo knockdown de MSII
em combinag¢do com o tratamento com cisplatina seria resultante de morte celular, foi realizado,
por citometria de fluxo, uma quantificagdo da apoptose celular por meio da marcagdo das
cé¢lulas com Anexina VI e iodeto de propideo (PI), apds 72 horas de tratamento com o
quimioterapico. Para este ensaio, foi utilizado a droga cisplatina na dose de 4,1uM (menor dose
de 1Cso0). Como esperado, o tratamento com cisplatina induziu apoptose tanto das células
controle, quanto nas silenciadas. Foi observado um aumento significativo na taxa de apoptose
na linhagem shRNA Scramble (30%, p <0,01), e nas linhagens moduladas shRNA MS7/#1
(12%, p <0,05) e shRNA MSI1#2 (63%, p <0,01) em comparagdo com 0s respectivos grupos

de células nao tratadas (Figura 23).
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Figura 23 - O knockdown de MSII associado ao tratamento com cisplatina nas células D283 Med aumentou a taxa de apoptose celular. A apoptose foi detectada por
citometria de fluxo ap0s coloragdo com Anexina VI e lodeto de Propidio. Teste Two-Way ANOVA. O grafico de barras ¢ expresso como média + desvio padrdo da taxa relativa
de células apoptoticas resultantes de trés experimentos independentes. * p <0,05; ** p <0,01.
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6.14 Caracterizacio de Notch-1 como alvo de MSI1 em MBs Grupos 3 e 4

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que MSI1 realiza cross-talks com
genes-chave da via de sinalizagdo celular Notch (Das Chagas et al., 2020). Dado o crescente
numero de trabalhos que destacam o envolvimento do gene Notch-1 na progressao e resisténcia
aos tratamentos de MBs Grupos 3 e 4 (Kahn ef al., 2018; Ballabio et al., 2021), optamos por

aprofundar nossos achados iniciais em consonancia a estas recentes publicagdes.

Primeiro, utilizamos o mesmo banco de dados publicos de MBs pediatricos GSE 85217,
(Cavalli et al., 2017), e realizamos uma analise de correlagao de Pearson entre os valores de
expressao de MSII e Notch-1. Nessas condigdes, foi observado uma correlagdo negativa entre
os valores de expressdo de MSII e Notch-1 (r = -0,2671, p<0,0001), como demonstrado na
Figura 24A. Interpretando este resultado, esta analise indica que, em amostras de pacientes

com MB quanto maior for a expressao de MSI/, menor ¢ a expressao de Notch-1.

Para reforcar este dado, foi realizado a analise de expressao génica diferencial de Notch-
I entre os subgrupos moleculares de MB, utilizando os dados do GSE85217. Foi possivel
observar que Notch-1 encontra-se menos expresso em amostras de MBs Grupos 3 ¢ 4, em
contraste aos subgrupos moleculares WNT e SHH (p<0,0001; Figura 24B). Digno de nota, os
nossos resultados iniciais demonstram MSI/ hiperexpresso nos mesmos subgrupos
moleculares, MBs de Grupos 3 ¢ 4 (Figura 12 A-B), portanto, sugerimos que, de fato, MSI1

pode estar modulando negativamente a expressao de Notch-1.
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Figura 24 - Analise de correlacdo entre MSII e Notch-1 e avaliacido do perfil de expressao de Notch-1 no
banco de dados publicos de MB GSE85217. (A) Correlaggo negativa significativa (r =-0,2671) entre a expressao
génica de MSII e Notch-1 (P<0,0001). (B) Analise de expressdo génica de Notch-1 utilizando banco de dados
publico de MBs pediatrico GSE85217. Os valores da expressdao génica estdo em escala logaritmica. *(p<0,01),
**(p<0,001) e ****(p<0,0001).

6.15 Identificacio de genes diferencialmente expressos entre células shRNA

Scramble e ShARNA MSTI#2

Nossos resultados preliminares demonstram que, possivelmente, Notch-1 ¢ um
promissor alvo de modulagao pos-transcricional de MSI1 em MBs de Grupos 3 e 4. Portanto,
para desvendar este enigma, foi realizado o RNA-Sequencing (RNA-Seq), utilizando as
linhagens shRNA Scramble e shRNA MSII#2, clone este que demonstrou os resultados de
eficiéncia de knockdown de MSI1 e diferengas funcionais mais pronunciadas. Considerando p-
ajustado <0.05 e threshold de log2 Fold Change (10g2FC) <0,3 ou > 0.3 para identificacao de
genes hipoexpressos e hiperexpressoes, respectivamente, foi observado um total de 677 genes
downregulados e 545 genes upregulados entre ShRNA Scramble vs. ShARNA MSII#2, como
ilustrado pelo volcano plot € heatmap da Figura 25 A-B.
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Figura 25 - Expressio génica diferencial entre shRNA Scramble e shRNA MSII#2. (A) Volcano plot
representando os genes diferencialmente expressos entre ShARNA Scramble vs. sSARNA MSI1#2. (B) Representagao
grafica por heatmap dos 677 genes downregulados e 545 genes upregulados entre ShRNA Scramble vs. sShRNA
MSII#2. Heatmap gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap no software RStudio e a distdncia de Pearson e
algoritmo Ward.D2 de clusterizagio.

6.16 Analise de enriquecimento de vias e processos celulares

De maneira complementar, foi realizado andlises de enriquecimento destes genes
diferencialmente expressos pelo software EnrichR, o qual permitiu a identificacdo de vias
enriquecidas (KEGG), tais como: ciclo celular, via de p53, ribossomo e replicagdo do DNA
(Figura 26A); além de processos biologicos (de acordo com o Gene Ontology - GO)
relacionados ao desenvolvimento do SNC, via Notch, regulacao positiva de células mitdticas e
traducdo (Figura 26B). Ainda, o enriquecimento também revelou fun¢des moleculares

enriquecidas, incluindo a ligacdo de fator de transcricdo de ligacdo ao DNA, atividade do
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inibidor de proteinas quinase, ligagdo de caderina, ligagdo de actina, ligacdo ATPase e liga¢ao

de proteina quinase (Figura 26C).
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Figura 26 - Analise de enriquecimento de vias com os dados de RNA-Seq dos genes correlacionados com
MSI1 (A) Enriquecimento de vias pelo KEEG pathways e (B) Gene ontology Biological process e (C) Molecular
function. Sdo exibidas vias enriquecidas para os genes que apresentaram correlagao significativa (p<0,05) com o
gene MSII.
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6.17 Avaliacao do perfil de expressao de Notch-1 nos dados de RNA-Seq

Uma vez que a via Notch foi identificada como significativamente enriquecida pelos
genes diferencialmente expressos entre ShRNA Scramble e shARNA MSII#2, nés observamos
também que, além de Notch-1, o perfil de expressdo de outros genes dessa via foram alterados
pelo silenciamento de MSI] na linhagem de D283 Med, tais como NCSTN, DTX3, TLEI, HEY1,
JAGI e MAML?2 (Figura 27A). Como ilustrado no heatmap MSII encontra-se hiperexpresso
nas células ShRNA Scramble e hipoexpresso em shRNA MSII#2 (o que confirma novamente a
eficiéncia do silenciamento génico), enquanto o perfil de expressdo dos genes TLEI, HEYI,
Notch-1, JAGI e MAML? apresenta um perfil oposto: hipoexpressos em shRNA Scramble e
hiperexpressos em shRNA MSI/#2. Para melhor visualizar estes dados e avalid-los
estatisticamente, os valores de expressao também foram plotados, e como pode ser observado
na Figura 27B, Notch-1 encontra-se de fato, hiperexpresso nas linhagens knockdown de MSI1

comparados ao controle (p<0,05).
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Figura 27 — Perfil de expressdo de genes da via Notch entre células sShRNA Scramble e sShRNA MSII#2. (A)
Representacdo grafica por heatmap de 8 genes da via Notch diferencialmente expressos entre shRNA Scramble
vs. sShRNA MSII#2. Heatmap gerado utilizando o pacote ComplexHeatmap no software RStudio e a distancia de
Pearson e algoritmo Ward.D2 de clusterizacdo. (B) Box plot com os valores da expressdo génica de Notch-1 nas
amostras de shRNA Scramble vs. sShRNA MSII#2. *p <0,05.
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6.18 Validacao da expressao génica e proteica de Notch-1

Para validar nossos resultados de RNA-Seq, buscamos avaliar o perfil de expressdo de
Notch-1 por qRT-PCR e Western Blot nas linhagens transduzidas. Embora somente a triplicata
das linhagens shRNA Scramble ¢ shRNA MSI1#2 tenham sido submetidas a analise de RNA-
Seq, achamos crucial incluir a linhagem shRNA MS//#1 com o intuito de nao apenas reforgar
nossos dados, como também, avaliar em mais um modelo, o perfil de expressdo de Notch-1.
Surpreendentemente, foi possivel observar um aumento do nivel de expressao génica de Notch-
I nas duas linhagens moduladas. Entretanto, somente a expressao da linhagem shRNA MSI1#2
demonstrou-se estatisticamente significante quando comparado ao controle (Figura 28A,
p=0,0001). Adicionalmente, observamos, por Western blot, que o silenciamento proteico de
MSI1 levou a um aumento significativo dos niveis da proteina Notch-1 para o clone 1 (shRNA
MSII#1, p <0,01) e para o clone 2 (shRNA MSI/#2, p <0,001; Figura 28B). Dados em
conjunto, ¢ possivel sugerir que de fato, a diminui¢cdo da expressao génica e proteica de MSI1

aumenta a expressao génica e proteica de Notch-1 em MBs Grupo 3 e 4 in vitro.
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Figura 28 - Confirmac¢io do aumento da expressao de Notch-1. (A) Expressdo génica relativa de Notch-1 por
RT-qPCR. (B) Niveis relativos da proteina Notch-1 por Western blot nas linhagens celulares de MBs pediatricos
D283 Med apos modulagdo génica. A quantificago relativa da expressdo proteica foi realizada utilizando o
software ImageJ. Como controle endogeno da técnica de Western blot foi utilizado a proteina GAPDH. Os graficos
mostram a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. *(p<0,01), **(p<0,001) e ***(p<0,0001).



7 Liscussao



7. Disewssci | 94

7. DISCUSSAO

O MB ¢ um tumor maligno, multifacetado altamente heterogéneo e de complexo
direcionamento terapéutico. Logo, uma melhor compreensdo bioldgica e clinica dos quatro
subgrupos moleculares do MB torna-se necessaria, pois o progndstico desta neoplasia difere
drasticamente conforme sua identificacdo e classificacdo molecular (Northcott et al., 2017). O
objetivo deste projeto de pesquisa foi investigar os mecanismos moleculares intrinsecos a
biogénese dos MBs de Grupos 3 e 4, subgrupos que apresentam alteragdes moleculares e
fenotipicas ndo totalmente compreendidas até o momento, € se caracterizam por serem
altamente metastaticos e de maior frequéncia ao diagnostico, respectivamente (Cavalli et al.,

2017).

