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RESUMO 

 

Targhetta, V.P. O papel do receptor NLRP1 na resposta imune e progressão do melanoma: 

uma abordagem in vivo e in sílico. [dissertação] (Mestrado em Imunologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; 2022. 

 

Inflamassomas são complexos proteicos que de forma canônica levam a ativação da pro-

caspase-1 e a consequente geração das formas ativas das citocinas IL-1β e IL-18. NLRP1 foi o 

primeiro receptor descoberto com capacidade de formação do inflamassoma e é expresso de 

maneira robusta na pele e em células imunes. Mesmo tendo um relacionamento direto com 

a pele e o sistema imune, a relação de NLRP1 com melanomas ainda não é totalmente 

entendida. Este projeto teve como objetivo verificar a importância do inflamassoma NLRP1 na 

diferenciação celular em linfócitos TCD4+ e relacionar essa possível interação com uma 

resposta imune frente a modelos de melanoma. Uma imunofenotipagem comparativa 

mostrou que ambos os camundongos C57BL/6 e NLRP1 KO são semelhantes quanto às suas 

principais populações de células imunes, exceto por uma diminuição de linfócitos Treg 

esplênicos. A literatura tem mostrado que o ativador de NLRP1 Valboro-Pro (VbP) apresenta 

potentes efeitos antitumorais imunodependentes. Curiosamente, o tratamento com VbP em 

linfócitos TCD4+ in vitro não interferiu na viabilidade celular e mostrou ser capaz de reduzir 

de modo robusto as quantidades de células CD4+Foxp3+ observadas, sendo este evento 

independente de NLRP1. Tanto os modelos tumorais a partir da linhagem de melanoma 

murino B16-F10 em camundongos NLRP1 KO e C57Bl/6, assim como camundongos tratados 

ou não com VbP, não apresentaram diferenças estatísticas relevantes na progressão tumoral. 

Em paralelo, análises de biologia computacional foram realizadas tentando entender o papel 

de NLRP1 no melanoma e na resistência à imunoterapia em humanos. Nas abordagens aqui 

propostas, observamos, a partir da coorte TCGA-SKCM, que NLRP1 se correlaciona com um 

maior infiltrado inflamatório e seus genes coexpressos são primariamente relacionados à 

ativação de linfócitos T. Adicionalmente construímos um score de risco para predizer a 

porcentagem de sobrevida em pacientes com melanoma, utilizando de genes relacionados as 

vias dos inflamassoma e da piroptose. Por fim, mostramos que NLRP1 não foi capaz de 

predizer a resposta ao tratamento com anti-PD-1 em melanomas humanos. Nesse sentido, 

identificamos genes e isoformas diferencialmente expressas entre pacientes responsivos ou 

não responsivos e as relacionamos a um contexto celular global, analisando seus perfis 

transcricionais, vias de ontologia, modos de splicing e possíveis efeitos nas proteínas 

resultantes. Verificamos que uma resposta positiva ao tratamento é fortemente marcada pela 

presença de eventos relacionados a linfócitos B e à imunidade humoral, não sendo 

necessariamente refletido num grupo de genes diferencialmente expressos. Apesar de uma 

resposta humoral ter sido preditiva para pacientes responsivos a imunoterapia, a presença de 

linfócitos B determinada a partir de algoritmos de deconvolução dos dados de expressão 

gênica, não se mostrou com capacidade preditora. Por fim, os perfis de splicing e 

consequências proteicas também não tiveram caráter preditivo para discriminar entre 

pacientes respondedores e não respondedores. Como principais conclusões temos que os 

nossos resultados apontam para um possível novo mecanismo de delimitação da 



diferenciação de células Tregs associado a VbP e que NLRP1 não interfere diretamente na 

diferenciação linfocitária nem no crescimento do melanoma em modelos murinos, assim 

como não influencia na resposta a imunoterapia em humanos. 

 

Palavras-chave: Melanoma, Receptores Imunológicos, Linfócitos T, Linfócitos B, Marcador 

Molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Targhetta, V.P. The role of the NLRP1 receptor in the immune response and progression of 

melanoma: an in vivo and in silico approach. [dissertation] (Masters in Immunology) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo; 2022. 

 

Inflammasomes are protein complexes that lead to the activation of pro-caspase-1 and the 

consequent generation of the active forms of the cytokines IL-1β and IL-18. NLRP1 was the 

first receptor discovered with inflammasome-forming capability and is robustly expressed in 

skin and immune cells. Even though it has a direct relationship with the skin and the immune 

system, the relationship of NLRP1 with melanomas is still not fully understood. This project 

aimed to verify the importance of the NLRP1 inflammasome in CD4+ T lymphocytes 

differentiation and to relate this possible interaction with an immune response against 

melanoma in mouse models. Comparative immunophenotyping showed that both C57BL/6 

and NLRP1 KO mice are similar in their major immune cell populations, except for a decrease 

in splenic Treg lymphocytes. The literature has shown that the NLRP1 activator Valboro-Pro 

(VbP) has interesting immuno-dependent antitumor effects. Interestingly, treatment with VbP 

on CD4+ T lymphocytes in vitro did not interfere with cell viability and was shown to be able 

to robustly reduce the amounts of CD4+Foxp3+ cells. Both tumor models from the murine 

melanoma lineage B16-F10 in NLRP1 KO and C57Bl/6 mice, as well as mice treated or not with 

VbP, did not show relevant statistical differences in tumor progression. In parallel, 

computational biology analyzes were performed trying to understand the role of NLRP1 in 

melanoma and immunotherapy resistance in humans. In the approaches proposed here, we 

observed, from the TCGA-SKCM cohort, that NLRP1 correlates with a greater inflammatory 

infiltrate and its co-expressed genes are primarily related to the activation of T lymphocytes. 

In addition, we constructed a risk score to predict survival of melanoma patients, using genes 

related to the inflammasome and pyroptosis pathways. Finally, we showed that NLRP1 was 

not able to predict the response to anti-PD-1 treatment in human melanomas. In this sense, 

we identified genes and isoforms differentially expressed between responsive and non-

responsive patients and related them to a global cellular context, analyzing their 

transcriptional profiles, ontology pathways, splicing modes and possible effects on the 

resulting proteins. We found that a positive response to treatment is strongly marked by the 

presence of events related to B lymphocytes and humoral immunity, not necessarily being 

reflected in a group of differentially expressed genes. Although a humoral response was 

predictive for immunotherapy-responsive patients, the presence of B lymphocytes 

determined from algorithms of deconvolution of gene expression data was not shown to be 

predictive. Finally, splicing profiles and protein consequences were also not predictive to 

discriminate between responders and non-responders. As main conclusions we have that our 

results point to a possible new mechanism of delimitation of the differentiation of Treg cells 

associated with VbP and that NLRP1 does not directly interfere in lymphocyte differentiation 



or melanoma growth in murine models, as well as does not influence the response to 

immunotherapy in humans. 

