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O Linfoma de Burkitt (LB) € o subtipo de linfoma délulas B mais comum na infancia. As recentesalestas
relacionadas a patogénese do LB evidenciaram acdtivda via de PI3K em coopera¢cdo com c-Myc no
desenvolvimento do LB. Neste estudo, observamosaqui de PI3K/Akt é alvo de Inibidores de Histona
Deacetilase (HDACIi) em células do LB. A combinagim HDACi (NaB) e quimioterapia (VP-16) inibiu a
proliferacédo e levou a parada do ciclo celular e&diMscom concomitante diminuicdo na fase S. Analde
microarranjo mostraram regulagéo diferencial de g&es apds o tratamento com VP-16, 729 genes aBreN
1413 genes com a combinacdo NaB/VP-16, indicanda possivel acdo sinérgica dessa combinacdo. As
andlises transcricionais revelaram alteragdes hassnde RNAm relacionados com processos comodpana
ciclo celular, vias relacionadas com p53, repar®Né e fosforilacéo, incluindo a desregulacao dekPIAlém
disso, a inibicdo do crescimento celular foi radaeida com a reducdo da fosforilacdo de Akt e diilpdrauda
expressdo de c-Myc em aproximadamente 60%0.005). Adicionalmente, HDACI levou ao aumento da
expressdo de miRNAs envolvidos na via de PI3K/Agtdadiferacao celular como miR-101, miR-143 e miés1

em linhagem celular de LB. Os niveis dos mesmosNABRestavam extremamente reduzidos em 46 amostras
tumorais de pacientes com LB. Uma vez determinaqaréicipacdo da via de PI3K/Akt na resposta ao
tratamento com HDACI, investigamos o efeito da cmaffo de HDACi (SAHA) e inibidor de PI3K
LY294002 nas células do LB. Observamos que a caagBim € capaz de promover parada das células emiG0/G
com diminui¢do da proliferagdo celular. Quando iavabs o efeito da combinagdo SAHA/LY294002 na
capacidade de migracéo celular observamos dimioulgadcapacidade de migracdo. Ao analisar a expreesa
a-tubulina e f-actina observamos que o tratamentmbiotado diminuiu o ndmero de células polarizadas,
corroborando o resultado do ensaio de migracadacekintretanto, isso nao foi correlacionado coexpressao

de Cdc42, uma RhoGTPase envolvida com a polarizeehdar. Adicionalmente, o tratamento com SAHA
resultou em aumento da acetilacéo de tubulina, @dvBlDAC6. A analise da expressao génica das fasilio

A, B, C; Rac 1, 2 e 3 e Rnd 1, 2 ee¥elou aumento de expressdo de todos os genesntisioto, apenas a
expressdo protéica de RhoB apresentou correlagdio osodados obtidos através do ensaio de gPCR. Em
concluséo, nossos resultados apontam para a paltdade de combinacdo de HDACi com outras drogas al
cuja agdo envolve as novas vias de sinalizacdmd#e no LB. Esta abordagem terapéutica pode naelloor
resultado do tratamento nos casos de LB refrat@m responsivo a primeira linha de tratamento, aém
contribuir para a compreenséo da patogénese.

Palavras-chave: Linfoma de Burkitt, HDACI, prolégéo celular, PI3K, miRNA, migracao celular
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ABSTRACT

Burkitt lymphoma (BL) is a B-cell lymphoma more comn in children. The recent
discovery in BL pathogenesis highlighted the atiraof PI3K pathway in cooperation with
Myc in BL development . In this study we demonstdathat PI3K/Akt pathway is a target to
HDACI in BL cells. The combination of HDACi (NaBhd chemotherapy (VP16), inhibited
the proliferation and enhanced the blockage ofd#lé cycle progression at G2/M with a
concurrent decrease in the S phase. Microarrayilprehowed a synergistic action of
NaB/VP-16 combination through the differential rigion of 1413 genes compared to 500
genes regulated by VP-16 and 729 by NaB. Transonigk analyses showed changes in
MRNA levels of pathways related to p53, DNA repphliosphorylation, PI3K deregulation.
Besides, the inhibiton of the cell growth was retato reduced Akt phosphorylation, and
decrease of c-Myc protein expression by about §0%Q.005). Moreover, HDACi enhanced
the expression of miRNAs related to PI3K/Akt patlgveand proliferation as miR-101, miR-
143, and miR-145 in BL cell line. The same miRsev@und to be extremely downregulated
in 46 paediatric BL samples. Since PI3K/Akt pathwayinvolved in HDACI treatment
response, we investigated the effect of HDACi SA&Ad PI3Ki LY294002 combination in
BL cells. The combination leads to cell cycle ares GO/G1 fase, cell proliferation
inhibition. The SAHA/LY294002 treatment also inh#ithe cell migration. The combined
treatment decreased the number of polarized @diserved by-tubulin and f-actin staining.
However it was not related to Cdc42 expressiomddition, SAHA treatment leads to tubulin
acethylation, which is HDACSG target. Rho familyRlso A, B, C; Rac1,2e3eRnd1,2e 3
expression increased. Nevertheless, only RhoB iprtggels were correlated to qPCR data.
In conclusion, our data suggest that a combindt@pmproach complementing existing
chemotherapy strategies is promising for BL treatime
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1 INTRODUCAO