Além disso, por ndo apresentarem uma via de sinaliza¢do celular comumente associada
ao inicio e progressao tumoral, e por ndo existirem até o momento potenciais terapias-alvo
subgrupo-especifica, a pratica clinica dos tratamentos atuais disponiveis para estes subgrupos
baseiam-se em protocolos altamente citotoxicos e agressivos (Ramaswamy et al., 2016;
Ramaswamy and Taylor, 2017). Consequentemente, estas abordagens terapéuticas corroboram
para o aumento dos efeitos secundarios a longo prazo (comorbidades) aos pacientes
sobreviventes (Northcott et al., 2017). Ademais, uma consideravel parcela dos pacientes
acometidos pelo MB pode ir a ¢bito dado a recorréncia do tumor (Garzia et al., 2018). Sendo
assim, a identificagdo e a caracterizagdo de moléculas chave associadas ao inicio e progressao
do MBs de Grupo 3 e 4 (biomarcadores de pior progndstico e/ou promissores alvos
terapéuticos), sdo de extrema relevancia no atual contexto clinico. Um desafio, para a neuro-

oncologia contemporanea.

Sabe-se que o MB ¢ um tumor maligno de origem embrionaria, € por isso, no
microambiente tumoral ¢ observado uma heterogénea populacao de células-tronco primordiais
indiferenciadas (Bahmad and Poppiti, 2020). Através da utilizagdo de técnicas moleculares
robustas de andlises de transcriptoma como, por exemplo, Single-cell RNA sequencing, foi
levantado a hipotese de que os MBs do Grupo 3 e 4 se originam de células-tronco progenitoras
da camada granular externa, e de células-tronco progenitoras do labio rombico superior,
respectivamente (Hovestadt e al., 2019). No entanto, um grande no-critico no conhecimento
até a presente data na historia do MB ¢ compreender como e porque estas células-tronco neurais

adquirem um potencial tumoral, e quais as principais moléculas envolvidas neste processo.
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Nos ultimos anos as proteinas RBP’s se demonstraram promissoras para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer (Kang et al., 2020; Bley et
al., 2021). Isso porque as proteinas RBP’s sobrepdem a regido 3’UTR do RNAm e,
consequentemente, sdo responsaveis por influenciar na modulacao da expressao génica a nivel
pos-transcricional, corroborando para o bloqueio e/ou expressdo aberrante dos respectivos
genes alvos (Kudinov ef al., 2017). A face do exposto, destaca-se MSI1, uma proteina RBP
caracterizada como biomarcador de pior prognostico e/ou potencial alvo terapéutico em

diversos tumores solidos e em neoplasias hematopoiéticas (Das Chagas et al., 2020).

MSII ¢ um gene chave na manuten¢do da proliferacdo de células-tronco progenitoras
neurais, e por isso foi caracterizado como um biomarcador de célula-tronco neural (Sakakibara
et al.,2001). Portanto, levando em consideragcdo que MSI! exerce essas fungdes cruciais para o
desenvolvimento do SNC durante o periodo embrionario, e que quando a célula-tronco adquire
um potencial tumoral ¢ evidenciado a expressdo aberrante deste gene (Fox et al., 2015), nds
geramos a hipotese que MSII poderia estar envolvido no inicio e progressao tumoral dos MBs
Grupos 3 e 4. Digno de nota, até onde sabemos, este ¢ o primeiro trabalho que busca investigar

MSII como um condutor oncogénico em comum para os MBs de Grupos 3 ¢ 4.

Inicialmente, demonstramos que MSI] encontra-se hiperexpresso em MBs Grupos 3 e
4 em contraste aos outros subgrupos moleculares de MB, e em comparagdo ao tecido normal.
Corroborando com nossos resultados iniciais, foi observado o aumento da expressao de MSI/
em outros tumores pediatricos que acometem o SNC, como por exemplo, glioblastomas,
gliomas e ependimomas, sendo a hiperexpressdo de MSI/ associada a um pior progndstico e
maior agressividade tumoral (Toda ef al., 2001; Nakano et al., 2007; Dahlrot et al., 2013; Lin
et al.,2019). Embora a hiperexpressdao de MSI] ndo tenha sido estatisticamente associada com
os parametros clinico-patoldgicos avaliados dentro de nossa coorte, foi demonstrado através da
analise de curva ROC um significante valor de discriminacao e acuracia de MSI!/ entre os MBs
de Grupos 3 e 4 dos demais subgrupos, WNT e SHH. Portanto, este resultado sugere que MS//
possa vir a ser um potencial biomarcador para os MBs de Grupo 3 e 4, apoiando ainda mais sua
relevancia biologica e clinica.

Digno de nota, qualquer desregulacdo da expressao de MSII pode comprometer a
homeostase tecidual e contribuir para o inicio e progressdao tumoral (Kudinov et al., 2017).
Deste modo, ressaltamos que a hiperexpressao de MSI] pode ser um fator agravante para que

estas células-tronco primordiais do SNC, sofram uma rapida e desordenada expansdo
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proliferativa durante o periodo de desenvolvimento cerebelar. Entretanto, futuras abordagens
experimentais sdo necessarias para esclarecer melhor estes achados.

Vo Dat e colaboradores (2012) demonstraram que o aumento da expressao proteica de
MSI1 avaliado pela técnica de IHQ em biopsias de MB foi associado a uma pior sobrevida
global e livre de eventos dos pacientes dentro da coorte avaliada (Vo et al., 2012). Infelizmente,
o numero de casos de biopsia de MBs em nossa coorte foi limitado e insuficiente para ser
correlacionado a qualquer parametro clinico. Por outro lado, nossos dados demonstraram uma
maior intensidade de imuno-marcagao positiva para MSI1 em MBs Grupos 3 e 4 (subgrupos
moleculares de pior prognostico). De maneira similar, recentemente Lin e colaboradores
(2019), demonstraram que MSI1 apresenta uma maior intensidade de imuno-marcacao positiva
em glioblastoma grau IV (pior prognostico) (Lin et al., 2019). Portanto, sugerimos que o
aumento da expressdo proteica de MSI1 pode estar associado ao pior prognodstico de tumores
de alto grau de malignidade que acometem o SNC.

Sabe-se que MSI1 comporta-se de forma heterogénea dependendo do contexto celular
investigado, ¢ modula a nivel pos-transcricional RNAs mensageiros alvos tanto no nucleo
quanto no citoplasma (Cragle et al., 2019). Neste estudo, foi observado por imunofluorescéncia
a intensidade e a localizagdo celular de MSI1 de maneira difusa e heterogénea entre as linhagens
celulares analisadas. Consequentemente, MSI1 pode ser um forte condutor da heterogeneidade
molecular dos MBs de Grupos 3 e 4, pois biologicamente e funcionalmente pode estar
influenciando na modulacdo de genes responsaveis pelo ciclo celular, proliferacdo e morte

celular nestes subgrupos em especifico.

O cancer ¢ o resultado de multiplas alteragdes genéticas, e proteinas RBP’s encontram-
se envolvidas na modulagdo de importantes processos celulares (Kudinov et al., 2017). A fim
de explorar estes pressupostos, foi realizado o knockdown de MSII para investigar seu papel
bioldgico/funcional. Observamos que o silenciamento de MSI/ promoveu a interrupgao do ciclo
celular na transi¢dao de G1/S e, consequentemente, diminuiu o numero de células na fase G2/M
em MBs Grupos 3 e 4 in vitro. E descrito que p21 e p27 sio alvos preditos de MSI1 (Niu et al.,
2017). Além disso, o impacto do silenciamento génico e proteico de MSI1 proporcionou uma
leve reducdo da expressao proteica de p27 e uma diminui¢do quase que total da proteina p21

nas linhagens celulares moduladas quando comparadas ao controle.

Indo ao encontro aos nossos resultados, o knockdown de MSII bloqueou a progressao
do ciclo celular em carcinoma endometrial, e modulou a expressao de p21 (Gétte et al., 2011),

proporcionou a parada do ciclo celular na fase G1/S em células de carcinoma hepatocelular (Li
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et al., 2019), e também inibiu a progressao do ciclo celular em células de osteossarcoma, (Niu
et al., 2017). Recentemente, um trabalho demonstrou que as quinases dependentes de ciclina:
CDK2, CDK6, CCNA1, CCNA2, bem como p21 e p27 sdo alguns dos principais alvos de MSI1
em glioblastoma (Baroni ef al., 2021). Vale ressaltar que a parada do ciclo celular ¢ um dos
mecanismos mais importantes para suprimir o crescimento das células cancerosas (Williams
and Stoeber, 2012). Portanto, estes dados em conjunto sugerem que, de fato, MSI1 modula pds-
transcricionalmente genes essenciais para o controle do ciclo celular em MBs de Grupos 3 ¢ 4.

Foi descrito que a hiperexpressdo de MSI! foi associada ao aumento da proliferacao e
quimiorresisténcia em cancer colorretal (Chiou et al., 2017), glioblastoma (Chen et al., 2018),
e cancer gastrico (Xu et al., 2015). Digno de nota, a quimioterapia ¢ um processo vital e
amplamente utilizada para induzir a morte celular. No entanto, em doses ndo letais, as células
cancerosas podem continuar em constante processo de proliferagdo e/ou em senescéncia (Hsu
et al., 2019). Neste estudo noés avaliamos o impacto do knockdown de MSII na
quimiosensibilidade ao tratamento com cisplatina, um quimioterapico clédssico utilizado na
maioria dos protocolos atuais de tratamento de tumores cerebrais, como por exemplo, o MB
(Bass et al., 2014). Apesar da cisplatina exercer efeitos anticancer por meio de multiplos
mecanismos biologicos e moleculares, destacando-se os danos a molécula de DNA (uma das
acOes mais proeminentes ¢ mais bem compreendida), e consequentemente a indugdo da
apoptose mitocondrial, infelizmente, o frequente uso da cisplatina pode promover o
desenvolvimento da quimioresisténcia das células tumorais o que reflete no fracasso terapéutico
(Galluzzi et al., 2014).

Neste estudo, foi observado que as linhagens celulares knockdown de MSII
demonstraram uma diminuicao na taxa de viabilidade celular, uma maior sensibilidade de
resposta ao tratamento com cisplatina e um aumento significativo da taxa de morte celular por
apoptose. E reportado que o aumento da expressio de p21 pode promover o aumento da
proliferacdo de células tumorais (Aburatani et al., 2017). Ao analisarmos nossos dados, ¢é
possivel interpretar que em nosso modelo de estudo o silenciamento de MS// contribuiu para a
diminui¢do da expressdo de p21, tornou as células mais sensiveis ao tratamento com cisplatina
e, consequentemente, aumentou a taxa de apoptose celular.

Resultados similares foram evidenciados em cancer de mama, no qual foi demonstrado
através do knockdown de MSII que houve aumento da taxa de apoptose celular (Troschel et al.,
2021). Por outro lado, em carcinoma de ovario o silenciamento da expressdo génica de MSI//
inibiu a proliferacdo celular, promoveu o aumento da taxa de apoptose celular e reduziu a

migragdo e invasao de células cancerosas (Chen et al., 2019). Por conseguinte, o knockdown de
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MSII em cancer colorretal (Chiou et al., 2017), carcinoma endometrial (Gétte et al., 2011),
cancer gastrico (Shou et al., 2017), cancer de pulmao (Wang et al., 2014) e osteossarcoma (Niu
et al.,2017), também diminuiu a proliferacao celular, crescimento e invasdao tumoral in vitro e
in vivo. Portanto, sugerimos que a hiperexpressdo de MSI/ contribui para o aumento dos
processos proliferativos, invasivos, anti-apoptoticos e quimioresistentes. Mecanismos celulares
que em conjunto, sdo responsaveis por proporcionar a existéncia de fenoOtipos tumorais
altamente agressivos. Além disso, reforgamos o quao importante e necessario seria testar esta
proposta e abordagem terapéutica (knockdown de MSII + tratamento com cisplatina) em
modelos in vivo, como xenoenxertos derivados de pacientes (MBs de Grupos 3 e 4) em
camundongos (PDX).