Keywords: Melanoma, Immunological Receptors, T lymphocytes, B lymphocytes, Molecular 

Markers. 
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1. Introdução 

  

1.1 A família dos receptores do tipo NOD (NLR) 

 

O sistema imune pode ser dividido, de maneira genérica, em dois grandes ramos, o 

sistema imune inato e o adaptativo. Enquanto o sistema adaptativo consiste em montar 

respostas clonais de altíssima especificidade via principalmente a geração de linfócitos B e T, 

o sistema imune inato é o responsável por respostas robustas e rápidas, porém não tão 

específicas, a partir principalmente do reconhecimento de moléculas evolutivamente 

conservadas que representem algum padrão de perigo, como ATP extracelular, por exemplo, 

ou moléculas de patógenos, como o lipossacarídeo LPS da parede celular de bactérias gram-

negativas. Esse reconhecimento do sistema inato é feito a partir da atuação de uma variedade 

de receptores germinativos específicos que disparam complexas vias de sinalização efetoras 

após o reconhecimento de sua molécula alvo. São diversas as famílias desses receptores 

conhecidas atualmente, os quais são classificados principalmente com base em sua 

similaridade estrutural, compartimento celular em que se localizam e em seus principais 

ligantes (1). 

Os receptores do tipo NOD (NLRs) representam uma ampla família dos receptores 

inatos citosólicos que são responsáveis por mediar ligantes relacionados a eventos de dano e 

estresse celular e ligantes de patógenos. NLRs podem ser subdivididos estruturalmente em 

quatro principais subfamílias: NLRC, NLRA, NLRB e NLRP, que possuem entre si funções 

relacionadas a regulação da autofagia, transdução de sinais, ativação da maquinaria 

transcricional e a geração de sinais pró-inflamatórios (2). Uma característica marcante dessa 

família, é a capacidade de alguns dos seus membros, após ativados, levarem a formação de 

um complexo multiproteíco conhecido como inflamassoma.  O inflamassoma canônico é o 

resultado da organização multimérica de um conjunto de proteínas diferentes que leva a 

clivagem e ativação da proteína pró-caspase-1 em caspase-1 ativa. Caspase-1 ativa por sua vez 

é capaz de levar ao processamento e maturação das formas ativas das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e IL-18 e induzir um tipo de morte celular conhecida como piroptose a 

partir da clivagem da proteína gasdermina-D. Já o inflamassoma não canônico é o resultado 

da ativação das capazes 5 e 4 em humanos (ou caspase 11 em modelos murinos) e promove 

diretamente a piroptose, ativando posteriormente de maneira indireta a via canônica (3).  
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Brevemente, como um mecanismo geral da formação do inflamassoma clássico, após 

a ativação de um receptor com a capacidade de iniciação do inflamassoma, é recrutada a 

proteína adaptadora ASC (do inglês apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

domain) que possui em sua estrutura um domínio PYD (do inglês pyrin domain, presente na 

maioria dos receptores tipo NLR) e um CARD (do inglês Caspase Activation and Recruitment 

Domain, presente na pró-caspase-1). ASC interage de forma homotípica com o receptor a 

partir da ligação e subsequente polimerização via seu domínio PYD, e então recruta a pró-

caspase-1 a partir de interações do tipo CARD-CARD, realizando assim uma ponte entre as 

interações do receptor e a pró-caspase-1. Essa associação leva a autocatálise de pró-caspase-

1 em caspase-1 ativa, que desempenha o seu papel enzimático (1,4) (Figura 1). 

 

 

 

Figura 1. Mecanismo esquemático de ativação do inflamassoma mediado pelo receptor NLRP3. Imagem adaptada de 
O’Brien et al., 2020 (5). 
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1.2 O receptor NLRP1 

 

O receptor NLRP1 (do inglês, NLR Family Pyrin Domain Containing 1), descoberto em 

2002, foi o primeiro dos receptores citosólicos a ser descrito com a capacidade de iniciar o 

complexo do inflamassoma. Ele é expresso ao nível basal no citoplasma de forma ubíqua na 

grande maioria das células, porém principalmente na pele e em células imunes (6).  

Interessantemente, NLRP1 de maneira oposta a outros receptores que formam o 

inflamassoma como o NLRP3, NLRC4, entre outros, possui consideráveis variações em sua 

ontologia relacionada a humanos e a camundongos. Em camundongos existem três genes 

parálogos: NLRP1a, NLRP1b e NLRP1c, sendo este último um pseudogene (7). Ainda, cada um 

desses genes é altamente variável tanto na sua presença como na sua sequência de 

nucleotídeos nas principais linhagens de camundongos. Em humanos é observado apenas um 

único gene (denominado aqui apenas como NLRP1). 

Com base em dados de RNAseq, a pele é o tecido humano que apresenta o maior nível 

de expressão de NLRP1. Também é na pele que NLRP1 parece ser o principal receptor 

envolvido na formação do inflamassoma, em queratinócitos a expressão relativa do gene de 

NLRP1 medida em FPKM (Fragments per kilobase of transcript per million fragments mapped) 

é igual a 58,2, já a expressão de outros receptores como NLRP3, AIM2 e NLRC4 é bastante 

inferior, sendo menor que 1 (8). Polimorfismos de ganho de função em NLRP1 são associados 

a diversas patologias inflamatórias cutâneas, como MSPC (do inglês, multiple self-healing 

palmoplantar carcinoma) e queratose liquenoide crônica e podem levar a hiperplasia de 

queratinócitos via ação da citocina IL-1β (8). NLRP1 é particularmente importante para a 

doença autoimune vitiligo, onde seus polimorfismos são diretamente associados a diferentes 

formas da doença e de modo similar é associado positivamente com a doença inflamatória 

cutânea psoríase (9,10). Além disso, em queratinócitos humanos observou-se que NLRP1 é o 

principal receptor envolvido na resposta à radiação UVB, e que sua ativação, e não a de NLRP3, 