1.1 O Linfoma de Burkitt como Modelo de Estudo

Os linfomas constituem aproximadamente 10-12% dastas malignidades em pacientes
pediatricos (BIRCHet al, 2003; CHIU; WEISENBURGER, 2003; HEEREMg al, 2005).
Desses casos, 7-10% séo linfomas ndo-Hodgkin (L&N&)% séo linfomas de Hodgkin (CHIU;
WEISENBURGER, 2003). Em rela¢éo a incidéncia disos de LNH, é notério um aumento do
namero de casos na populagdo ocidental nos ultamos, principalmente entre os pacientes
adultos (CLARKE; GLASER, 2002; HEEREMA et al., B)pDenquanto que abaixo dos 15 anos
de idade a incidéncia de LNH tem permanecido catesteom um discreto aumento na faixa de
15 a 18 anosDe acordo com o Instituto Nacional de Cancer — RBrasil, estimam-se 4.940
casos novos de linfoma ndo Hodgkin (LNH) em honmeds850 em mulheres para o Brasil, no
ano de 2014m adultosTais valores correspondem a um risco estimado @ &sos novos a
cada 100 mil homens e 4,77 a cada 100 mil mulheres.

Na infancia e adolescéncia, a incidéncia do LNHBmasil € semelhante aquela dos
paises em desenvolvimento correspondendo a 8.®ifidio para LNH e, mais especificamente,
2.9 por milh&o para o linfoma de Burkitt (LB), (FRRIRA, J. M.et al, 2012).

O LNH pediétrico difere do adulto no que diz regpeio comportamento bioldgico, ao
sistema de estadiamento, protocolos de tratamemgsmosta terapéutica. Enquanto que em
adultos sdo mais frequentes os linfomas de bairteemediario grau de malignidade, a maioria
dos LNH da infancia séo linfomas de alto grau déignalade (SANDLUND; DOWNING;
CRIST, 1996). Existe uma consideravel variacdo gdmg na incidéncia e distribuicdo dos
subtipos de linfomas. Na Africa Equatorial, quaé&o5dos canceres infantis sdo linfomas com
predominio do LB. Nos paises ocidentais, aproxinmegeie um terco dos LNH da infancia séo
Leucemia/Linfoma Linfoblastico (LL), 40% LB, 10-20%nfoma Difuso de Grandes Células B
(LDGCB) e 10-20% séao diagnosticados como Linformegpéasico de grandes células (LAGC).

Dentre os LNH, o LB € uma neoplasia de céluladt@rente agressiva que constitui a
maioria dos linfomas de células B da infancia eaméndos linfomas de células B do adulto
(Figura 1.1) (HOCHBERGt al, 2009). Esse linfoma pode ser classificado emvaésintes de
acordo com sua distribuicdo geogréfica, incidée@asociacdo com o virus Epstein-Barr (EBV):
a) endémico, com 98% de associagdo com o EBV;dorédico, com 15- 30% de associagdo ao

1



EBV; c¢) LB de pacientes associado a AIDS com 30-4l#@associacdo com o EBV (BRADY;
MACARTHUR; FARRELL, 2007).

A LDGCB B

Folicular 1% 20% Burkitt 21%

Burkitt 38% Outros |
6%, /

Linfobdléstico -

Outros . J .
0, 0, [
204 Linfoblastico 29% 29% aC

17%

Linfocitico de células
DGCB
30%

pequenas 5%
Folicular 40%.

q ﬁ/ LAGC 5%
Outro Linfoblastico 5%

Burkitt 5% 10%

Figura 1.1: Frequéncia dos subtipos de Linfoma ndo-Hodgkirstraado a maior incidéncia do LB na infancia
comparado com a fase adulta: (A) 0-14 anos, (B)4.an0s e (C) 20 anos ou mais. Adaptado de Hoclabvexg
(HOCHEBERG et al., 2009).

Como caracteristicas comuns a todos os subtipa8 deemos que todos surgem a partir
de linfécitos B diferenciados derivados do centerngnativo e apresentam hipermutacao
soméatica na regido variavel da cadeia pesada daomgiabulina do receptor de célula B,
indicando que a expanséo clonal ocorreu em uméacBlulo centro germinativo. Do ponto de
vista histolégico, o LB € caracterizado por célutes tamanho médio, monomodrficas que
apresentam cromatina grosseira com multiplos nladée moderado citoplasma basofilico,
frequentemente contendo vacuolos lipidicos. O LBsgnta um padréo difuso de infiltracdo e
uma aparéncia caracteristica de “céu estreladoiddea alta taxa proliferativa, apoptose
frequente e presenca de numerosos macrofagos dontgulas tumorais fagocitadas. As
células do LB séo positivas para CD10/CD20/IgM/B& k- tipicamente negativas para BCL-2