Uma outra incognita presente no atual contexto da carcinogénese dos MBs de Grupos 3
e 4 ¢ que estes subgrupos moleculares ndo apresentam, até o momento, uma via de sinalizagao
celular comumente associada ao inicio e progressdo tumoral. Entretanto, demonstramos
anteriormente através de um trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa, que MSI1 pode
exercer cross-talks com os principais genes (receptores e ligantes) de vias de sinalizagao celular
que sdo cruciais pela manuten¢do do desenvolvimento embriondrio, incluindo a via Noftch (Das

Chagas et al., 2020).

A via Notch exerce um papel fisioldgico crucial nos processos de diferenciacao e
prolifera¢do de células-tronco progenitoras neurais durante o desenvolvimento embrionario e
pos-fetal, e para nossa surpresa, ¢ crescente o numero de relatos na literatura que demonstram
que na biogénese dos MBs de Grupos 3 ¢ 4, o receptor Notch-1 ¢ um dos principais genes da
via Notch evidenciado com um perfil de expressao alterado (Kahn et al., 2018; Ballabio et al.,
2021). Contextualizando os tumores que acometem o SNC, Notch-1 foi evidenciado como um
promissor alvo terapéutico em gliomas (Purow et al., 2005) e encontra-se como um dos
principais genes diferencialmente expressos, € associado ao processo de iniciagdo e progressao
tumoral em glioblastomas (Lin et al., 2011), o que nos despertou o interesse em aprofundar

nossas analises frente a estes achados.

Inicialmente, identificamos uma correlagdo negativa de expressao entre MSI1 e Notch-
1 em MBs de Grupos 3 e 4, sugerindo que quanto maior a expressao de MS//, menor ¢ a
expressdo de Notch-1. Em continuidade, para avaliar e validar esta andlise prévia, nos
confirmamos um menor perfil de expressao de Notch-1 em MBs de Grupos 3 e 4 quando
comparado aos subgrupos moleculares de MBs WNT e SHH, através de analises in silico. Isso

nos chamou a atengao, porque o perfil de expressao de Notch-1 ¢ MSII em MBs de Grupos 3 e



7. Disewssci |99

4 de fato, sdo opostos. Portanto, nossos resultados sugerem que MSI/I pode estar modulando

negativamente a expressao de Notch-1em MBs de Grupos 3 ¢ 4.

Em busca de decifrar este fendmeno e elucidar as principais relagcdes moleculares entre
MSII e Notch-1 em MBs de Grupos 3 e 4, realizamos o RNA-Seq apo6s silenciamento génico
de MSII em nosso modelo experimental. Como esperado, identificamos nesse sequenciamento,
o aumento da expressdo de Notch-1 nas linhagens knockdown de MSII em contraste a linhagem
controle, o que foi também e validado por qRT-PCR e Western Blot. Anteriormente, ja foi
demonstrado por Sureban et al (2008) que o knockdown de MSII, além de diminuir a
proliferagao celular e aumentar a taxa de morte celular por apoptose in vivo, diminui a expressao

de Notch-1 em adenocarcinoma de c6lon (Sureban et al., 2008).

E importante mencionar que MSII e os genes chave da cascata de sinaliza¢io de Notch,
sao moléculas dependentes de interacdo no microambiente celular bem como da densidade
celular e do contato célula-célula, o que consequentemente ¢ esperado que cada molécula seja
evidenciada com um perfil de expressao diferenciado, dependendo do contexto celular normal
e/ou tumoral investigado. Portanto, nds sugerimos que MSII além de possuir propriedades
oncogénicas em MBs de Grupos 3 e 4, provavelmente, ao modular a expressao de Notch-1 e
outros genes da via Notch, contribui para que os processos de diferenciacdo, proliferagdo e
migragdo de células-tronco primordiais sejam afetados. Principalmente ao considerar o papel
impar que a via Notch desempenha durante os processos iniciais de desenvolvimento do SNC

durante o periodo embrionario (Teodorczyk and Schmidt, 2014; Majumder et al., 2021).

Em continuidade, exploramos os nossos dados de RNA-Seq, e identificamos os genes
diferencialmente expressos entre as linhagens knockdown de MSII e controle, e utilizamos
abordagens de bioinformatica integrativas para identificar as principais vias € processos
celulares alterados apds o silenciamento génico de MSII. Digno de nota, uma das principais
vias alteradas foi a do ciclo celular e de p53. O ciclo celular ¢ um processo complexo e
estritamente controlado, composto por diferentes fases. Consequentemente, alteracdes na
expressao de genes do ciclo celular podem influenciar para que as células tumorais adquiram
fenotipos tumorais altamente agressivos e invasivos (Zheng et al., 2019). Por outro lado, a via
do p53 também exerce um papel crucial desde a vigilancia da linha germinativa em organismos
multicelulares simples até seu papel pluripotencial em humanos. Por conseguinte, quando
desregulada encontra-se associada entre um dos principais hallmarks cancer (Mantovani et al.,

2019). Analisados em conjunto, estas informacdes sugerem que MSI// destaca-se como um
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promissor gene central, envolvido nestes importantes processos celulares, ao qual impactam

significativamente na iniciacdo e progressao tumoral.

Um outro dado interessante observado através das nossas analises de enriquecimento, é
que a via Notch destacou-se entre os processos biologicos identificados, reforgando novamente
o impacto potencial de MSI1 na modulacao desta via. Embora os papéis de MSI1 em diferentes
canceres estejam amplamente correlacionados com a proliferacao celular tumoral, seu papel na
migrac¢do e invasdo de células cancerigenas oferece um campo de investigacdo complexo a ser
explorado. Em nossas andlises de enriquecimento também evidenciamos a interagdo/ligacao

com caderina e actina entre as fungdes bioldgicas identificadas que ocorrem a nivel molecular.

E notério que nos 1ltimos anos foi crescente o interesse em explorar cada vez mais o
papel das caderinas em varias condi¢des patoldgicas incluindo o cancer, principalmente por
exercerem um papel importante na transicao epitélio-mesenquimal (epithelial-to-mesenchymal
transition - EMT) (Mendonsa et al., 2018; Vanniya S et al., 2018). Durante o desenvolvimento
normal e progressdo do cancer, as células passam por transi¢des de estado marcadas por perfis
de expressdo génica distintos e mudangas na morfologia, motilidade e outras propriedades. A
EMT ¢ uma dessas transicoes, que € essencial durante as fases iniciais do desenvolvimento e ¢
considerada um fator crucial para o aumento da invasdo e metastase tumoral (Lu and Kang,

2019).

Foi reportado anteriormente que MSI1 modula poés-transcricionalmente a expressao de
genes responsaveis pela manutencdo da EMT (Katz et al., 2014). Vale reforcar o que
explanamos anteriormente: a presenga de disseminacdo leptomenigea e metéastases ao
diagnéstico sdo uma das principais barreiras para o sucesso terapéutico em MBs (Sabel ef al.,
2016). Dado que MSII pode ser um promissor condutor de modulacao direta e/ou indireta da
EMT, estes achados poderiam ser explorados com mais intensidade, pois estudos que buscam
explorar MSI1 com a EMT em MBs de Grupos 3 e 4 in vitro e in vivo sdo escassos até a presente

data.

Frente a um contexto histdrico, a proteina MSI1 recebeu este nome em homenagem ao
grande espadachim da cultura oriental Miyamoto Musashi (Nakamura ef al., 1994). MSII ¢ um
biomarcador de célula-tronco por exceléncia, dado sua funcionalidade biologica e molecular de
controlar a sobrevivéncia e autorrenovacao celular. Em contraste, sustenta o crescimento e
recorréncia do cancer. O nosso trabalho realizado até agora, ndo sé trouxe uma melhor

compreensdo sobre 0s mecanismos e processos celulares intrinsecos ao qual MSI1 encontra-se
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envolvido na biogénese de MBs de Grupos 3 e 4, como também nos revelou dados acerca de
sua vulnerabilidade.

Em resumo, nossos resultados demonstram que MSI/ hiperexpresso em MBs de Grupos
3 e 4 ¢ um biomarcador e promissor alvo terapéutico. Além disso, fornecemos evidéncias de
que o silenciamento génico de MSI/ combinado ao tratamento com cisplatina pode vir a ser
uma potencial abordagem terapéutica a ser avaliada por meio de estudos in vivo e pré-clinicos,
com potencial para auxiliar na terapia de pacientes acometidos com MBs de Grupos 3 € 4 no
futuro. Portanto, os resultados deste estudo poderdo ajudar na definicdo de uma nova geracao
de protocolos clinicos de tratamento para o MB, além de auxiliar no melhor processo de
estratificacdo dos pacientes dentro dos grupos de risco.

Concomitantemente, evidenciamos que Notch-1 ¢ um alvo de modulacdo pods-
transcricional de MSII nestes tumores subgrupos-especificos. Consequentemente, sabendo que
a via Notch exerce um papel crucial no inicio do desenvolvimento do SNC durante o periodo
embrionario, nosso trabalho demonstrou que, MSII hiperexpresso pode estar modulando
negativamente um eixo candnico da cascata de sinalizacdo de Notch. Entretanto, novos estudos
se fazem necessarios para elucidar, a nivel molecular, os exatos processos moleculares atuantes
neste complexo enigma, e o impacto desta modulagdo no inicio e progressao do MBs Grupo 3

e 4 in vivo.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que:

MSII encontra-se hiperexpresso em MBs de Grupos 3 e 4 quando comparado as
amostras de cerebelos ndo neoplasicos e aos outros subgrupos moleculares de MB;
MSI1 ¢ um potencial biomarcador, e apresenta um significante valor de acuracia para
discriminacdo entre os MBs de Grupos 3 e 4 dos demais subgrupos de MB (WNT e
SHH);

Nas linhagens celulares investigadas por imunofluorescéncia, MSI1 ¢ expresso de forma
difusa, estando presente tanto no nicleo, quanto no citoplasma celular;

O silenciamento da expressdo génica e proteica de MSI1 alterou as fases do ciclo

celular, e proporcionou uma diminui¢do quase que total da expressao da proteina p21;

O knockdown de MSII promoveu a reducao da viabilidade celular e aumentou a
quimiosensibilidade de MBs Grupos 3 e 4 in vitro, ao se observar menores valores de
ICso para as linhagens moduladas;

O silenciamento da expressao génica e proteica de MSI1 combinado ao tratamento com
cisplatina aumentou a taxa de apoptose celular de MBs Grupos 3 ¢ 4 in vitro,

O knockdown de MSII promoveu o aumento da expressdo génica e proteica de Notch-
1;

A diminuicdo da expressao de MSII alterou a expressdo de genes correlacionados com
a via de desenvolvimento Notch, e de fungdes moleculares e bioldgicas responsaveis

pela manutencao do ciclo celular.
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10. ANEXOS
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Anexo III: Ensaio de viabilidade celular apds o tratamento com cisplatina
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Anexo III - Avaliacio do efeito do knockdown de MSII na viabilidade celular em resposta a cisplatina na
linhagem celular D283 Med. Reducéo da viabilidade celular nas linhagens knockdown de MSI1 (shRNA MSI]
#1 e #2) tratadas com cisplatina nas doses de 3, 5, 7 ¢ 10 uM por (A) 24h, (B) 48h e (C) 96h, comparado ao
controle (Scramble). O grafico mostra a média + do desvio padrio de trés experimentos independentes. #*p<0,05.
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1 | INTRODUCTION: THE RNA BINDING-

PROTEIN MUSASHI

| Mirella Baroni® | Maria Sol Brassesco?