é a principal responsável por levar a produção de IL-1β e IL-18 nessas células, mesmo quando 

utilizados ativadores clássicos de NLRP3, como a nigericina (11,12). Essas evidências sugerem 

um papel central de NLRP1 na imunidade e manutenção da homeostasia na pele. Em linfócitos 

e monócitos humanos NLRP1 também já foi descrito no núcleo, porém uma função específica 

dessa proteína nesse local ainda é desconhecida (13,14).  
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Em relação à sua estrutura, NLRP1 de modo geral é composto em sequência N-C 

terminal pelos domínios PYD (presente apenas em humanos), NATCH (NAIP, CIITA, HET-E and 

TP1), e LRR (Leucine Rich Repeat), similarmente a outros membros pertencentes à família dos 

NLRs. Porém, de maneira exclusiva ao NLRP1, estão presentes também os domínios FIIND 

(Function to Find Domain), composto pelos subdomínios ZU5 e UPA, fundamentais para a 

ativação de NLRP1, e um domínio CARD (15,16)(Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura do gene NLRP1 de humanos e de seus paralogos murinos. Estrutura do gene NLRP1 em humanos e 
camundongos detalhando seus principais dominios. Destacam-se a falta do dominio PYD nas espécies murinas e a 
similaridade com o inflamassoma NLRP3. Figura adaptada de (119). 

 



16 
 

 
 

1.3 Ativação de NLRP1 

 

A ativação de NLRP1 é complexa, envolvendo uma série de etapas proteolíticas, que 

começaram a serem elucidadas apenas recentemente. Diversos compostos e estímulos com 

capacidade de ativar NLRP1 já foram descritos – com notáveis diferenças entre os modelos 

humanos e murinos. Entre os principais podemos citar o muramil dipeptidil e diversas 

proteases virais para o NLRP1 humano e o fator letal (LF) da toxina do Bacillus anthrax, 

também uma protease, para o NLRP1b murino (17-19). 

O fato de proteases virais, assim como o LF (uma protease) serem capazes de ativar 

NLRP1, chama a atenção para o seu particular método de ativação. LF, por exemplo, é capaz 

de clivar a porção N-terminal da proteína NLRP1b, e assim induzir o seu processamento 

proteolítico por uma via de sinalização que leva a sua ubiquitinação e degradação 

proteassomal conhecido como “N-end-rule”. Durante esse processo, toda a região N terminal, 

até o subdomínio ZU5 é degradada, liberando o fragmento UPA-CARD. Esse fragmento 

liberado pode se associar a proteína efetora ASC e iniciar a via clássica dos inflamassomas 

clivando a pró-caspase-1 ou ainda, de maneira única entre os inflamassomas, por si só já ser 

o suficiente para o recrutamento e ativação da pró-caspase-1, devido a presença do domínio 

CARD no fragmento liberado (16,20,21).  

O seu modo de ativação a partir de sua degradação proteolítica ficou conhecido como 

“degradação funcional” (do inglês functional degradation), e esse processo de degradação foi 

mostrado ser fundamental para ativar também os genes NLRP1a e NLRP1 humano, de maneira 

independente do estímulo inicial (15,22). Por necessariamente precisar ser degradado para 

ser ativado (liberando o seu fragmento UPA-CARD), o NLRP1 pode ser considerado um 

receptor da atividade de proteases específicas, tornando-se assim, em parte, um sensor de 

atividades enzimáticas para a imunidade inata (16).  

Recentemente, foi demonstrado que NLRP1 humano, mas não o NLRP1 murino, pode 

ser ativado por DNA dupla fita, de maneira ainda dependente de ubiquitinação e degradação 

proteassomal do receptor (22). 
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1.3.1 O ativador de NLRP1 ValBoro-Pro (TALABOSTAT) 

 

O ValBoro-Pro (VbP, talabostat, PT100) é um dipeptídeo amino borônico, que possui 

como função principal a inibição das dipeptidil peptidases 8 e 9 (DPP8 e 9) e DPP IV (CD26), 

enzimas serino-proteases que em geral clivam resíduos de Prolina na segunda posição (Xaa-

Pro) (Figura 3). Apesar dessa molécula ser conhecida há pelo menos 20 anos, foi apenas em 

2018 que a função de VbP como um ativador indireto de NLRP1, tanto das versões da proteína 

humana quanto murina, foi descoberta e desde então esse composto se tornou o método 

padrão para se estudar a atividade de NLRP1 e seus consequentes efeitos como a piroptose 

(23,24). O mecanismo único de ativação de VbP é resultado de um complexo normalmente 

formado entre NLRP1 e DPP8/9 que estabiliza NLRP1 em condições de homeostasia. Ambas 

as enzimas são capazes de se ligar diretamente ao NLRP1 pelo domínio FIIND e assim inibir 

uma autoproteólise que tende a acontecer entre os subdomínios ZU5 e UPA. Inibir DPP8/9 

leva NLRP1 a se autodegradar – levando assim ao fenômeno de degradação funcional – e 

liberar o fragmento UPA-CARD iniciando assim a via dos inflamassomas. Dessa maneira, 

mutações em FIIND que impedem a ligação de DPP9 levam a síndromes autoinflamatórias 

devido à instabilidade e autoativação de NLRP1 (15,25). 

Interessantemente, a grande maioria dos estudos envolvendo VbP anteriores a 2018 

apontam uma importante função antitumoral imunodependente deste composto em 

camundongos. Nestes animais é observado que a atividade de VbP é totalmente dependente 

de linfócitos T e B para uma resposta positiva contra o tumor (26–28). Porém, em qual tipo 

celular o VbP atua diretamente, se seus efeitos são dependentes de NLRP1, o alvo secundário 

das enzimas dipeptidil peptidases relevantes, ou ainda os seus efeitos diretos nas células, são 

quase que totalmente desconhecidos.  

Recentemente, um ensaio clínico de fase II se iniciou a fim de avaliar a possibilidade da 

utilização de VbP em conjunto com imunoterapia para tratamento de tumores sólidos 

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04171219). Isso demonstra que, apesar de suas 

evidentes funções antitumorais e promissora possibilidade de uso na clínica, pouco ainda se 

sabe sobre os mecanismos e vias de atuação dessa molécula. 

 

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04171219
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Figura 3. Estrutura química da molécula de VbP. Molécula de fórmula C9H19BN2O3 e peso molecular 214 Da. Adaptado de 
www.chemspider.com. 

 

 

1.4 NLRP1 e o metabolismo celular 

 

A importância do NLRP1 no metabolismo celular ainda não está clara. Mogridge et al. 

demonstraram que a redução dos níveis de ATP disponíveis no citosol pode levar a ativação 

de NLRP1 de maneira independente de clivagem N-terminal e dependente da fosforilação em 

AMPK (29). De maneira oposta, em humanos foi observado que a inibição de NLRP1 mediada 

por Bcl-2 ou Bcl-XL provém de uma interação de pequenos loops dessas proteínas que 

bloqueiam a ligação de ATP ao NLRP1 e, desse modo, previnem sua oligomerização (30), o que 

indica possíveis particularidades entre os modelos humanos e murinos. 