(MOLYNEUX et al, 2012). A assinatura molecular do LB é a ativagdooncogene-Myc
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através de translocacfes que envolvem o l6cus mmcglyc no cromossomo 8qg24, para 0s |oci
das imunoglobulinas (lgs) no cromossomo 14932 (eapesadai), 2pll (cadeia leve) ou
22q11 Q). Estas translocac0fes justapdem toda a sequédifecante do gene-Mycao ativador
transcricional dos genes tgs (LINDSTROM; WIMAN, 2002). Como resultado dessavagéo

a proteina c-Myc passa a ser expressa de formditatima ativando genes relacionados a
diversos processos celulares como divisado celmiatabolismo celular, apoptose, atividade do
teldbmero, entre outros (HECHT; ASTER, 2000). Ddstana, a ativacdo de c-Myc resulta em
proliferacdo celular descontrolada no LB, uma descipais caracteristicas da maioria dos
canceres humanos (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Comsut@ado, é tipica a alta taxa de
proliferacdo celular observada no LB e evidencipela detec¢cdo do antigeno de proliferacéo
celular Ki-67 em mais de 95% das células tumoisssa caracteristica é utilizada como um dos
critérios para diagnostico histopatolégico do LBGMYNEUX et al., 2012). Além do perfil
proliferativo, as células do LB apresentam elevdddges de apoptose. Como forma de conter
os estimulos apoptéticos favorecendo a proliferagdo desenvolvimento tumoral, ocorrem
eventos secundarios que levam a inativacdo depvisgpoptoticas exemplificados pela inibigdo
das proteinas Bim e Puma (membros pro-apoptétiadardilia BCL-2), aumento de expresséo
de RNAs e MicroRNAs virais, mutacdes éR53 (KLUMB et al, 2003) e silenciamento de
p16™**2 (Figura 1.2).

Apesar da alta taxa de proliferacdo do tumor, cemmpb de duplicagéo celular em torno
de 24 horas, o prognostico dos pacientes com LBomddasticamente nas duas Ultimas décadas
com a introducéo de quimioterapia intensiva deacduracdo (KLUMBet al, 2004; PATTEet
al., 2001). Recentemente, o foco tem sido a modifwaig tratamento para regimes eficazes,
porém com menor toxicidade principalmente nas ¢caar{(PATTEet al, 2007). Outro foco € a
exploragdo do conhecimento da biologia molecularddanca para o desenvolvimento de
estratégias de terapia que possam resgatar osnfeacieefratarios ao tratamento, ou que
apresentam recidiva visto que, em geral, estegmi@s apresentam pobre resposta a terapia nesta
circunstancia (HAGEMEISTER, 2002). O LB € um caspar de doenca maligna em que um
tratamento utilizado inicialmente em criancas fpiiGado em pacientes adultos resultando em
melhora da resposta e sobrevida (MAGRA@Hal, 1996). No entanto, o emprego de regimes
intensivos em adultos esta relacionado a uma ntaikicidade incluindo, neurotoxicidade,

mucosite severa e toxicidade hematolégica.
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Figura 1.2: Modelo esquemaético representando a inativacadadeapoptoéticas e ativacdo de vias de proliferacéo,
favorecendo o estabelecimento tumoral no LB. O aionda express@o de Myc leva a estimulos proliferaite
apoptéticos. Porém, com a inativacdo de eventoptéiicos ocorre predominancia dos estimulos deferatéo
mediados pela via de PI3K. Adaptagéo de Klumb, C.E.

Portanto, os estudos atuais buscam o desenvolonumtestratégias de terapia que
possam resgatar os pacientes refratarios, ou gquesesgpam recidiva, além de regimes de
tratamentos eficazes com menor toxicidade. Recamtannovos estudos vém elucidando os
mecanismos moleculares envolvidos na patogéneselBjo quebrando paradigmas bem
estabelecidos até entdo. Sabidamente, o LB é umplaséa com alta taxa de proliferacéo,
normalmente associada a expressao constitutivaMigcc Entretanto, Sander 2012 e Schmitz,
2012 (SANDERet al, 2012; SCHMITZet al, 2012) mostraram de forma muito elegante o
envolvimento da via de PI3K/Akt de forma cooperatoom Myc translocado. De acordo com
Sander e colaboradores, combinando a expressatiuaive de c-Myc e a atividade de PI3K em
células do centro germinativo de camundongos ocoardormacdo de tumores como o LB,