Abstract

Musashi comprises an evolutionarily conserved family of RNA-binding proteins (RBP)
that regulate cell fate decisions during embryonic development and play key roles in
the maintenance of self-renewal and differentiation of stem cells and adult tissues.
More recently, several studies have shown that any dysregulation of MSI1 and MSI2
can lead to cellular dysfunctions promoting tissue instability and tumorigenesis.
Moreover, several reports have characterized many molecular interactions between
members of the Musashi family with ligands and receptors of the signaling pathways
responsible for controlling normal embryonic development: Notch, Transforming
Growth Factor Beta (TGF-f}), Wingless (Wnt) and Hedgehog Signaling (Hh); all of
which, when altered, are strongly associated with cancer onset and progression,
especially in pediatric tumors. In this context, the present review aims to compile
possible cross-talks between Musashi proteins and members of the above cited
molecular pathways for which dysregulation plays important roles during carcinogen-
esis and may be modulated by these RBP.

KEYWORDS
cancer, Musashi gene, Notch, SHH, signaling pathways, TGF-f, WNT

This RBP, also called heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
(hnRNP) Musashi (Msi), is highly conserved and has been demon-

strated to be essential for controlling the asymmetric division of pre-

/4. L%ﬂ(//fﬁed [128

Twenty-four years ago, when analyzing the genes responsible for
maintaining the asymmetric division of sensory organs in Drosophila
sp., Nakamura et al.’ identified an RNA binding protein (RBP) that,
when mutated, lead to the formation of two shafts and either one or
two sockets in a single bristle. This phenotype was proposed to be
associated with the characteristic battle technique of the legendary
Miyamoto Musashi, a great swordsman of the Eastern culture who

used two blades in combat, and thus the gene was named after him.

das Chagas and Baroni contributed equally to this work.

cursor cells of sensory organs. Msi is vastly expressed in neural
progenitor cells in the central nervous system of vertebrates, charac-
terizing it as a marker of neural stem cells (SC).?"®

In mammals, Musashi-1 (Msi1) and its homologue Musashi-2
(Msi2) share 90% of homology (75% homology at amino acid level,
85% similarity).>”® These proteins act cooperatively for the mainte-
nance of self-renewal and differentiation of SC and adult tissues,
together or independently.°
The MSI1 and MSI2 proteins (Figure 1) are composed of 362 and

328 amino acids, respectively. Both have two RNA-recognition motifs,

J Gene Med. 2020;22:e3136.
https://doi.org/10.1002/jgm.3136
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defined as RRM1 and RRM2, in the N-terminal region that mediate
the binding of Musashi to target RNAs. The RRM1 of MSI1 protein
contains 20-110 amino acid residues and RRM2 contains 109-186
amino acid residues. Alternatively, the RRM1 and RRM2 of MSI2 con-
tain 21-111 and 110-187 amino acids respectively. In Musashi
targeted genes, RRM1 and RRM2 recognition sequences are found in
a close proximity at the 3'-end of the mRNAs.! The C-terminal region
of the Musashi-1 protein harbors two main domains of protein inter-
action: one that interacts with the polyA tail binding protein (PABP)
and another domain (LD) of interaction with LIN28. Although LIN28
works in conjunction with MSI1 to regulate the post transcriptional
biogenesis of microRNAs (miRNA), the interaction of Musashi-1 with
PAPB prevents the binding between PAPB and the translation initia-
tion factor, elF4G (eukaryotic translation initiation factor 4 gamma),
inhibiting the translation start of several genes.'?

Msil and Msi2 bind to the 3'-UTR of several target mRNAs
increasing or attenuating their expression either during pre-mRNA
processing or alternative splicing, interfering with their transport into
the cytoplasm, or affecting the stability and turnover of the target
gene itself.**** Thus, by controlling these mechanisms, Musashi pro-
teins act for the maintenance of self-renewal and differentiation of SC
and adult tissues, together or independently.a'10

Both proteins are considered biomarkers of stemness and are
expressed in diverse cell types at different levels of tissue differentia-
tion. Nonetheless, although Msil preferably exhibits increased expres-
sion affinity in somatic cells, Msi2 is preferentially expressed during
maintenance and differentiation of primitive cells from the hematopoi-
etic tissue,’>? In germ cells, however, both, can influence translational
modulation during the differentiation and maintenance of maturation of

these cells*® 22

and any dysregulation can lead to cellular dysfunctions
promoting tissue instability, as well as the onset of tumor progression.
As shown in Table 1, both Msi proteins have been described as over-
expressed and prognostic of outcome in numerous cancer types, con-
tributing significantly to the progression and aggressiveness of
tumors. 1647

Msi1 is preferentially dysregulated in tumors of the central nervous
system, and Msi2 in hematopoietic neoplasms®® ¢ Thus, in addition
to maintaining tumor stem cell populations, and the tumor itself, Msi

proteins can regulate cancer invasion, metastasis and drug resistance,

as well as promote more aggressive cancer phenotypes,'21949-51
s »
I RNA AAAAAAAA
RRM1  RRM2 Musashi-1
5
RNA AAAAAAAA

RRM1  RRM2 ~ Musashiz -
328 aa

interaction domains

Many Msi targets have been described, among which,
PTEN/mTOR, TGFp/SMAD3, MYC and cMET have been best stud-
ied.’? Moreover, over the last decade, many reports have character-
ized many molecular interactions between members of Musashi
family with ligands and receptors of the signaling pathways responsi-
ble for controlling normal embryonic development: Notch, Trans-
forming Growth Factor Beta (TGF-f), Wingless (Wnt) and Hedgehog
Signaling (Hh); all of which are strongly associated with cancer onset
and progression, especially in pediatric tumors.”®">®

In this context, the present review aims to compile possible cross-
talks between Musashi proteins and members of the above cited
molecular pathways whose dysregulation plays important roles during

carcinogenesis and may be modulated by these RBPs.

2 | MUSASHITARGETS THE NOTCH
PATHWAY

The Notch signaling pathway was first identified as playing important
roles in the maintenance of cellular self-renewal during the asymmetric
divisions of neuronal precursor cells of insects and mammals.***” This
pathway is also responsible for maintaining and regulating cellular
homeostasis through self-renewal, apoptosis, differentiation and cell
proliferation of somatic and hematopoietic cells.>**%>7

In mammals, the Notch pathway is highly conserved and com-
prises four receptors (Notch1-4) and at least five ligands (Jagged1-2,
delta-like 1, 3 and 4). Increased aberrant expression of the activity of
any of these ligands and receptors is associated with high activation
of the pathway, which in turn, is related to imbalance of cell cycle,
malignancy and tumor progression.®®4*

Msil is the only RBP protein that regulates the Notch signaling
pathway during the early stages of development in the post-fetal
period and the maintenance of tissues in adulthood.>%%43

The co-localization of Msil and Notchl was demonstrated in
endometrial proliferative cells, suggesting an important association of
these genes in the process of differentiation of endothelial SC, which
is also associated with the onset of endometriosis and endometrial
carcinoma.®® Later, the knockdown of Msi1 on endometrial carcinoma
cells suggested that it was a strong modulator of cell cycle progression

by altering the expression of Notch-1 and its downstream targets, the

Interaction domains

362 aa

FIGURE 1 Schematic represen-
tation of Musashi-1 and Musashi-2
proteins: Molecular structure of
MSI1 and MSI2 with your
interaction domains with RNA.
RRM - RNA recognition motif,
and interaction domains with
anothers mRNAs targets
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Induces cell migration and invasion

Prognostic biomarker, increases migration and

Promotes cell proliferation modulating p21, p27

Increases proliferation, Inhibitsapoptosis

Increases proliferation, associated with poor

Associated with progression and poor prognosis
Marker for aggressiveness of GBM
Predictive biomarker of invasion and prognosis

Contributes to the stemness and

TABLE 1 Overexpression of Musashi protein associated with carcinogenesis
Tumor Gene Biological importance
B-acute lymphoblastic leucemia; acute myeloid Msi2 Clinical prognostic biomarker

leucemia
Astrocytoma; chronic myeloid leucemia; MSI1/ Markers of tumorigenesis

esophageal adenocarcinoma; gallbladder MSI2

adenocarcinoma; colon cancer; glioma; lung

cancer
Bladder cancer MSI2
Breast cancer MSI2 Influences cell growth
Cervical cancer Msi2

invasion

Cervical carcinoma; osteosarcoma Msi1
Colon adenocarcinoma MSI1
Colorectal cancer MSI1 Enhances chemoresistance
Endometrioid adenocarcinoma; MSI1

Medulloblastoma survival
Gastric cancer MSI1
Glioblastoma MSl1
Hepatocelular carcinoma MSsi2
Liver cancer Msi2

chemoresistance

Pancreatic cancer MSI2

Promotes progression and metastasis
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The expression of Msil in SCs from the intestinal epithelium was
also associated with the aberrant activation of the Notch pathway,
conditioning these cells to acquire oncogenic characteristics.® Espe-
cially in diffuse-type gastric cancer, Msil regulates the expression of
the delta-like ligand 1 and Jagged-2, which are both involved in the
activation of the Notch pathway.®”

However, the most investigated and understood Msi target within
this signaling pathway is NUMB mRNA (mNumb), a Notch activation
antagonist repressor, which plays key roles controlling cell fate during
the early stages of development of some tissues.*® The Msi1 recognizes
the 3'-UTR region of Numb mRNA and prevents its translation, contrib-
uting drastically to the aberrant activation of this signaling pathway,
and consequently affecting mechanisms of cell differentiation.®%¢%7°

Msil also modulates the expansion and proliferation of mammary
progenitor cells concomitant with the activation of the Notch path-
wayAig In animal models, the proliferation and differentiation of mam-
mary progenitor cells with estrogen and progesterone positive
receptors is influenced by the modulation of Msil and Numb, which
contributes to a level of expression differentiated and conserved from
Notch-1.71

Moreover, the Msil, Jagged-1 and Notch-1 genes are associated
with the regulation of the asymmetric division of tumor cells.**7%73

On the other hand, Msil and Numb expression levels are also dif-
ferentially expressed (both at mRNA and protein levels) in medullo-
blastoma cell lines compared to normal cerebellum.”* Notably, the

knockdown of Msi increased Numb expression in that tumor,*® and

many others, including glioblastoma,"E colorectal cancer® and bladder
cancer,”® leading to the consequent attenuation of the Notch
pathway.

Therefore, Msil influences the activation and repression of the
Notch pathway, compromising the fate of undifferentiated cells in the
process of expansion, and contributes to the aberrant proliferation of
tumor cells during the normal and correct functioning of associated
genes that control of self-renewal, differentiation, cell cycle and
apoptosis.