De forma interessante, camundongos NLRP1 nocautes desenvolvem obesidade 

espontânea, mediada pela acumulação de ácidos graxos, possuem taxas de lipólise diminuídas 

e não regulam a glicose sanguínea. Esses efeitos são exacerbados em dietas ricas em ácidos 

graxos ou ricas em proteínas. Por sua vez, camundongos com ganho de função em NLRP1 

apresentam uma redução do tecido adiposo e são resistentes às disfunções metabólicas 

causada pela dieta (31). Curiosamente, a IL-18, uma das principais citocinas circulantes e 

diretamente relacionada ao inflamassoma, é capaz de ativar AMPK e levar a fosforilação de 

ácidos graxos (FAO) no músculo esquelético (32). 

Além disso, diversas proteínas da via glicolítica, entre elas aldolase, GAPDH, piruvato 

quinase, entre outras, foram identificadas como substratos de caspase-1 ativa. De fato, a 
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ativação do inflamassoma por NLRC4 diminui as taxas de glicólise pela clivagem de proteínas 

pertencentes a essa via (33). 

Relações adicionais, agora com NLRP1 como resultado de condições metabólicas, 

principalmente relacionadas ao metabolismo lipídico, também foram observadas. Macrófagos 

murinos deficientes no fator de transcrição SRBP-1a (do inglês, Sterol Regulatory Element 

Binding Protein-1a), importante na regulação dos níveis de lipídeos celulares, secretam menos 

IL-1β e têm o nível de mRNA de NLRP1a reduzido. Ademais, neste mesmo modelo foi mostrado 

que SBPR-1a é capaz de induzir a expressão de NLRP1a a partir da ligação em sua região 

promotora (34). Em modelos humanos, os níveis do transcrito de NLRP1 estão elevados em 

condições de estresse de retículo endoplasmático a partir da ativação de seu promotor pelo 

fator de transcrição ATF4 (35). A partir disso, uma relação entre metabolismo e a transcrição 

de NLRP1 é esperada, visto que é conhecido que diversas condições metabólicas induzem o 

estresse de retículo, como, por exemplo, obesidade, diabetes tipo 2, lipotoxicidade e câncer. 

ATF4 é particularmente importante para a regulação metabólica em linfócitos T CD4+ em 

camundongos, aumentando suas taxas de glicólise, glutaminólise e fosforilação oxidativa (36). 

Por fim, a Proteína Quinase R (PKR), um receptor de reconhecimento de padrões de patógenos 

virais, se mostrou importante para a ativação de NLRP1 (37). PKR também é relacionada a 

eventos como estresse metabólico, obesidade, diabetes, inflamação, envelhecimento, e níveis 

aumentados de PKR se correlacionam com o aumento da resistência à insulina (38). 

 

1.5 Linfócitos Treg e Th17 

 

O equilíbrio da resposta imunológica depende tanto de estímulos pró como anti-

inflamatórios a fim de redefinir um estado de homeostasia. Os linfócitos T CD4+ representam 

uma parte crucial desse equilíbrio e, entre essas células, seus subtipos Th17 e Treg podem 

representar extremos opostos de um contínuo de inflamação. Os linfócitos Th17 são 

considerados células altamente pró-inflamatórias, caracterizadas pela expressão dos fatores 

de transcrição ROR-γt e STAT3, da citocina IL-17, e se utilizam de um aumento da taxa 

glicolítica e de vias metabólicas relacionadas a síntese de ácidos graxos. Tregs por sua vez 

desempenham um papel importante na supressão da resposta imune, sendo marcadas pelo 
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fator de transcrição Foxp3, por citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β e são marcadas 

pelo uso da FAO como sua principal via metabólica (39,40). 

 Linfócitos Th17 são altamente plásticos e podem se transdiferenciar em fenótipos 

diferentes de outras subpopulações CD4+, principalmente Th1 e Tregs, bem como em 

linfócitos Th2, Tfh e Tr1, dependendo dos estímulos presentes e da ativação de seus 

respectivos fatores de transcrição. Em relação à plasticidade Th17/Th1, citocinas como IL-12, 

IL-23 e IL-1β, na ausência de TGF-β levaram, em modelos in vitro, a conversão de células Th17 

para um fenótipo Th1, secretando tanto IFN-g como IL-17 e induzindo os fatores de transcrição 

STAT4 e T-bet. Ainda, linfócitos Th17 podem se converter de maneira robusta em linfócitos 

Th1 e se tornarem células “ex-Th17” Th1, deixando quase que totalmente de produzir IL-17. 

A plasticidade Th17/Treg, por sua vez, é ainda mais forte e significante, principalmente por 

TGF-β ser um fator comum em ambas as ativações, o que leva a ambos os subtipos celulares 

dividirem essa via de diferenciação. Estudos tanto in vitro, como in vivo demonstram que Tregs 

e células Th17 são capazes de secretar IL-17 e IL-10, com ambos os fatores de transcrição ROR-

γt e Foxp3 ativos. Diferentemente da plasticidade Th17/Th1, a plasticidade no caso Th17/Treg 

pode acontecer inteiramente para ambos os subtipos celulares, podendo fazer com que o 

linfócito se torne “ex-Foxp3” ou “ex-Th17” (41,42). 

Interessantemente, o metabolismo aparece como um dos principais fatores que 

regulam o balanço Th17-Tregs. A inibição do metabolismo glicolítico mediado por HIF-1a leva 

a uma dramática redução na diferenciação de linfócitos Th17 e a um aumento no nível de 

linfócitos Tregs (43,44). A inibição de síntese de ácidos graxos mediada pelo nocaute do gene 

ACC1 em camundongos mostrou diminuir a frequência de linfócitos Th17 e aumentar Tregs 

(45). E o uso de metformina, um agonista de AMPK e promotor da FAO, aumenta os níveis de 

linfócitos Tregs enquanto diminui os níveis de linfócitos Th17 (43). 