extremamente relacionados com o LB humano no queedpeito a histologia, marcadores de
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superficie e perfil de expressao génica. Estedtageis indicaram que a desregulacéo de c-Myc e
a atividade de PI3K cooperam na patogénese do tidnitz e colaboradores. (SCHMITZ et al.,
2012) utilizando técnicas como sequenciamento d& BRRNA de interferéncia, delinearam vias
regulatdrias que cooperam com c-Myc e seu papegémico no LB. Em 38% dos casos de LB
esporadicos, ocorrem mutacdes no gea@dlD3levando a producdo de isoformas de Ciclina D3
estaveis que favorecem a progressao do ciclo cekma 70% dos casos, essas mutaces afetam
o fator de transcricd®CF3 (E2A), ou 0 seu regulador negatiiid3. TCF3 ativa a sinalizacdo de
sobrevivéncia via PI3K, possivelmente através dmemio constitutivo da sinalizacdo de
receptor de linfécitos B (Figura 1.2). Os dados sdssdois trabalhos sugerem novas
oportunidades no tratamento de pacientes com LBdaAde acordo com Sander e Rajewsky,
2012 (SANDER; RAJEWSKY, 2012), o modela vivo de LB desenvolvido a partir de
mutagénese constitui uma importante ferramenta teatas de novas estratégias de tratamento,
levando-se em consideracdo a fisiologia normal sistema imune funcional. Além disso,
possibilita 0 estudo de mecanismos envolvidos ssediinacdo do LB para o sistema nervoso

central (SNC), testiculos e ovério.

1.2 Myc translocado: possivel alvo terapéutico?

O proto-oncogenec-Myc estd normalmente desregulado na maioria dos @&scer
humanos. Esse fator de transcricdo regula divegenss envolvidos em transdugéo de sinais,
regulacdo de ciclo celular, metabolismo, apopte@skesdo celular e biossintese de proteinas
(CHANG et al, 2008). Para que Myc possa se ligar ao DNA e exeseu papel de ativador
transcricional, € necessario que ocorra a formalgideterodimero Myc/MAX que pode ser
inibido pela ligacdo competitiva de MAX a MAD1. @mplexo MAX/MAD recruta histona
deacetilases (HDACs) que reprimem a expressao gj§MicAPPROTH; WIRTH, 2010). A
regulacdo da expressao de c-Myc € um processo ermpglie pode ocorre transcricionalmente
ou através de alteracdes poés traducionais queligiarasua estabilidade (LUSCHER, 2012). A
ativacdo da transcricdo de c-Myc € mediada pelagdig das histonas acetil transferases
CBP/p300 e TIP60/GCN5 ou do fator de transcricAdEPb, enquanto que sua repressao
transcricional € modulada por diversos mecanisnugsigcluem a interacdo desses complexos
com o fator de transcricdo MIZ-1 prevenindo o reamento da molécula de ativacdo p300
(LUSCHER; VERVOORTS, 2012). Em células normais, geMpresenta uma meia vida curta e
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dificilmente pode ser detectado paestern blotting Entretanto, células tumorais, como as
células do LB (énfase desse estudo), incorporamt@venutacionais a sobreposicéo de vias de
sinalizacéo e por isso apresentam e toleram ait@isrde expressdo de c-Myc. Myc é capaz de
regular a expressao de 10 a 15% de todos os gamemnbs. Em células normais, c-Myc, além
de ser responsavel por promover a sintese de maeteélacionadas ao ribossomo, que vao
garantir a massa celular necesséria antes da alie&alar, c-Myc promove a divisdo celular
através do aumento da expressédo de genes comuadGliE2F e CDK4, e da repressédo da
expressao de genes envolvidos na parada de clalarceomop27, pl15 p21, p57, promovendo

a passagem da fase GO/G1 para S (BOUCHARD; STALLUHRERS, 1998). Dessa forma, a
desregulacdo de c-Myc é um potente indutor da fpraido em linfocitos. Entretanto, a
superexpressao desse proto-oncogene induz res@odtpeoliferativas e apoptéticas como a
inibicdo de membros antiapoptoéticos da familia BC(BLC-2, BCLXL) ou superexpressao de
membros proapoptéticos (BIM, PUMA) (Figura 1.3) glesem ser sobrepujadas para que ocorra
a linfomagénese como mencionado anteriormente r®antasta gama de genes regulados por c-
Myc, podemos incluir a regulacdo de um grande nander microRNAs (miRs) com funcdes
oncogénicas e ou supressores tumorais. Myc lesuperexpressédo ddusteroncogénico miR
17-92, mas a maioria dos miRs diretamente regulpdo£-Myc apresentam-se com expressao
diminuida (CHANG et al.,, 2008; SANDER; BULLINGERYIRTH, 2009). Essas alteracfes
em miRs serdo discutidas posteriormente no topiecedpordara as alteracdes epigéneticas.