3 | TARGETS OF MUSASHI:
TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA
(TGF-B) PATHWAY

The TGF-p pathway in mammals is composed of several essential
accessory molecules that contribute to a complex signaling network
responsible for regulating several important cellular processes, such as
differentiation, cell growth and proliferation, as well as activation of
the immune response, acting as a tumor suppressor in the early stages
of cancer.”®”® This pathway is a strong promoter and stimulator of
cell proliferation, apoptosis, motility, angiogenesis, cell invasion and, in
advanced stages of cancer, contributes directly to the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) and a greater aggressiveness during
tumor progression.??’%0

When the canonical pathway is activated, TGF-p induces the
communication of its ligands with their receptors by activating and

phosphorylating them. In doing so, they associate with SMAD4,
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forming complex heterodimers that translocate into the nucleus, and
act as transcriptional co-factors that influence the transcription of
several target genes.n'm'm

It is known that both the TGF-p and Msi2 pathways are associ-
ated with the control of auto-renewal, proliferation, differentiation
and asymmetric cell division of hematopoietic 5Cs.52%% Msi2 knock-
down compromises hematopoietic SC homeostasis and contributes to
oncogenic transformation in vivo and in vitro. Moreover, deletion of
MSI leads to the loss of TGF-beta signaling and impaired myeloid
hematopoiesi&Bq Indeed, in metastatic lung cancer cells, the aberrant
expression of Msi2 is assaciated with increased invasion and motility
potential. Also, Msi2 knockdown decreases the expression of
TGFBR1/SMAD3 and has mixed effects on EMT gene expression.?

4 | WINGLESS (WNT) PATHWAY
The Wnt Protein Wingless (Wg) was discovered in Drosophila sp. as a
key regulator of embryonic development and noermal morphological
formation.®>%¢ Over time, Wnt has been shown to be a highly con-
served pathway responsible for cell renewal, proliferation and cell dif-
ferentiation during embryogenesis, and also is important with respect
to adult tissue homeostasis.?” Thus, any change in its activity, either
by mutation and/or by expression dysregulation of its components,
can lead to tumor progression and other diseases.”? To date, multiple
functionally divergent Wnt-based signaling pathways have been iden-
tified. The best characterized of these is the Wnt-p-catenin pathway,
which is often referred to as the ‘canonical’ Wit pathway.®®

The activation of canonical pathway occurs when the Wnt ligand
binds to the Fz (Frizzled) and LRP5/6 receptors. This leads to the
accumulation of p-catenin in the cell cytoplasm and its eventual trans-
location into the nucleus, where it acts as a co-activator of the
TCF/LEF transcription factors. Without the ligand or the presence of
the DKK family inhibitors the p-catenin does not accumulate in the

o trocion domins

v

FIGURE 2 Imbalance between
Musashi and developmental
pathways in carcinogenesis.
Musashi increased in the nucleus
orcytoplasm influences an
expression de genes responsible
for activation or repression of
developmental pathways
promoting carcinogenesis of
different tumors

a Notch Pathway

NUMB

cytoplasm, and the complex formed by AXIN, APC, PP2A, GSK3 and
CKla leads to its degradation. Alternatively, when Wnt binds to its
receptors, the function of the complex is '\nterrupted.ag

Most studies showing the relationship of Wnt signaling and
Musashi have so far focused on intestinal epithelial cells and shown
an altered expression of Musashi and components of the pathway
without demonstrating direct control 7% Rezza et al.*® demon-
strated that Msil expression is regulated by the Wnt ligand and vice
versa, Other important studies demonstrated a negative feedback
between Msil and APC, a component of Wnt pathway. Hence, the
decrease of Msil leads to increased APC activity, which promotes p-
catenin degradation and reduction in the activity of the Wnt pathway.
This feedback is responsible for maintaining the balance of the intesti-
nal epithelial tissue, and, when this balance is lost, there is an increase
in the number of polyps and tumorigenesis.”*?>

Musashi has also been related to the Wnt pathway in other
tumors, including breast,w'ﬂ Iung,g6 cer\.ﬁica\,97 medulloblastoma®®8
and hepatocellular carcinoma.?” Chen et al.’” demonstrated the over-
expression of Msil in the tumor samples is associated with increased
proliferation, cell cycle progression and tumor fermation, via the inhi-
bition of APC and DKK1, which are direct targets.

Other studies have shown that treatment with some drugs may
also lead to alteration of both Msi and Wnt pathway.??781% For exam-
ple Lan et al.?? showed that treatment with the natural product (-) Gos-
sypol inhibits Msi1 and the Wnt and Notch pathways, leading to lower
proliferation rates and increased apoptosis of the colon tumor cells.

Moreover, Msi2 knockdown decreases migration and invasion via
the Wnt pathway, controlling the EMT mechanism of hepatocellular

and esophageal squamous cell carcinoma,'®*%2

5 | HEDGEHOG (HH) PATHWAY

The Hh pathway is also highly conserved and crucial for the normal
development of both invertebrates and vertebrates. Through the

/7. 1%//(1%&1
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transmission of signals from the cell membrane to the nucleus, this
pathway promotes the proper segregation, polarity and development
of various tissues and organs.'%®

In adults, Hh is usually deactivated, although it participates in the
maintenance of somatic and pluripotent SC for tissue repair, in

o 197 and lung!®® In

mammary,'® skin,'®® neural,'®® erythropoietic
other tissues, components of the Hh pathway are present only in the
primary cilia, an organelle that consist of microtubules and emanate
from the cell surface, receiving chemical, mechanical and thermal
signals.1%?

The Hh pathway has three different ligands: SHh (Sonic Hedge-
hog), IHh (Indian Hedgehog) and DHh {Desert Hedgehog). When the
pathway is deactivated and there is no ligand, PTCH1 is located at the
base of the primary cilia and represses SMO activity, preventing it
from translocating. However, when the pathway is activated the
ligand connects to PTCH1 and the complex is internalized and
degraded. SMO becomes free and the signal is transmitted via the
cytoplasm through the complex composed of Kif7, Sufu and GIiF1.
Sufu is phosphorylated and releases Gli activator (GliA), which
migrates to the nucleus and activates the transcription of target
genes.!%?

Dysregulation of any component of Hh the pathway leads to
aberrant activation resulting in malignant transformation in one third
of all human tumors.'1°

To date, every study relating Msi and the Hh pathway is corre-
lated with gastric tumor SC,* hair follicle SC,112 human embryonic
sC'*2 and neural precursors.'™ Some of them report that, when the
Hh pathway is increased in SC, the expression of neural precursors
markers raises, including Msi.*2311% Furthermore, this increase in
stem cell marking may promote chemoresistance, as shown in gastric
tumor SCs, where Msil expressing cells present greater activity of the
Shh pathway and resistance to doxorubicin.*!

6 | MUSASHI AND OTHER SIGNALING
PATHWAYS

AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) signaling is expressed in many tis-
sues during embryonic development and in adulthoed. Ligand binding
causes the translocation of AHR into nucleus and its binding to the
promoter region of downstream target genes, directly upregulating
their expression. Activated AHR regulates different cellular functions
such as cell proliferation, adhesion and cell migration.****7 MSI2 pro-
motes the post-transcriptional downregulation of canonical AHR
pathway components in human pluripotent stem cells. This has been
shown to mediate ex vivo expansion by regulating the post-
transcriptional expression of proteins belonging to a self-renewal reg-
ulatory pathway.!*®

The mammalian target of rapamycin, mTOR, is a serine/threonine
kinase that regulates a variety of fundamental cellular processes
including protein synthesis, growth, metabolism, aging, regeneration
and autophagy, and plays important roles during the early stages of

brain development.’® According to the literature, the activation of

the Pten-AKT-mTORC1 axis is necessary for MSI2-transformation of
the intestinal epithelium.'* In addition, activation of the PDK1-AKT
axis downstream of Pten by Msil contributes to the observed
increase in mTORC1 activity in the intestinal'®* via the activation of
the PDK1-AKT axis, downstream of Pten.'??

7 | CONCLUSIONS

As outlined in the present review, several studies have shown direct
interactions between Musashi proteins and different members of
pathways responsible for controlling normal embryonic development:
Notch, Transforming Growth Factor Beta (TGF-f}), Wingless (Wnt) and
Hedgehog Signaling (Hh). Importantly, any imbalance of these inter-
plays can contribute to tumor progression in different tissues
(Figure 2).

Therefore, it is of utmost importance and relevance to direct
research to corroborate these findings and determine the possible
mechanisms of gene modulation by the RBP proteins and genes of
these signaling pathways, both in adult and pediatric tumors. These
investigations may subsequently clarify whether these interactions
contribute to greater tumor growth and aggressiveness, as well as lead

to the characterization of new biomarkers.
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Groups (Grp) 3 and 4 are the deadliest molecular subgroups of medulloblastoma (MB),
with high rates of leptomeningeal dissemination. To date, there is still a paucity of
biomarkers for these subtypes of MBs. The RNA-binding protein Musashi-1 ( MSI1 )
is a neural stem cell marker, characterized as a regulator of gene translation and
associated with high oncogenicity in several human cancers. In this study, we
investigated the clinical significance and biological functions of MSI1 in Grp3/Grp4-
MBs. First, we assessed the expression profile of MSI1 58 primary MB samples (15-
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MSI1 mRNA expression levels were also validated in an additional dataset of MBs
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expression. Cell cycle, cell viability, and apoptosis were evaluated in D283 Med cell-
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treatment. We identified an overexpression of MSI1 with a high diagnostic accuracy to
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may offer a potential strategy to be further research of individualized therapy to
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Abstract

Groups (Grp) 3 and 4 are the deadliest molecular subgroups of medulloblastoma (MB), with high rates of
leptomeningeal dissemination. To date, there is still a paucity of biomarkers for these subtypes of MBs.
The RNA-binding protein Musashi-1 (MSI7) is a neural stem cell marker, characterized as a regulator of
gene translation and associated with high oncogenicity in several human cancers. In this study, we
investigaled the clinical significance and biological [unctions of MS/I in Grp3/Grp4-MBs. First, we
assessed the expression profile of MSI/ 59 primary MB samples (15-WNT, 18-SHH, 9-Grp3, 17-Grp4
subgroups) by qRT-PCR and immunohistochemistry. A757/ mRNA expression levels were also validated
in an additional datasct of MBs (GSE85217). The ROC curve was uscd to validate the diagnostic standards
of MSI1 expression. Cell cycle, cell viability, and apoptosis were cvaluated in D283 Med cell-line
(Grp3/Grp4/MBs) alter shRNA-mediated knockdown of A7S77 plus cisplatin treatment. We identified an
overexpression of MSI! with a high diagnostic accuracy to discriminate Grp3/Grp4-MBs from non-
Grp3/Grp4-MBs. In addition, MS7] knockdown promoted cell cycle interruption in the G1/S transition and,
conscquently, decreased the number of cells in the G2/M phase, repressed cell proliferation and sensitized
D283 Med cells to cisplatin treatment by enhancing cell apoptosis. In conclusion, the results of the present
study are the first to demonstrate that AS7/ may act as a diagnostic biomarker for Grp3/Grp4-MBs. In
addition, MS7] knockdown combined with cisplatin may offer a potential strategy to be further research of
individualized therapy to Grp3/Grp4-MBs.