De modo similar, os receptores do tipo NLR parecem ter, até certo grau, um papel 

importante na diferenciação de linfócitos TCD4+, com algumas relações não clássicas de 

receptores da família NLRP com diferentes ativações de linfócitos já tendo sido descritas 

anteriormente. NLRP3 por exemplo, possui sua localização celular majoritariamente nuclear 

nestas células. NLRP3 murino atua nos linfócitos TCD4+ especificamente durante a 

diferenciação para o perfil Th2, podendo interagir com o fator de transcrição IRF4 e induzir a 

expressão de genes relacionados à diferenciação desse subtipo celular (46). Em humanos, 
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NLRP3 em associação com fatores do complemento se mostraram também promover a 

diferenciação para o perfil Th1 (47). Nessa linha, o aumento da expressão e ativação de NLRP1 

em condições como o vitiligo e psoríase é associada com um aumento da secreção de IL-1β, 

do número de linfócitos Th17 e da citocina IL-17 (10). NLRP1 e a sinalização por citocinas da 

família IL-1 também se mostraram importantes para a geração de linfócitos Th17 na resposta 

imune contra a toxina colérica (48). De maneira oposta, durante a diferenciação in vitro de 

linfócitos Th17 murinos a expressão do mRNA de NLRP1 é drasticamente reduzida, o que não 

é observado em dados de RNA-seq de linfócitos humanos (49). Camundongos nocautes para 

NLRP1 (NLRP1 KO) quando diferenciados para o subtipo Th17 apresentam um aumento da 

citocina IL-17 e do receptor de IL-23, assim como dos fatores de transcrição ROR-γt e STAT3, 

quando comparadas a seus respectivos controles, indicando ser a presença de NLRP1 um 

potencial inibidor para a ativação Th17 neste modelo (50). 

 

1.6  Melanoma 

 

 O melanoma é uma neoplasia maligna, responsável por cerca de 1%-5% dos tumores 

cutâneos. Melanomas se originam a partir dos melanócitos, que são células derivadas da crista 

neural e estão presentes na pele, folículos capilares, meninges, mucosas e nos olhos. 

Melanócitos normalmente são células com baixo grau de proliferação e responsáveis 

principalmente pela produção de melanina, um pigmento que é produzido na grande maioria 

da população em resposta a dano ao DNA induzido por radiação UV, como uma forma de 

amenizar os efeitos deletérios desse tipo de radiação. Melanomas surgem a partir de 

mutações que levam os melanócitos a instabilidade genética e aquisição de algum fenótipo 

como a resistência a apoptose ou estímulos a proliferação ou sobrevivência celular, sendo as 

principais mutações observadas acometendo os oncogenes BRAF (cerca de 80%-90% dos 

casos sendo a substituição V600E), NF1 e NRAS (51). Por estarem primariamente na pele, 

melanomas possuem como principal agente etiológico para seu desenvolvimento a exposição 

à radiação UV, o que leva esse tipo tumoral a possuir uma das maiores cargas mutacionais 

dentre todos os tipos de cânceres (52,53). Apesar da relativa baixa incidência, melanomas são 

tidos como o tipo de neoplasia mais agressivo da pele, sendo responsáveis por mais de 65% 

das fatalidades dentre os tumores nessa localidade (52,54). De fato, a grande capacidade 
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metastática, associada a considerável resistência a terapias convencionais representam uma 

parte importante de sua letalidade, fazendo desse tipo tumoral um desafio clínico e um foco 

na busca de possíveis novas terapias.           

 

1.6.1 O anti-PD-1 como imunoterapia no melanoma 

  

 Na última década, uma revolução no tratamento de diversos tipos tumorais se originou 

a partir do uso de anticorpos monoclonais inibidores de checkpoints imunológicos. A inibição 

de alvos como CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), PD-1 (Programmed Cell 

Death Protein 1) ou seu ligante PD-L1/PD-L2 (Programmed Cell Death Ligand 1/2) trouxeram 

benefícios clínicos sem precedentes. 

 PD-1 é um receptor presente tanto em linfócitos T e B como em diversos tipos celulares 

imunes inatos, como macrófagos e células dendríticas (DCs). A ligação de PD-L1 a PD-1, é capaz 

de levar a uma drástica redução da ativação, proliferação e capacidade citotóxica de linfócitos 

T, levando essas células a um fenótipo de exaustão. A ligação de PD-L1 a PD-1, em linfócitos 

T, leva a fosforilação de ITIMs (tyrosine-based inhibitory motifs) e ITSMs (tyrosine-based switch 

motifs) downstream a PD-1, o que é capaz de recrutar as fosfatases SHP-1 e SHP-2. Essas 

proteínas por sua vez desfosforilam diversas moléculas relacionadas a via de sinalização por 

TCR, assim como suprimem importantes vias de proliferação e sobrevivência celular, como as 

vias PI3K/AKT, mTOR e RAS/MAPK/ERK (55).   

Essa inibição da resposta imune, por períodos delimitados é um fenômeno importante 

na manutenção da homeostasia em condições normais, porém, são vários os tipos de tumores 

se utilizam dessa via para criar um ambiente imunossuprimido e assim escapar da imunidade 

antitumoral. A expressão de PD-L1 é reservada normalmente a macrófagos, DCs, células 

epiteliais e em certas condições a linfócitos T e B ativados. Porém, foi observado também que 

tanto células tumorais, como tipos celulares presentes no microambiente tumoral são capazes 

de expressar PD-L1 e assim levar a imunossupressão local, favorecendo o crescimento tumoral 

(56).  

 Para o tratamento do melanoma, dois são os anticorpos anti-PD-1 atualmente 

aprovados para uso: nivolumab e prembrolizumab. Desde sua aprovação em 2014 pela FDA, 

os anticorpos anti-PD-1 se tornaram a primeira linha de tratamento contra o melanoma 
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metastático nos Estados Unidos, mesmo em pacientes PD-L1 negativos. Porém, apesar dos 

grandes avanços, a ausência de resposta ou a aquisição de resistência ao tratamento com anti-

PD-1, assim como de imunoterapias em geral, é um fenômeno comum na prática clínica 

(56,57).  