O papel oncogénico de c-Myc tem estimulado a bpscaestratégias terapéuticas que
visam neutralizar seus efeitos. Porém, a proteiiMyc per si ndo € considerada um alvo
terapéutico promissor e por isso estao surgindasiestratégias que visam reduzir sua expressao
interferindo na dimerizacdo com MAX, ou na suadémao DNA, ou mesmo interferindo na
expressao de genes situados mais abaixo na cadeatsnalizacdo iniciada por c-Myc.
Entretanto, a maioria dessas estratégias aindaeapean dificuldades de aplicacdo em modelos
in vivo (ALBIHN; JOHNSEN; HENRIKSSON, 2010; BERG, 201Nesse contexto, torna-se
extremamente importante a investigagcéo de viaxgoperam cons-Myc levando a proliferacéo
celular como a via de PI3K/Akt considerada atuabemem promissor alvo terapéutico uma vez
gue, isoladamente, a desregulacdo de c-Myc nadicdeste para promover a linfomagénese
(KLAPPROTH; WIRTH, 2010).
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Figura 1.3: Vias moduladas pela desregulacdo de Myc: A dekrefio de Myc leva a alteracdoe em vias
relacionadas com proliferacdo, sobrevivéncia e encetular. Adaptado de Spender & Inman (SPENDERJAN,

2014).
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1.3 Via de sinalizacdo de PI3K/Akt

As quinases fosfatidilinositol 3 (PI3Ks) séo agmgmem trés classes (I-11l) que diferem
em sua estrutura e funcdo (FRUMAN; MEYERS; CANTLE®98; VANHAESEBROECKet
al., 1997; VANHAESEBROECK; WATERFIELD, 1999). As enms de classe | tém sido
muito bem estudadas e estdo sendo consideradagamntps alvos terapéuticos para o cancer e
doencas do sistema imunologico. Essa classe dma&nz dividida em classe IA que é ativada
via sinalizacdo de receptores de tirosina quinR3«K]) e classe IB que é ativada por receptores
acoplados a proteina G (GPCR). Sdo enzimas heteéddas que consistem de uma unidade
catalitica chamada pld0p ou & (codificada pelos geneBRIK3CA, PIK3CB e PIK3CD,

respectivamente) que se associam a uma subunelgulatoria, p85. A classe | de PI3Ks age em
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trés substratos: fosfatidilinositol (Pl), inositanofosfato (PI(4)P) e bifosfato (Pl(4,%)P
adicionando grupamento fosfato no anel inositoleeagdo PI(3)P, PI(3,4)Pe PI(3,4,5)B,
também chamado de RIfFigura 1.4) que funciona como um importante sdgunensageiro na
célula sendo considerado o principal mediador dé&atlie de PI3K (CARPENTERt al, 1990).
PIP; estd constitutivamente elevado na maioria daslaséltumorais e recruta proteinas
citoplasmaticas para regides especificas de memlpamovendo uma cascata de sinalizacéo
oncogénica.

l

@D — )

Figura 1.4. Via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR evidenciando asf@milacdo dos substratos derivados de
inositolfosfato por enzimas especificas. Adaptael@€Ho (CHO, D. C., 2014)

As proteinas oncogénicas recrutadas incluem mendardamilia de quinase AGC (Akt),
familia de tirosina quinase TEC e diversos modukeslala atividade de pequenas GTPases
(VANHAESEBROECKZ et al, 2001). Embora a classe |l esteja relacionada @oggulacdo da
adesao celular e reorganizacdo de actina duramtégieacédo celular (DOMINet al, 2005;
MAFFUCCI et al, 2005), suas funcdes e importancia ainda estdestoiadas devido a
limitacdo de ferramentas farmacolégicas para saud@gDOMIN et al, 1997; VIRBASIUS;
GUILHERME; CZECH, 1996). A atividade de PI3K poder snibida diretamente através da
remocao do grupamento fosfato do fosfatidilinosit@diado pela fosfatase PTEN produto do
genePTEN, o0 gene supressor tumoral mais frequentemente metadtumores (Let al, 1997;
MAEHAMA; DIXON, 1998). Os estudos recentes que @ralm expressao génica sugerem que
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a via de PI3K é a mais alterada nos tumores humaando o genBIK3CAo segundo oncogene
mais frequentemente mutado (SONG; SALMENA; PANDQLFI12). Embora outras quinases
abaixo de PI3K como GSK3 e BTK apresentem rele@anoi contexto tumoral, a via classica
descrita apresenta Akt como o principal alvo redmpil@or PI3K, regulando a expressédo de
diversas proteinas envolvidas no crescimento c¢elupoliferagcdo, migracdo, adesao,
neovascularizacdo e apoptose. Uma vez localizadaemabrana, Akt é ativada por fosforilacao
dependente de PDK1 e complexo 2 mTOR (TORC2) ems desiduos, Thr308 e Ser473,
respectivamente (QIU; KUNG, 2000; TESSIER; WOODGEZ006). A quinase mTOR é um
efetor critico abaixo de Akt e se apresenta em dmisplexos com func¢des distintas, TORC1 e
TORC2. PI3K/Akt regula a atividade de TORC1 que priocipal regulador do crescimento
celular, uma vez que controla a traducdo de prateém resposta a diversos fatores como a
disponibilidade de oxigénio e nutrientes, ATP eravacidos (LAPLANTE; SABATINI, 2012).
Em condi¢des favoraveis para o crescimento tumdr@RC1 fosforila diversos substratos,
promovendo um processo anabdlico e suprimindo psosecatabdlicos como a autofagia. O
principal regulador da atividade de TORC1 € o cexplcontendo as proteinas TSC1, TSC2 e
TBC1D7 (DIBBLE et al, 2012; HUANG, J.; MANNING, 2008). A fosforilacéde TSC2 via
Akt leva a supresséao do efeito inibitorio do compldSC em TORC1. TORC1 age através de
seus efetores como 4E-BP e S6K que fosforilam T&@@2esiduos distintos de Akt estimulam a
sintese de proteinas e a entrada na fase G1 doceicllar. J& TORC2 regula a sobrevivéncia e
proliferacdo celular através da fosforilacdo de, &&&K3 e AMPK que também séo capazes de
fosforilar TSC2. (LAPLANTE; SABATINI, 2012). Levamdse em consideracao o papel central
dessa via na proliferacdo e crescimento celulas, én&urpreendente, que as células tumorais
desenvolvam mecanismos que mantenham a via deARiBRTOR constitutivamente ativa. Em
diversos tipos tumorais ja foram descritos mecanésde ativagdo de RTKs como mutacdes e
amplificacdes que culminam na ativacdo da via @k/Rkt/mTOR. No LB, recentemente os
trabalhos vém demonstrando a expressao constitdéveia de PI3K cooperando com c-Myc
translocado como um novo paradigma na patogénesge denfoma como ja& mencionado
anteriormente. Dessa forma, a via de sinalizagdaratnte definida por PI3K, Akt e mMTOR &
extremamente importante no contexto de sobrevigéwmla célula tumoral, controlando as
principais vias relacionadas com a tumorigénese ocomwiclo celular, sobrevivéncia,
metabolismo, migracdo e instabilidade genbmica (BEE; FRUMAN, 2011), e ainda