Keywords: Grp3-MB; Grp4-MBs; RNA Binding-protein; Musashi-1.
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Introduction

Medulloblastoma (MB, World Health Organization grade IV) is the most common malignant brain
tumor in the pediatric population [1]. MBs originate in the cerebellum and are classified into four different
molecular subgroups: Wingless signaling activated WNT, Sonic Hedgehog SHH, Groups 3 (Grp3-MBs)
and 4 (Grp4-MBs) [1, 2]. Grp3 accounts for 25% of all MB cases, representing the deadliest of all
molecular subgroups with an overall survival (OS) of <60% (poor prognosis). On the other hand, although
accounting for around 40% of MBs cases, Grp4-MBs are still poorly biologically characterized with an OS
of >70% (intermediate prognosis). Intriguingly, both subgroups have a high propensity to metastasize [3-
5]. Currently, the treatment options for MBs are based on multimodal strategies that include maximal safe
rescction, chemotherapy and radiotherapy [3]. However, surviving patients often suffer scvere treatment-
related side effects, including permanent cognitive and motor disabilities, particularly infants and children
of pre-scholar age [5, 6]. In this context, it is of note the scantiness of effective targeted-therapies for
Grp3/Grp4-MBs that could provide better overall survival, aligned with an improvement in patients’ life
quality. In fact, this reflects a challenge in the daily clinical practice due to the limited understanding of

tumorigenesis and the inconclusive molecular stratification for Grp3/Grp4-MBs [1, 3].

Musashi-1 (M571) is an evolutionarily highly-conserved gene and member of the RNA-binding
proteins (RBP) family, that was first identified in Drosophila sp. in 1994. Interestingly, this group of
proteins received this name in honor to Miyamoto Musashi, a great swordsman of the Eastern culture [7].
‘MSI1 is crucial in the initiation of the development of the central nervous system (CNS) and is vastly
expressed in neural progenitor cells of vertebrates, being characterized as neuronal stem cell (SC) marker
[8-10]. MSI1 acts through its direct interaction with the 3'-UTR (3’ untranslated region) in several mRNA
largets in a posi-transcriptional level, inducing the increase or silencing the expression of these genes. For
this reason, MS/1 is recognized as a translational regulator of cell fate decisions and maintenance of the
stem cell state [11, 12]. Dysregulations in A/SI/ expression can lead to cellular dysfunctions promoting
tissue instability, as well as tumorigenesis [13]. Additionally, MS1/ have been reported to regulate cell
cycle, chemoresistance, proliferation and cell death in several tumors, including tumors of the CNS such as
gliomas, glioblastomas and astrocytomas. Thus, in recent years, the role of ASI/ in cancer has gained

increasing interest [ 14-16].

Herein, we identified an overexpression of AS17 in Grp3/Grp4-MBs in a Brazilian cohort and in
an independent dataset (GSE85217) of pediatric MBs. Next, the overexpression of MSI1 in Grp3/Grp4-
MBs tumor samples were confirmed by immunohistochemistry. Besides, we also observed a significant
diagnostic importance of MS// expression in the discrimination between Grp3/Grp4-MBs from non-
Grp3/Grp4-MBs. knockdown ol MSII by shorl-hairpin (sh) RNA in D283 Med cell-line (classified as
Grp3/Grp4-MBs) promoted cell cycle interruption in the G1/8 transition and, consequently, decreased the
number of cells in the G2/M phase, repressed cell growth and sensitized these cells to cisplatin treatment
by enhancing cell apoptosis. Overall, our study provides for the [irst time, new insights of MS// as potential

target involved in Grp3/Grp4-MBs carcinogenesis.



Materials and Mecthods

Case Series / RNA extraction and cDNA synthesis

MSII mRNA levels were evaluated in a total of 59 pediatric patients (0-19 years) diagnosed with
MBs in three Brazilian institutions that were previously classified as WNT (n=15), SHH (n=18), Grp3
(n=9), and Grp4 (n=17) [17], and in five non-neoplastic cerebellum, serving as controls. Total RNA was
extracted from pediatric MB tissucs and ccll-lines using Trizol reagent (Invitrogen Inc, Carlsbad, USA) or
AllPrep DNA/RNA/Protein Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany), following the manufacturers'
specifications. RNA concentrations were determined by using the ND-1000 Spectrophotometer device
(NanoDrop 1000 Technologics, Wilmington, DE, USA). The reverse transcription reaction for the synthesis
of complementary DNA strand (¢cDNA) was performed using 500ng of total RNA and the High Capacity
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. Additionally,
expression data of an independent cohort of pediatric MBs (GSE85217, n=629) was downloaded from R2
Platform (Analysis and Visualization Platform — http://r2.amc.nl) [2] and used to validate MS7/ expression

levels between the different molecular subgroups of MBs.

Cell lines and culture conditions

The pediatric MB cell lines D283 Med and USP-13-MED 4 [18, 19] (Grp3/4-MBs), and the
Human Embryonic Kidney 293 cell (HEK93T) were uscd in this study. D283 Med (ATCC HTB-185) and
HEK-293 (ATCC CRL-1573) cells were obtained from the American Type Culture Collection, and the
USP 13-MED cell line was kindly provided by Prof. Dr. Oswaldo Keith Okamoto - Biosciences Institute
of the University of Sdo Paulo. The cell lines authentications were performed to validate the Short Tandem
Repeat (STR) prolife. All cells were maintained in DMEM/F12 medium (Gibco™, Thermo Fisher®,
Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% FBS, 100U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin and kept

in a humid atmosphere containing 5% CO- at 37°C.

Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Relative mRNA expression levels were measured by quantitative PCR using TagMan Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA- MSI1 Hs01045894_m1) in 59 pediatric
MB samples, and in D283 Med and USP-13-MED cell lines. The reactions were performed on
QuantStudio™ 12k Flex system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using two internal controls:
GUSB (Beta Glucuronidase) (Hs4333767F ml) and [IPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase) (Hs4310809E ml). The data were analyzed using the 2-**“T method and non-neoplastic

cercbellum samples were used as calibrators [20].
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Immunohistochemistry (IHC)

[HC staining was performed on formalin-fixed paraffin-embedded (FPFE) tissue sections (4 pm)
of eight MB samples (WNT n=2; SHH n=l1; Grp3 n=3 and Grp4 n=2) using the detection system
EnVision™ polymer (Dako, Glostrup, Denmark), following the manufacturers” recommendations. The
anligen retrieval was carried oul using citrate bufTer (pH 6.0). The slides were incubated with anti-MSI1
antibody (dilution 1:70 cat. no. #5663, Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Cerebral cortex was
used as positive control [21]. The immunostaining was analyzed by a savvy neuropathologist, considering
as positive cells those with cytoplasmic and/or nuclear staining for MSI1. Positive cells were scorcd
according to the percentage of stained cells as following: Score (+) %, percentage of MSII positive tumor
cells. + (< 25%), ++ (< 25-50%), +++ (< 50-75%) and ++++ (< 75-100%). Intensity of immunostaining
(immunoreactivity) in tumor cells: Low (+), Strong (+ +). Representative cases were captured at x40
magnification using Nikon ECLIPSE 80i.

Western blot (WB)

The wild type and transduced cells lines were lysed on ice in lysis buffer containing freshly added
protease inhibitor cocklail (Roche Diagnostics, Branchburg, NJ, USA). Protein extracts (50pg) were size-
fractionated by SDS-PAGE and proteins were immunoblotted with anti-MSI1 (dilution 1:1000, cat. no.
#5663, Cell Signaling Technology, Danvers, MA). Anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). All antibodics were diluted according to manufacturer’s instructions and HRP-conjugated goat
anti-rabbit (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) was used as a secondary antibody. The results were
visualized using an enhanced chemiluminescence detection system (Bio-Rad Laboratories, Inc.), and the
relative quantification of protein expression was determined using ImageJ® software (National Institutes of
Health).

Immunofluorescence

For immunofluorescence staining, D283 Med and USP-13-MED ccells were grown on glass
coverslips and then fixed with 4% paraformaldehyde in PBS 1X for 15 minutes. After fixation, cells were
permeabilized with 0.3% Triton X-100 at room temperature, washed with PBS 1X, and incubated with a
blocking buffer (2% bovine serum albumin) for two hours. Samples were then incubated with primary
antibody (1:500, Anti-Musashi-1 (D46A8) Rabbit mAb #5663, Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
in blocking buffer at 4°C overnight. Finally, cells were washed three times with PBS 1X and then stained
with Alexa Fluor 647 anti-rabbit secondary antibodies (1:2500) diluted in blocking buffer containing Alexa
Fluor™ 488 Phalloidin — ThermoFisher (1:40) for 1 hour, followed by three washes in PBS 1X. Coverslips
were mounted in ProLong Gold Mounting Medium containing the nuclear stain 4',6-diamidino2-
phenylindole (DAPI) (Vectashield, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Images were obtained
using a laser scanning confocal microscope Leica DM2500 (LeicaBiosystems, Wetzlar, Alemanha) and the
sofiware LAS (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Negative controls included incubation with

secondary antibodies alone.



Lentivirus-mediated short hairpin RNA (shRNA) knockdown of gene expression

Silencing of MS/7 was performed using two shRNA vectors (pLV|[shRNA|-EGFP:T2A:Bsd-
U6=hMSI1[shRNA#1] and pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-U6=hMSI1[shRNA#2]), and their respective
control  (pLV[shRNA]-EGFP:T2A:Bsd-U6>Scramble shRNA#1) acquired from Vector Builder

(htips://en.vectorbuilder.com) containing a gene for blasticidin resistance. Plasmids were expanded in LB

medium supplemented with 100pg/mL of Ampicillin; and purified using the QIAprep Spin Miniprep Kit
protocol (Qiagen Company, Hilden, Germany, #Cat. 27104), following manufacturer's instructions. To
analyzc the yicld and purity of the plasmids, the NanoDrop Spectrophotometer device (Thermo Scientific,
DE, USA) was used. Lentiviral particles were produced by co-transfection of the trans-lentiviral packaging
mix with a shRNA transfer vector into HEK 293T packaging cells (OpenBiosystems). For cell infection,
viral supernatants were supplemented with 6pg/mL polybrene and incubated with cells for 24 hours. D283

Med transduced cells were selected with blasticidin (10 pg/mL) for 7 days.

Cell cycle analysis

For cell cycle analysis, 17.5x10" (D283 Med MSI7 knockdown and control sShRNA Scramble) cells
were plated in 6-well plates and kept in culture for 72h, without treatment. Then, cells were trypsinized and
centrifuged at 1200 rpm/5 min and washed with PBS 1X. Cells were fixed with 70% cold ethanol and
incubated at -20° C overnight. Cells were then centrifuged at 800rpm/5 min, washed with PBS 1X, and
incubated with 25 pL of RNAse A (10 ng/mL) at 37° C for 30 min. Next, centrifugation step was repeated
and cclls were stained with 100 pL of PI (50 pg/mL) shortly before acquisition by BD FACS Calibur ™
flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The assay was performed in triplicate. Data were

analyzed using FlowJo software.

Cell viahility Assay

Cell viability was detected using CellTiter Glo™ reagent (Promega) according to the manufacturer's
recommendations. Briefly, 6x10* (D283 Med MSI] knockdown and control shRNA Scramble) cells were
plated in 96-well plates. The cells were treated with cisplatin at different concentrations (3puM, SuM, 7uM
and 10 uM) for 72h, and the results were obtained through SpectraMax® L Microplate Reader device, The
assay was performed in triplicate. Furthermore, the concentration ol cisplatin that inhibited 50% of cell

viability (ICso) was determined by using the CalcuSyn Software (Biosoft, Cambridge, UK).