Apesar da revolução no tratamento, é estimado que mais de 50% dos pacientes que 

possuem melanoma não responderão ou irão adquirir resistência ao tratamento. Ao olharmos 

a resposta anti-PD-1 de maneira mais geral, esse número é ainda maior, com cerca de apenas 

10 – 30% dos pacientes produzindo respostas robustas e duradouras (57,58). Os mecanismos 

de resistência são em sua grande maioria desconhecidos e podem agir em virtualmente 

qualquer etapa da formação de uma resposta imune, seja na geração das células antitumorais, 

como por exemplo a falta de neoantígenos ou um tumor sem relevantes infiltrados imunes, 

seja na função imuno-efetora, como a utilização de mais de uma via de checkpoint 

imunológico pelo tumor e/ou a presença de células supressoras como Tregs e subtipos de 

macrófagos, ou ainda, a resistência pode ocorrer na memória imunológica, como no caso de 

células extremamente exaustas (59). Devido a isso, é grande a busca de biomarcadores que 

possam indicar o futuro terapêutico de um paciente, e apesar disso, ainda é vaga a presença 

de um marcador robusto e preciso na imunoterapia do melanoma. Para o melanoma, podem 

ser considerados três os principais marcadores preditivos atuais: 1. A expressão de PD-L1 pelas 

células tumorais. 2. Relevantes infiltrados imunes, principalmente linfócitos CD8+, e 3. A carga 

mutacional do tumor, que tende a ser refletida na presença de neoantígenos (59–61). Apesar 

de mais bem aceitos, esses marcadores ainda são questionáveis, principalmente se levarmos 

em conta os benefícios da terapia a longo prazo.  

  

1.7 NLRP1 no melanoma e na resistência a terapia 

 

Devido a importância de NLRP1 na pele, é de se esperar que esses receptores tenham 

relevância em alguns eventos nessa localização, como já é o caso da psoríase e algumas outras 

doenças onde a inflamação constitui parte importante do processo patológico. Apesar disso, 

são relativamente inconclusivos os estudos da relação direta desse receptor em tumores 

nessa localização. 
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Em modelos celulares de melanomas humanos foi observado que NLRP1 desempenha 

um papel pró-tumoral, sendo associado a um aumento do tamanho e da viabilidade do tumor, 

a um aumento da produção e secreção de IL-1β pelas células tumorais, da atividade de NF-kB 

e a regular negativamente a apoptose mediada pelas caspases 9, 3 e 7 (14). De acordo com 

isso, variantes patogênicas de NLRP1 em humanos, onde ocorre ganho de função de NLRP1, 

aumentam a susceptibilidade a tumores de pele, levando à hiperplasia de células epiteliais 

justamente via atuação parácrina das citocinas IL-1β, IL-1a e IL-18 e NF-kB (62). 

Interessantemente, NLRP1 parece ter um efeito oposto em relação a tumores do tipo 

carcinoma de células escamosas, uma neoplasia do tipo não melanoma e derivada 

diretamente de queratinócitos. Nesse tipo tumoral, foi observado uma diminuição tanto da 

expressão como do nível proteico de NLRP1 e de outros componentes relacionados a via dos 

inflamassomas, como ASC e IL-1β (63). 

NLRP1 também foi visto ser importante para ouros tumores, como o de mama no qual, 

em humanos, sua expressão nesses tecidos é maior que nos tecidos adjacentes e foi associada 

a migração e progressão tumoral. Sua superexpressão na linhagem MCF-7 aumentou 

significativamente os tumores gerados em camundongos nudes, afetando o fenótipo celular 

de maneira promotora da proliferação e induzindo o fenômeno da transição epitélio 

mesênquima (64). De maneira oposta, a expressão de NLRP1 é diminuída em 

adenocarcinomas pulmonares quando comparados ao tecido normal. Nesse caso, uma baixa 

expressão de NLRP1 é correlacionada a uma menor sobrevida dos pacientes e a um maior 

infiltrado inflamatório local (65).    

Além de impactar diretamente na tumorigênese, NLRP1 já foi associado 

adicionalmente a induzir resistência a quimioterápicos alquilantes do DNA, como o caso da 

droga temozolamida, em inibidores de BRAF como o vemurafenib e em inibidores da via 

MAPK/ERK, podendo inclusive ser alvo do fator de transcrição oncogênico ATF4  (66–68).  

Por ser importante em queratinócitos e a na resposta a radiação UV, que podem iniciar 

os sinais da inflamação e os propagar na pele, e associado aos dados apresentados até aqui, 

podemos concluir que NLRP1 possui um alto potencial de influenciar o desenvolvimento 

tumoral de melanomas, sendo capaz de afetar tanto a célula tumoral como o seu 

microambiente.  
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2. Hipótese 

Formulamos a hipótese de que o receptor NLRP1 tem um impacto direto no 

microambiente tumoral em melanomas, possivelmente sendo capaz de atuar na diferenciação 

linfocitária ao reduzir a diferenciação de linfócitos TCD4+ para um perfil Th17 e contribuir para 

a polarização de um perfil de células Tregs. Adicionalmente, acreditamos que NLRP1 e seus 

componentes da via do inflamassoma possuem relevância em uma resposta imune na pele e 

sejam importantes no microambiente tumoral e em uma resposta positiva ao tratamento com 

anti-PD-1 em melanomas humanos.  

 

3. Objetivos 

 

• Verificar a importância do NLRP1 em linfócitos T CD4+ e na geração de uma 

resposta imune Th17/Tregs em modelo murino de melanoma subcutâneo; e 

• Avaliar datasets públicos buscando verificar a importância de NLRP1 no 

melanoma e na resistência a imunoterapia em humanos. 
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4. Conclusões 

 

A partir dos resultados apresentados acima, concluímos que: 

• Não existem grandes diferenças na porcentagem de infiltrados imunes, nem na 

intensidade das proteínas características dos principais tipos celulares imunes entre 

camundongos C57BL/6 e NLRP1 KO; 

• Linfócitos T CD4+ (naïve e ativados) e DCs são resistentes à morte celular causada pela 

ativação de NLRP1; 

• O tratamento com VbP é capaz de reduzir drasticamente o número de linfócitos T 

Foxp3+ e CD25+ diferenciados in vitro de maneira independente de NLRP1; 

• A resposta antitumoral frente a modelos de melanoma subcutâneo parece ser 

independente de NLRP1, e o tratamento com seu ativador, VbP, como agente único 

não influencia no crescimento do melanoma em camundongos, nem nas populações 

de células TCD4+ e TCD8+; 

• A expressão de genes relacionados ao inflamassoma podem servir como um marcador 

preditivo da sobrevida no melanoma em humanos; 

• NLRP1 se correlaciona a uma melhor sobrevida e a um infiltrado inflamatório em 

melanomas, mas não é preditivo para pacientes responsivos a imunoterapia; 

• A presença prévia de eventos relacionados a resposta imune humoral e a vias 

relacionadas a linfócitos B tendem a ser um bom marcador para uma resposta positiva 

ao tratamento anti-PD-1, tanto ao nível de genes como de transcritos; e 

• Diferentes eventos de splicing e a análise da consequência proteica em isoformas 

diferencialmente usadas tendem a não serem bons marcadores preditivos entre R e 

PD no tratamento com anti-PD-1. 
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6. Anexos 

ANEXO A – Produção científica e atividades extracurriculares 

 

Artigos publicados 

• Leite JA, Ghirotto B, Targhetta VP, Lima J de, Câmara NOS. Sirtuins as pharmacological targets 

in neurodegenerative and neuropsychiatric disorders. Br J Pharmacol. 2021; Available from: 

https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/bph.15570 

 

• Targhetta VP, Amaral MA, Camara NOS. Through DNA sensors and hidden mitochondrial 

effects of SARS-CoV-2. J Venom Anim Toxins Incl Trop Dis. 2021 Aug 23; 27:20200183. 