contribuindo com a progressdao tumoral promovendgiog@nese e recrutamento de células
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inflamatorias (HIRSCHet al, 2013) sendo extremamente atrativa para o desemasito de
terapias alvo.

1.4 Inativacéo dep16'N**

contribuindo com a proliferacao no LB

P16N**? também conhecido como CDKN2A, MTS1, INK4a e CDK&#luma das
proteinas mais estudadas na ultima década devidewomportante papel desempenhado no
controle do ciclo celular, na senescéncia e nhordedamento de varios tipos de cancer (GIL;
PETERS, 2006; SHARPLESS, 2005). O gpH¥““?est4 localizado no cromossomo 9p21, no
l6cus INK4a/ARF que codifica além ¢eL6"“** também outra proteina derivada em regido
promotora diferente, P14ARFRl{ernating reading frame Ambas sdo consideradas proteinas
supressoras tumorais envolvidas nas vias cont®lpelas proteinas Rb e p53, respectivamente
(SERRANOEet al, 1996).

P16" 2 ¢ membro da familia de proteinas inibidoras delmes dependentes de quinase,
capaz de promover uma parada no ciclo celularasa G1(SERRANO et al., 1996). P16 liga-se
as CDKA4 ou 6 inibindo a formacgédo do complexo eatoiclina D e a CDK 4/6 que é responsavel
pela fosforilagdo de membros da familia Rb. A madjde permanece néo fosforilada, Rb liga-se
fortemente ao E2F, um fator de transcricdo de geumescodificam proteinas que regulam a
passagem da fase G1 para S, impedindo a progrdsséizlo celular e, consequentemente, a
proliferacéo celular (SERRANO et al., 1996). Desselo, a perda da expresséao de'Bistem
um impacto na regulacdo de um grupo de genes edwslwio controle da progressao do ciclo
celular, permitindo que a célula entre na fase IBapassando o ponto de checagem G1/S
(SHERR; ROBERTS, 1995). Recentemente tem sido dstramto que P1¥“® também esta
relacionada com o processo de senescéncia cehaamitt et al., 2002). A expresséo de ‘P18
aumenta acentuadamente com o envelhecimento naiandas tecidos de camundongos, e em
tecidos humanos da pele e do rim (RESSLdERil, 2006; ZINDY et al, 1997). No entanto,
ainda ndo sdo compreendidos totalmente os sinaisieggencadeiam a senescéncia e o papel da
P16Y%*? neste processo (ROMAGOSH al, 2011). Além disso, séo atribuidas outras fungbes
P16" 2 como envolvimento no processo de apoptose, anuisgée invasao celular. Em relacdo
a apoptose tem sido observado em linhagens ceduteeplasicas que a superexpressao de
P16" “® & capaz de induzir a apoptose tanto dependentecgumalependente de p53 (CALB
al., 2004; KATSUDAet al, 2002). Por tltimo, P1¥“? parece contribuir substancialmente para
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a hematopoese, promovendo a diferenciacdo e apommescélulas eritréides através da
modulacao da proteina antiapoptotica BCL-X e dorfde transcricdo nuclear Kappa B (NF-kB)
(MINAMI et al, 2003).