Apoptosis detection

In total 17.5x10" cells (D283 Med MSI/ knockdown and control shRNA Scramble) were plated
and treatment for 72h with cisplatin at a dosc of 4.1 pM. The detection of cell death was performed by
labeling apoptotic cells with Annexin V (APC) (BD Biosciences Pharmingen, USA) and Propidium Iodide
(PI). Cells were trypsinized and centrifuged at 1200 rpm for 5 min at 4°C, washed with ice-cold PBS 1X
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and then resuspended in 200 pL of 1X binding buffer (BD Biosciences Pharmingen, USA) with 5 pL of
annexin-V and 50 pL of a solution of PI (50 uM), and incubated for 15 minutes, protected from light, at
room temperature. Cells were analyzed by BD FACSCalibur ™ flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,

CA, USA). The experiments were carried out in triplicate. Data were analyzed using FlowJo 8.7 software.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the software’s (Graph Prism 5.0 GraphPad Softwarc, San
Diego, CA USA) and SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, USA). Comparisons between two or more groups
were carried out using Kruskal-Wallis and One-way-ANOVA, respectively. Receiver operating
characteristic (ROC) curves were used to cvaluate the discrimination of Grp3/Grp4-MBs from the other
molecular subgroups according to MS7! expression levels. The accuracy was determined by the area under

the curve (AUC). A p-value <0.05 was considered as statistically significant.

Results

Clinicopathological features of a Brazilian cohort of MBs cases

Clinical data of our cohort of pediatric MB are summarized in (Fig. 1a). The cohort included 59
primary cases of MBs, in which 13/59 (25.5%) were WNT-MBs, 18/59 (30.5%) SHH-MBs, 9/59 (15.3%)
Grp3-MBs and 17/59 (28.7%) Grp4-MBs. Thirty-five children were male and 24 were female, and 13/59
(22%) were younger than 3 years at diagnosis. Thirty-eight patients (38/57, 66.6%) achieved gross total
and 19 (19/57, 33.4%) subtotal rescction. Twenty paticnts showed metastasis at diagnosis (20/59, 33%). In
addition, 90% (18/20) of these cases were classified as high-risk. Survival data analysis were performed
for all the 59 patients with a median follow-up of 53.9 months (ranging from 3 to 163 months) for
progression-free survival (PFS), and 56.4 months (ranging from 3 to 168 months) for overall survival (OS)

in 5 years (data not shown).
MSI1 is overexpressed in Grp3/Grp4-MBs subtypes: analysis of an in-house cohort

In order to cxamine the cxpression profile of AZS71 in pediatric MBs, we determined its mRNA
expression levels in a Brazilian cohort of 59 MB samples (WNT: n=15; SHH: n=18; Grp3: n=9 and Grp4:
n=17) and five non-neoplastic cerebellums. Furthermore, we explored MS// expression level between
different pediatric MB subgroups in a public available dataset (GSE85217: WNT n=51; SHH n=146; Grp3
n=131 and Grp4 n=300). Interestingly, an overexpression of AMS7] was observed in MBs tissues when
compared Lo normal cerebellum (P<0.05, Fig.1b). Within tumors, MS/7 expression was higher in Grp3/Grp-
4-MBs (p<0.001 and p<0.0001, respectively) when compared to WNT and SHH-MBs subtypes in our
cohorts and we also confirmed the overexpression of A£57/ to Grp3/Grp4-MBs using the GSE85217 dataset
(Figs. 1b,c).



Once we observed that MSI/ was overexpressed in both Grp3/Grp4-MBs, we further evaluated its
potential significance as a predictive biomarker for those MB subgroups. Thus, receiver operating
characteristic (ROC) analysis was employed 1o examine the discrimination accuracy of the MSI7 as a
diagnostic marker for Grp3/Grp4-MBs. As shown in (Fig.1d), the area under the ROC curve was 0.856
(p<0.001), suggesting a significant high diagnostic accuracy in the discrimination between Grp3/Grp4-MBs
from non-Grp3/Grp4-MBs.

To reinforce our initial hypothesis, we evaluated the Immunoreactivity of monoclonal anti-MSI1
antibody in formalin-fixed paraffin-embedded samples of pediatric MBs (WNT n=2; SHH n=1; Grp3 n=3
and Grp4 n=2) by the immunological staining, as summarized in Table 1. At the protcomic level, MSI1
staining was strong with score (+) %, percentage of MSI1 positive tumor cells of the +++ (<50-75%) and
++++ (<75-100%) in Grp3 (n=3) and Grp4-MBs (n=2) lissues (both in nucleus an in the cytoplasm) and
low in WNT (n=2) and SHH (n=1) tumors with score (+) %, percentage of MSII positive tumor cells of
the + (<25%), ++ (<25-50%), both in nucleus an in the cytoplasm as well (Fig. 2a-h and Table 1). Of note,
the number of MBs biopsics included in the immunohistochemical staining was limited and insufficient to
be corrclated to any clinical feature. In sum, this finding suggests that 44577 may be a promising diagnostic

biomarker for patients with Grp3/Grp4-MBs.

MSII is overexpressed in D283 Med: Grp3/Grp4-MBs cell lines

The mRNA and protein levels by wesfern blot and immunofluorescence of the MSI/ were also
cvaluated in two MB cell lines classified as Grp3/Grp4-MBs available in our laboratory: D283 Med and
USP-13-MED [18, 19]. The D283-Med cells showed an increased expression of A75/1 in contrast to USP-
13-MED (p<0.01), as shown in (Fig. 3a). At the proteic level, the D283 Med cell line consistently showed
higher concentrations of MSI1 when compared to USP-13-MED cells (Figs. 3b, ¢) by western blot analysis.
Interestingly, our results of immunofluorescence in the D283 Med cell ling, showed MSI1 strongly stained
in the cytoplasmic and nuclei, while in the USP-13-MED, weak MSII staining was observed in the
cytoplasm, with punctual staining in apical cell extensions of cell-to-cell contact (Figs. 3d, ). According
to these data, we selected the D283-Med cell line to explore the functional roles of M5/ into Grp3/Grp4-
MBs cells.

Thus, the knockdown of MSI/ was performed in D283 Med cell line by using lentiviral
transduction with two different vectors named as shRNA_AS1/#1 constructed to the Exon 4 region and
shRNA_AMSTi#2 to the Exon 8 of MSI] gene structure (Fig. 4a), as well as an empty vector (pure/empty
vector - ShRNA Scramble) as a control. After transduction, no morphologic changes were observed in the
cells (Figs. 4 b-d). The qRT-PCR analysis showed a reduction of approximately 60% in shRNA MS7]1#]
and 85% of MSII mRNA levels in shRNA_ MSIT#2 (p<0.001) cells relative to control (shRNA_Scramble;
Fig. 4¢). Similarly, the western blot analysis of transduced cells revealed a significant reduction of MSI1
protein levels in both sShRNA_A4STI#1(p<0.05) and shRNA_MS7I#2 (p<0.001) cells compared with the
control (Figs. 4f-g). Of note, the silencing of MS// was more significant in the cells transduced with the
second clone (shRNA_MSIT#2).
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MSII knockdown decreased the number of cells in G2/M phase

Remarkably, MST/ is known to be associated with cell cycle dysfunction [11]. Thus, we next
investigated whether the genetic silencing of M5/ would affect cell cycle progression. A higher percentage
of D283 Med shRNA_MSII#1 cells were observed in the GO/G1 (p<0.0001) and S phase (p<0.001)
compared to control (Figs.5a-d). However, MST/ knockdown decreased the number of cells in G2/M phase
in both D283 Med shRNA AMSI/#] and D283 Med shRNA MSI/#2 (p<0.01 and p<<0.001, respectively;
Fig. 5d).

MSII knockdown decreases chemoresistance to cisplatin and increases cell death by apoptosis

Once MBs frequently present resistance (o cisplatin treatment [22], we attempted to investigate
whether the overexpression of A/57] is involved in chemoresistance of Grp3/Grp4-MBs cancer cells. To
this end, we performed cell viability assays to uncover the effect of the A4577 silencing on cellular sensitivity
to cisplatin and MB progression in vitro, As shown in (Fig,5¢), D283 Mcd shRNA_A/S7/#1 and D283 Med
shRNA_AST1#2 cells were more sensitive to chemotherapy compared to shRNA_Scramble (p<0.05) when
reated with different concentrations (3, 5, 7 and 10uM) of cisplatin for 72h. In addition, we observe that
knockdown MS7/ cells were more sensitive to treatment with cisplatin (sShRNA_MSI1#1 | [Cso4.1pM and
shRNA MSI1#2 | ICs 6.6uM) when compared to control shRNA Scramble, 1Csp 10.98 uM (Fig.5¢ and
Table 02).

To further investigate the mechanism by which A£S7/ knockdown decreases cisplatin resistance,
we evaluated the role AS17 silencing in triggering cell apoptosis. Annexin V/PI-positive cells were counted
as an index of cell death, al the time of 72h (reatment, using cisplatin at 4.1 pM (lower dose). As expected,
cisplatin treatment induced a significant increase in the apoptosis ratio in the shRNA_Scramble (30%,
p<0.01), shRNA_MSII#1 (12%, p<0.001) and shRNA_MSII#2 (63%, p<0.001) compared to untreated
cells (Figs.5f, g). However, this effect was more pronounced in sShRNA_MSII#2 (63%, p<0.001) cells, in
which we observed an induction around 9 times greater in the rate of apoptosis after cisplatin treatment,
while in the shRNA_Scramble this increase was of approximately 5 times (Fig.5g). Collectively, our
findings suggest that MS7! knockdown represses D283 Med cells progression whereas sensitizes these cells

lo cisplatin by enhancing apoptosis of Grp3/Grp4-MBs cancer cells.

Discussion

Currently, the paucity of specific target therapies associated to an increased tumor resistance to
current chemotherapeutic regimens are key clinical challenges of Grp3/Grp4-MBs (reatment |2, 23]. In this
study, we investigated the expression profile and functional roles of MS7/, a marker and a regulator of
neural stem cells [8, 10-12], in Grp3/Grp4-MBs. MS1/ is recognized as a key regulator of neural stem cell
proliferation and maintenance within the Dentate Gyrus, a part of the hippocampal formation in the
temporal lobe of the brain and the Sub-Ventricular Zone [24]. Of note, any dysregulation of AS[/

expression is associated with tissue instability and can lead (o tumorigenesis [13, 25].
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Recent insights into molecular subtype MBs origins hypothesized that during carly cerebellar
development, the Grp3-MBs arise from progenitor cells of the outer granular layer while Grp4-MBs
originate from cells of the upper rhombic lip (uRL) [26, 27]. Herein, we demonsirated that MSIT is
upregulated in MB tissues compared to normal cerebellum and highlighted its overexpression specifically
in Grp3/Grp4-MBs, in contrast to the other MBs subtypes. Thus, we suggest that the overexpression of
MS1] may are involved in some level of deregulation of neural progenitor’s stem cells in the posinatal

cerebellum and may contribute MB tumorigenesis.