Available from: http://www.scielo.br/j/jvatitd/a/THP3Lynn4JvsgFfbLNNd8GP/?lang=en 

 

Participação em eventos e congressos 

 

• IX Annual Meeting of the Postgraduate Program in Immunology. Video Presentation. 2020.  
 

• X Annual Meeting of the Postgraduate Program in Immunology. The role of NLRP1 in the 
Th17 cell response. 2021. 
 

• Curso de Imunometabolismo – SBI, 25 e 26 de agosto de 2021 
 

• 45º Congresso Anual da Sociedade Brasileira de Imunologia (SBI) 
 

• “The Ageing Immune System” 2021 Masoro Barshop Conference on Ageing 
 

• 11th Annual Inflammation Symposium – Fox Chase Cancer Center 
 

• OMICS and DATA SCIENCE – rsg-brazil 

 

 

 

 

 

 

 

https://bpspubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/bph.15570
http://www.scielo.br/j/jvatitd/a/THP3Lynn4JvsgFfbLNNd8GP/?lang=en
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ANEXO B – Curvas de sobrevida dos pacientes da coorte TCGA-SKCM em relação aos genes 

utilizados para a construção do score de risco 
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ANEXO C – Curvas ROC e área sobre a curva do escore de risco proposto na subcoorte de teste 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curvas ROC e respectivas áreas sob curva representativas de 1, 3, 5 e 10 anos de sobrevida dos pacientes da coorte de teste 

a partir do modelo de escore de risco construído. 
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ANEXO D – Tabela de DEGs (primeiros 40 colocado segundo FDR) 

 

Hugo etal.  Riaz etal. 

Gene logFC FDR  Gene logFC FDR 

LGR6 -5,94807 0,000325  CD19 5,16345 1,78E-05 

FOXC2 -3,21445 0,000325  CLEC17A 4,961907 1,78E-05 

VTN 7,216877 0,000325  DGKE 3,871306 5,87E-05 

ALDOB 9,69302 0,00064  LINC02397 4,258734 5,87E-05 

HPX 7,809717 0,000965  TNFRSF13C 3,321461 0,000374 

ALDH1L2 -2,244 0,000965  FBN2 3,512566 0,000374 

SFN 8,513224 0,000965  CHRM5 6,122846 0,001078 

TMEM100 -3,80373 0,000965  PPP1R16B 2,183362 0,002148 

KRT17 8,033243 0,000965  NIBAN3 4,223945 0,002229 

STC2 -2,5121 0,000965  ATP8B1 4,459509 0,004078 

BGLAP -3,85625 0,000965  TRBC2 4,426571 0,005085 

IGKV2-24 -8,92701 0,000965  P2RX5 4,618682 0,005649 

ADCYAP1 -6,59831 0,001475  CNR2 4,347126 0,006307 

FHL5 -2,83852 0,001477  BANK1 3,61849 0,006307 

ELN -2,99882 0,002792  IGHV3-73 6,008519 0,006809 

APOA1 9,54674 0,002856  GP1BA 2,620746 0,00981 

MTCO3P12 6,946061 0,002856  FGA 2,681825 0,010482 

ITIH4 5,861479 0,002856  PAX5 4,163989 0,010978 

LYPD3 5,263303 0,002856  TLR10 3,607103 0,011769 

PLPPR4 -3,91866 0,002876  ANKRD33B 2,020597 0,011769 

CKM 6,357994 0,002978  FMO5 2,751404 0,015418 

ADH6 6,419969 0,003141  GPR18 3,210347 0,015719 

TNNC2 4,992222 0,003141  IRAG2 2,598152 0,018261 

HSD17B13 5,150582 0,00349  KCNJ2 2,219429 0,019796 

LAYN -2,88423 0,00349  CXCL13 3,616969 0,020866 

MXRA8 -2,6391 0,003687  ATP2A3 2,289812 0,02309 

NAPSA -4,08532 0,003707  PWAR5 2,429592 0,023234 

SSTR2 -3,34587 0,003707  VPREB3 5,151672 0,023234 

DRAXIN -4,52765 0,003707  FAM151A 5,006001 0,023234 

MMP13 -5,86391 0,003707  GRAP 2,27906 0,023234 

SLC10A4 -4,15433 0,003975  FCER2 4,812744 0,023234 

C1QTNF12 -3,41493 0,004055  PSCA 4,274734 0,023234 

FLG 5,064885 0,004064  NELL2 2,133039 0,023234 

GOLGA8S -4,19676 0,004064  C1orf116 -4,7682 0,023576 

ACAN -3,07484 0,004064  TCL1A 5,288537 0,02424 

AOC3 -3,0246 0,004064  RGS13 4,29795 0,024622 

KRT10 4,051685 0,004064  PRSS12 3,451193 0,024622 

TRPA1 -4,61093 0,004064  CR2 5,779791 0,024622 

FOXL1 -2,70874 0,004064  SEPTIN1 2,357646 0,025517 

MSX1 -2,90135 0,004064  FDCSP 5,054474 0,025517 
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ANEXO E – Tabela de DETs (primeiros 40 colocado segundo FDR) 

 

Hugo etal.  Riaz etal. 