Inativacdo e alteragbes génicas ghé"*? sdo identificadas comumente como forma de
inibicdo do controle do ciclo celular em variosospde tumores incluindo os de origem
hematoldgica (PINYOlet al, 1998; SERRANO et al., 1996). Este gene é coraideum dos
genes mais frequentemente mutados nos cancerentsi8HERR; ROBERTS, 2004). A
inativacdo geralmente é decorrente de delecdes #igatas, perda de heterozigosidade,
mutacdes pontuais e hipermetilacdo do DNA (ORTEGWLUMBRES; BARBACID, 2002;
SHARPLESS, 2005). O tipo de inativacao € especffana cada tipo de tumor, no entanto, mais
frequentemente sdo encontradas delecbes homozigdtipermetilagdo do DNA (ORTEGA et
al., 2002). A perda da expresséao de'"i£8é frequente nos linfomas agressivos, pois rept@sen
uma vantagem para o desenvolvimento da célula aIm@GdiERMAN et al, 1997;
VILLUENDAS et al, 1998). Sendo assim, a presenca da metilacid éf&*® em linfomas de
células linféides B tem sido associada a perdaxgeessao protéica (KLANGBYt al, 1998;
VILLUENDAS et al., 1998).

No LB, a frequéncia de metilagdo detectada nos tesnadestes pacientes foi
aproximadamente de 40% e também correlacionada diorimuicdo do nivel de expresséo
proteica. Entretanto, estudos correlacionando sepga de metilacdo e perda de expressao de
p16™“? no LB nao avaliaram o impacto no prognéstico (HEZRMet al., 1997; KLANGBY et
al., 1998). Recentemente, nosso grupo mostrou eansénie de 51 pacientes que a metilagdo em
p16™“? ocorre em uma frequéncia maior que a relatada arente em outros estudos,
sugerindo um mecanismo adicional na patogénes@8d&DBAINA et al, 2015).

H& algumas evidéncias de que c-Myc é capaz de pemeosuperexpressdo de P8
em células humanas (GIL; PETERS, 2006). Desse mddagerido que as alteracbes genéticas
e/ou epigenéticas sdo importantes na patogéneséRlasna vez que sdo necessarias para
bloquear os efeitos da ativacdo de 'B¥6 como a parada no ciclo celular e a senescéncia
(LINDSTROM; KLANGBY; WIMAN, 2001). Nos ultimos anoas alteracdes epigenéticas tém
sido foco de estudo em virtude de seu envolvimentadiversos tipos de cancer, notavelmente,

também nos linfomas e serdo descritas no topiegars
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1.5 Epigenética

O termo epigenética é usado para descrever diesrediehd6menos bioldgicos que nédo
seguem os principios genéticos de herdabilidadse Esrmo foi descrito primeiramente na
década de 40 e desde entdo diversos eventos bimdogile ndo estdo codificados na sequéncia
de DNA vem sendo classificados como eventos epigesé Os estudos recentes mostram que
esse fendmeno biol6gico apresenta mecanismos coguesenvolvem metilacdo do DNA,
modificagdo em histonas e alteraces de microRN&®]o os dois ultimos o foco deste trabalho.
Atualmente, o termo epigenética refere-se a todadtaracoes estaveis de tracos fenotipicos que
nao sdo codificados na prépria sequéncia de DNAY(BN, 2005; FEINBERG; OHLSSON;
HENIKOFF, 2006; ROUNTREEt al, 2001). Os mecanismos epigenéticos possuem unh pape
critico na resposta fisiolégica normal a estimudmsbientais, estabelecendo os padrdes de
expressao génica apropriados. Entretanto, expas@dggentes quimicos, fisicos e infecciosos
podem induzir alteracbes epigenéticas levando aepsos neoplasicos. Estudos funcionais
mostraram que as principais alteracdes encontraaastlula tumoral como silenciamento de
genes supressores tumorais, ativacdo de oncogiefegp na maquinaria de reparo do DNA e
desregulacao da morte celular podem ser desenasdéiaeita ou indiretamente por desregulacéo
epigenética. Entretanto, a real contribuicdo deeyaades epigenéticas em canceres especificos
permanece desconhecida, embora alguns estudosapqoe o silenciamento génico contribua
para selecdo de mutacbes especificas que favoracerogressao tumordBAYLIN; OHM,
2006).