Consistently with our results, the overexpression of MSI/ was found in different pediatric brain
tmors, such as glioblastomas, gliomas and ependymomas, as well as MBs |14, 15, 28-30]. VO Dat T. et
al., (2012) have shown that increased levels A£57/ in MBs tissucs were associated with poor overall and
progression-free survival |30]. Due to the limited number of MB biopsies available for immunostaining in
our cohort, it was not possible to correlate the levels of MSII expression to any clinical feature in
Grp3/Grp4-MBs. On the other hand, by using ROC analysis we demonstrated a very high diagnostic value
of MSI/ expression in identifying Grp3/Grp4 cases of MBs, indicating that A457/ may be a potential
biomarker and could be uscful as a therapeutic target not only for Grp3-MBs, but possibly to Grp4-MBs as
well. To our knowledge, the present study is the first to demonstrate the MS/7 as a common oncogenic
driver for Grp3/Grp4-MBs.

Given that cancer is the result of multiple genetic alterations, there are a lot of transcriptional and
post-transcriptional mechanisms modulated by RBP's that are involved into important cellular processes,
such as cell proliferation and cell fate [11]. However, the role and the underlying molecular mechanisms
in which the overexpression of 4757/ could lead to Grp3/Grp4-MBs carcinogenesis remained unexplored.
Surprisingly, we observed that the knockdown of MS/1 promoted cell cycle interruption in the G1/S
transition and, consequently, decreased the number of cells in the G2/M phase in Grp3/Grp4-MBs cells.
Cell cycle arrest is one important mechanisms by which cancer cells growth may be suppressed [31].
Interestingly, MS1/ has been proposed to act as a repressor of the translation of mRNAs encoding inhibitors
of cell cycle progression [32, 33]. Curiously, previous reports have shown that M7/ modulates endometrial
carcinoma cell cycle progression by p2 1WA CI’D reoylation [34]. In addition, the knockdown of MSII
induced cell cycle arrest at the G1/S phase in hepatoma cells in vitro [35], as well as inhibited cell cycle
progression by targeting p21 and p27 in human osteosarcoma cells [36]. Recently, a robust study has
demonstrated that many of the main target genes of MS/1 in glioblastoma are involved in cell cycle control,
highlighting the cyclin-dependent kinascs: CDK2, CDK6, CCNAI, CCNA2, as well as p21, and p27 [37].

Another crucial aspect of our study was to investigate whether M7/ is involved in the progression,
drug resistance and induction of programmed cell death in Grp3/Grp4-MBs carcinogenesis. Interestingly,
we found that the knockdown of MSI/ in Grp3/Grp4-MBs cell lines decreased cell survival rate (cell
viability) and enhanced cell death by apoptosis in response to cisplatin treatment. Although more studies
are clearly necessary o unravel the mechanistic relationships between these phenomena, in agreement with
our findings, it has been reported that A£S57/ is involved in drug resistance of colorectal cancer cells [38],

glioblastoma [39] as well as gastric cancer [40].
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Likewise, detailed understanding on how 57/ may contribute to the processes of drug resistance
and cell death in cancer remains an unanswered question. Thereby, onc of the main goals of this research
was lo investigate MB cell-line behavior following MSII silencing in association to cisplatin. More
recently, new compounds were described to be able to disrupt MSI] regulatory functions. These novel MS/7
inhibitors may be interesting drugs to be tested in animal models, in association to classical
chemotherapeutic agents (i.e. cisplatin) for Grp3/4 MB, in order to define if this associalion may
recapitulate tumor arrest and decrease of cisplatin chemoresistance in this setting. Certainly, it would be
interesting to test this hypothesis with appropriate patient-derived models of Grp3/Grp4-MBs, in order to
translatc our finding from bench-side to bedside. Our study has some limitations: the number of paticnts
with MB we were able to include in this study is small. Also, we were able to validate MSI1 expression by

IHC only in a lew numbers of cases.

Taken together, our results demonstrated that MSI1 is overexpressed in Grp3/Grp4-MBs when
compared to non- Grp3/Grp4 tumors. In addition, our findings provide for the first time, experimental
evidence indicating that MSI{ knockdown in association to cisplatin enhances tumor apoptosis by promoted
ccll cycle interruption and ultimately decreasing cisplatin chemoresistance. Thesc in-vifre evidences may
support further investigation on the potential role of combining A/S// inhibitors to chemotherapy for
Grp3/Grp4-MBs.
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Figure Legends

Fig. 1 Clinicopathological features and MSI1 expression overview in a Brazilian cohort of MBs. (a)
Summary of clinical features and molecular characteristics of tumor samples from 59 pediatric patients:
Molecular classification (WNT-MBs; SHH-MBs; Grp3-MBs and Grp4-MBs); Sex of patient (female or
male); Age at diagnosis (below or above 3 years); Resection (Gross total resection GTR or subtotal
resection STR); Metastasis (Absence or Present); Risk (Average or High); Relapse presence of
postoperative discase (yes or no); Progressive event (alive or relapse/dcad); Discase status (alive; dead for
MBs or others). Samples used for the evaluation of MSI1 expression by IHC (immunohistochemistry). (b)
Relative gene expression of AS7] in an in-house cohort of MBs and normal cerebellum (Cerebellum n-5;
WNT n=15; SHH n=18; Grp3 n=9 and Grp4 n=17) by qRT-PCR. ANOV A werc conducted using the Tukey
multiple comparisons posttest to assess the statistical significance between groups. *indicates (p<0.01),
**(p<0.001) and ****(p<0.0001). (c) Evaluation ol A/S/] expression profiling in pediatric MBs using data
expression of dataset GSE85217(MBs samples: WNT n=51; SHH n=146; Grp3 n=131 and Grp4 n=300).
(d) Receiver operating characteristic (ROC) analysis of the diagnostic value of MSI/ in distinguishing
Grp3/Grp4-MBs and WNT/SHH-MBs bascd on data expression of an in-housc cohort.

Fig. 2 MSI1 Immunostaining and prediction. (a-h) Representative microscopic images of indicated the
MSII staining (brown) showing reactivity levels in MBs tissues by IHQ. WNT/SHH-MBs subtypes
exhibited the low immunostaining to MSI1 (<50%), in contrast the Grp3/Grp4-MBs demonstrate high
immunostaining to MSI1 (<100%). Both of subtypes showed nucleus and cytoplasm labeled. Scale bar, 50

um. Original magnification *20.

Fig. 3 Characterization of MSII cxpression in Grp3/Grp4-MBs cell line models: (a) Relative
expression of M7/ by RT-qPCR in D283 Med and USP-13-MED cell lines. The graph shows the mean +
standard deviation of three independent experiments (*p<0.01). (b) Relative MSII1 protein quantification.
(¢) Representative image of protein profile of MSII by Western blot in pediatric MB cell lines D283 Med
and USP-13-MED. GAPDH prolein was used as an endogenous control. The relative quantilication of
protein expression was determined by Imagel] software. Representative photomicrographs of the
immunofluorescence technique: Fluorescence intensity and location of MSI1 (magenta). (d) D283 Med —

strong intensity for the nucleus and cytoplasm; (¢) USP-13-MED — medium intensity for the cytoplasm and
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weak for the nucleus. Notes: Expression of MSII in cell lines was examined using indirect

immunofluorescence method. Analysis by confocal laser scanning microscopy.

Fig. 4 Conceptual design and workflow of MSII knockdown: (a) Genetic localization and genomic
representation of MS7I. Lentiviral vectors, shRNA_AMS/T#1 and shRNA_MSI1#2, were constructed for
Exons 4 and 8, respectively. Morphologic illustration of (b) D283 Med shRNA Scramble, (¢) D283Med
shRNA MSIi#], and (d) D283 Med shRNA MSIi#2 after transduction. Images were acquired by inverted
microscopy visualized at 10x and 20x magnifications. Confirmation of MSI! knockdown: (¢) Relative
expression of MS71 by RT-qPCR (f). (G) Protein quantification of A4571 by Western blot in D283 Med cell
lines after gene modulation. Relative quantification of protein expression was performed using ImageJ
softwarc. GAPDH protcin was uscd as an endogenous control. All graphs show mean + standard deviation
(SD) of three independent experiments. **p<0.05; ***p<0.01 and ****p<0,001, compared to control
(Scramble).

Fig. 5§ Impact of MSI! knockdown in D283 Med (Grp3/Grp4-MBs) cells. (a-c) The cell cycle
histograms. (d) The knockdown ol 4577 in the D283 Med shRNa_A{#S/7#1 and D283 Med shRNA_MSI1#2
cells decreased G2/M phase when compared to shRNA_Scramble. (¢) Cell viability was assessed by Cell
Titer assay. Reduction of cell proliferation of D283 Med shRNa_A£S7/#1 and D283 Med shRNA_MSII#2
after cisplatin treatment (3, 5, 7 and 10 pM) for72 hours compared to shRNA_Scramble. The ICso values
of cisplatin treatment in D283 Med shRNa_A£S77#1, D283 Mcd shRNA MS71#2 and shRNA_Scramble is
4.1 uM, 6.6 uM and 10.98 pM, respectively. (f-g) knockdown of MSI/ associated with cisplatin treatment
in D283 Med cells increased cell apoptosis. Apoptosis was detected by flow cytometry after Annexin and
propidium iodide staining. Two-Way ANOVA Test. The graphs show the mean = standard deviation of
three independent experiments. *p<0.05; **p<0.01 and ****p<0.001 compared (o control
(shRNA_Scramble).
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Table 1: Immunohistochemical analysis of MSI1 expression in pediatric MBs.

Click here to access/download; Table;Table 01.docx %

Tumor ID Sample MB Subtype Score Intensity MS11 qRT-PCR (RQ)
1 WNT-MBs A aE Hipo 4.00
5 SHH-MBs ++ Hipo 3.30
20 SHH-MBs +* + Hipo 0.27
34 Grp3-MBs +++ ++ Hiper 6.72
) Grp3-MBs St i Hiper 7.30
12 Grp3-MBs ot + Hiper 7.38
43 Grp4-MBs Gt et Sl Hiper 6.39
58 Grp4-MBs ++++ ++ Hiper 6.91

Notes: Expression of MSI1 was examined on formalin-fixed, paraffin embedded tissue samples of MBs using immunohistochemistry (IHC)

Evaluation of IHC: Score (+) %, percentage of MSII positive tumor cells. + (< 25%), + (< 25-50%), +++ (< 50-75%) and ++++ (< 75-100%).

Intensity of immunostaining (immunoreactivity) in tumor cells: Low (+), Strong (+

+). The hipo or hiperexpression was based in media of

expression values of all MBs sample data by qRT-PCR, Value of media expression data is 6.39, RQ = Quantification Relative, Hipoexpressed

(Hipo) and Hiperexpressed (Hiper). MB — Medulloblastoma.

Table 02: Cell viability in D283 Med Cells (Grp3/Grp4-MBs) and the values of 1Csy by using cisplatin

Concentration (nM)

Cell Viability (%)

Click here to access/download; Table;Table 02.docx &

D283 Med shRNA Scramble

D283 Med shRNA_MS/1#1

D283 Med shRNA_MS/1#2

0 + 100.00 +100.00 +100.00
3 +97.64 +74.59 +5123
5 +£91.23 +64.45 +£44384
7 8142 4354 +3486
10 15361 13654 12613
ICs0uM) values 10.98 yM 6.6 uM 4.1 M

Musashi-1 (44571); Group (Grp); Medulloblastoma (MB); Half-maximal inhibitory concentration (ICsp); micromolar (uM); mean standard

deviation of three independent experiments ().
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