Gene logFC FDR  Gene logFC FDR 

PRKAR1A -5,76526 0,002279  HSD17B11 5,821103 1,42E-06 

VTN 7,428951 0,002279  EDEM1 7,9071 1,46E-06 

FOXC2 -3,21475 0,002279  H6PD 8,508955 3,37E-05 

MXRA8 -4,39504 0,002279  P2RX5-
TAX1BP3 

4,486697 7,20E-05 

PKDCC -2,58872 0,002279  PEBP1 4,442066 0,00014 

ALDOB 9,88216 0,002279  LINC02397 4,229326 0,00076 

RAVER1 -5,98233 0,002279  METTL8 3,115886 0,002931 

FGFR1 -4,87433 0,002386  RPS2 3,287305 0,002931 

FAM131B -6,07347 0,002386  DIABLO 2,445009 0,003029 

YAP1 -5,70705 0,002798  NA 4,781712 0,003029 

TMEM199 3,596895 0,002798  TNFRSF13C 3,323819 0,003029 

MUC20P1 -4,87136 0,002798  CHRM5 6,151158 0,005036 

HPX 8,639264 0,002798  CD19 4,940663 0,005799 

SFN 8,642478 0,002798  CS 4,998358 0,009142 

ZMIZ1-AS1 -3,64397 0,003559  SH2B3 5,325294 0,009313 

IGKV2-24 -8,87973 0,004202  HPR 5,539297 0,009831 

DCSTAMP -5,3066 0,004202  LINC00926 2,935665 0,01082 

NTSR1 -5,28774 0,004517  C6 6,216106 0,014981 

TSHZ3 -2,00545 0,004788  ORM1 9,007842 0,014981 

SLC27A5 6,166467 0,004788  STOM 6,448116 0,014981 

ABHD14B 4,677792 0,004979  TNRC18 4,685953 0,015277 

ITGA5 -4,00714 0,005303  CNOT1 7,450285 0,016858 

MFAP2 -4,24881 0,005303  ICAM2 4,815926 0,016858 

PRICKLE4 -1,93775 0,005303  PRG4 5,633063 0,016858 

COL17A1 6,59135 0,005303  PEAK1 5,157014 0,016858 

EIF3L 6,850041 0,005803  TRBC2 4,418252 0,017387 

STC2 -2,51727 0,005996  ALB 4,207403 0,017387 

SORCS2 -4,43424 0,006246  ARPC4-TTLL3 -10,4027 0,01892 

CARD8 -3,79733 0,006246  FCRL1 4,373402 0,019662 

NAPSA -5,13893 0,00626  PRDX6 5,035841 0,01975 

MUC20 -4,34231 0,00626  P2RX5 4,310434 0,01975 

CEP131 -3,70485 0,007352  MGST1 2,261289 0,020511 

ATP6V1G1 -2,95303 0,007352  IGHV3-73 5,980696 0,020511 

NID1 -9,18878 0,007522  FGB 2,634822 0,020511 

TWF2 -2,1518 0,007767  CNR2 4,328116 0,022806 

PJVK -3,83524 0,007884  BSCL2 5,140424 0,024256 

MTCO3P12 6,894132 0,00823  NCOA2 5,264839 0,02445 

CKM 6,395805 0,009129  CYP2C9 7,135159 0,025576 

HSD17B13 5,319274 0,009129  ADD3 5,016356 0,02877 

UCHL1 -4,96916 0,010253  CALM2 4,536903 0,02877 
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ANEXO F – Exons do novo transcrito 

 

Na tabela abaixo é possível observar as posições genômicas do novo possível transcrito encontrado do 

gene RDH16. Em destaque estão as únicas diferenças (cerca de 50nt) entre ambos os datasets. 

 

 Hugo etal.  Riaz etal. 

Transcript 56951378 56959374  56951431 56959374 

Exon1 56951378 56952246  56951431 56952246 

Exon2 56952827 56952990  56952827 56952990 

Exon3 56954906 56955164  56954906 56955164 

Exon4 56957138 56959374  56957138 56959374 

 

 

Em comparação, o consorcio ENSEMBL tem em seu banco de dados apenas duas isoformas anotadas, 

sendo uma delas referente as posições 56951438-56959374, porém contendo apenas 3 exons, e outra 

não codificante com posição 56951431-56957608, contendo também apenas 3 exons 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000139547;r=12:56951438-56959374;t=ENST00000360752
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000139547;r=12:56951431-56957608;t=ENST00000398138
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ANEXO G – Tabela de DUTs (40 melhores colocados segundo ValorQ) 

 

gene_name IF1 IF2 dIF isoform_switch_q_valu
e 

switchConsequencesGen
e 

Rank 

RNF216 0,366 0,516 0,15 0 NA 1 

PLCG1 0,638 0,766 0,128 0 NA 2 

GOLM1 0,439 0,318 -0,12 0 FALSE 3 

GOLM1 0,556 0,673 0,117 0 FALSE 4 

ETFA 0,256 0,134 -
0,123 

0 TRUE 5 

FURIN 0,655 0,487 -
0,168 

0 NA 6 

KIAA0319L 0,652 0,779 0,128 0 NA 7 

NAXE 0,334 0,467 0,134 0 NA 8 

RGS14 0,473 0,599 0,126 0 NA 9 

GRK2 0,439 0,648 0,209 0 NA 10 

MAGED1 0,285 0,421 0,136 0 NA 11 

DYNC1H1 0,702 0,809 0,106 0 NA 12 

SDAD1 0,542 0,672 0,13 0 TRUE 13 

MT-ATP6 0,18 0,583 0,403 0 TRUE 14 

SLC39A14 0,477 0,312 -
0,165 

2,00E-301 FALSE 15 

EPS15 0,338 0,539 0,202 1,07E-299 TRUE 16 

MRPL37 0,337 0,593 0,257 1,06E-279 TRUE 17 

CTNNBIP1 0,15 0,049 -
0,101 

1,43E-270 FALSE 18 

BAG4 0,626 0,441 -
0,185 

9,54E-253 FALSE 19 

BAG4 0,36 0,547 0,187 1,05E-252 FALSE 20 

COPS3 0,594 0,282 -
0,311 

1,74E-251 NA 21 

RNASEK-
C17orf49 

0,197 0,301 0,104 1,50E-249 NA 22 

SEL1L 0,438 0,326 -
0,112 

1,40E-245 NA 23 

WDR36 0,329 0,599 0,271 1,07E-243 FALSE 24 

ARFGAP2 0,304 0,412 0,108 6,16E-243 NA 25 

THADA 0,336 0,449 0,113 8,77E-239 FALSE 26 

IGHG2 0,226 0,046 -0,18 1,08E-238 NA 27 

PPP1R21 0,299 0,441 0,142 1,06E-232 TRUE 28 

CEP350 0,207 0,334 0,127 4,82E-223 NA 29 

SLC41A3 0,419 0,558 0,139 1,69E-220 NA 30 

GLB1L 0,118 0,225 0,108 2,21E-215 NA 31 

CDKN1C 0,284 0,454 0,17 2,70E-212 NA 32 

FAM13B 0,336 0,451 0,115 3,91E-208 NA 33 

EDEM3 0,251 0,433 0,182 1,85E-191 FALSE 34 

MYOF 0,521 0,672 0,151 1,69E-179 NA 35 

TMTC4 0,158 0,27 0,112 4,51E-179 TRUE 36 
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