1.5.1 Modificagbes em Histonas

A estrutura da cromatina é influenciada por diverszodificacbes em histonas que
apresentam um papel importante na regulacdo de@ssgw génica e na carcinogénese (ELLIS;
ATADJA; JOHNSTONE, 2009; ESTELLER, 2008). Cada Ieossomo apresenta
aproximadamente 146 pb de DNA envolvidos em umnoeté de histonas que consiste em duas
subunidades de H2A, H2B, H3 e H4 (ZHANG, &t al, 1999). As histonas coordenam as
alteracdes entre heterocromatina — DNA extremamamieelado e inacessivel a maquinaria de
transcricdo — e eucromatina — DNA exposto e capagedigar aos fatores que vao regular sua
transcricdo (LUND; VAN LOHUIZEN, 2004). As modificAes em histonas ocorrem em regioes
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demoninadas caudas que consistem na sua regidomhtde sendo o principal alvo de
modificacbes poés-traducionais. Essas modificachelsiem metilacdo, acetilacdo, fosforilacao,
sumoilacdo, biotinagcdo e ubiquitinacdo, sendo mspeiS por instruir as alteracdes
transcricionais relacionadas a diferenciacao cellatretanto, os mecanismos pelos quais a
célula define, nas fases precoces do desenvolvimeetl estado especifico de diferenciacéo
permanece desconhecido. As modificacdes em histmrdsolam a expressédo génica levando a
ativacdo ou silenciamente de diversos genes. Aatinende genes expressos em determinadas
células é marcada com modificacbes em histonas coetiltacdo em H3K4 e acetilacdo de H4
gue levam a transcricdo génica, enquanto que a anesmmatina quando apresenta marcacdes
relacionadas a repressdo da expressao génica cetilacdp na H3K27, leva ao silenciamento
génico. A maioria das modificagbes ocorrem em wesidde lisinas, argininas e serinas nas
caudas de H3 e H4 (ELLIS et al., 2009). A metilagdacetilacdo nas lisinas de histonas séo
processos enzimaticamente reversiveis e sao ‘®scpor lisina metiltransferases (KMTs) e
lisina acetiltransfrases (KATS) e “apagadas” painh demetilases (KDMs) e histonas
deacetilases (HDACs), sendo as enzimas histondltacetferases (HATs) e HDACs as
principais enzimas responsaveis por esse procd#g€oOBUZIO-DONAHUE, 2009). As
HDACs e HAT compreendem um grande grupo de enzguasestdo divididas em familias. A
atividade enzimatica dessas proteinas ndo estétaegpenas a histonas. Diversos substratos
diferentes de histonas ja foram identificados. Eenaly os “escritores” e as “borrachas” de
marcas em histonas, leem proteinas que contém a@méspecializados em ligacdes de
modificacdo de histonas e por isso controlam dagefsingdes fisioldgicas nas células e vém
sendo considerados importantes alvos para o tratamde neoplasias (HABERLAND;
MONTGOMERY; OLSON, 2009; WANG, Zet al, 2008)

1.5.2 Os microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) surgem a partir de um grupo dmes especializados que, apos
sua transcri¢cdo, dao origem a sequéncias de RNAregites complementares dentro da mesma
fita simples. Estas regides pareiam entre si edormastruturas em forma de algca, ou grampo de
cabelo (hairpin). Cada miRNA reconhece diversos Risageiros (MRNA) e, quando ligados
a sequéncias 3'UTR destes, alteram a estabilidadenBNA ou blogueiam sua traducéo
(BARTEL, 2004; LIMet al, 2005). Mais de 10.000 miRNAs ja foram identifioace dentre
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estes aproximadamente 940 sdo detectados em hsi(fBA¥ED; ABDELLATIF, 2011). Os
miRNAs sdo RNAs pequenos e ndo codificantes coroxapadamente 22 nucleotideos que
alteram a expressao de genes alvos envolvidos eensds vias inclusive as relacionadas ao
tratamento do cancer e mecanismos de quimiorasiate/ASILATOU; . 2010). Em 1993, foi
descoberto que o gene chaméide4 nao codificava uma proteina @aenorhabditis elegans
esse foi o primeiro miRNA descoberto capaz de srguégativamente a expressdo da proteina
lin-4 (LEE, R. C.; FEINBAUM; AMBROS, 1993). Desdentdo, o numero de estudos
relacionados a essas moléculas vém crescendo rfmadtie.

A biossintese dos miRNAs € extremamente complesa @icia a partir transcricdo
realizada pelas enzimas RNA polimerase |l e lltradscrito primario € chamado de pri-miRNA
e se mantém no ndcleo para um processamento meg@adam complexo constituido por
Drosha, uma Rnase, e DGCR8 que atua como um cofatq@ri-miRNA é clivado em uma
estrutura em forma de grampo de aproximadamente chaimado de miRNA precursor (pre-
mMiRNA). O pre-miRNA é transportado através dos ponoicleares para o citoplasma pelo
receptor exportina-5. No citoplasma, através de rgaedo de hidrélise catalisada pela Dicer em
conjunto com outras proteinas como TRBP e PACTeenpRNA torna-se um miRNA maduro.
Dicer produz um miRNA de fita dupla miRNA/miRNA* oo aproximadamente 20 nt. A fita
passageira (MiRNA*) € removida e o miIRNA maduronéoiporado a familia de proteinas
Argonautas formando o complexo efetor de silencramerISC (Figura 1.5) (WAHID, 2010)
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serdo processados por complexos de enzimas espscifierando RNA fita simples com aproximadamegte 2
nucleotideos capazes de reprimir a expressédo deimas. Adaptado de Gargalionis & Brasda (GARGALISN
BASDRA, 2013).

Os estudos recentes mostram que além da via candescrita acima, existem diferencas
no processamento de alguns miRNAs como os mirtoessgo miRNAs derivados de introns
através desplicing alternativo (WINTERet al, 2009). O aumento ou diminui¢do da expressao
dessas moléculas podem estar diretamente ligadespédsta dos pacientes a quimioterapia
(ALLEN; WEISS, 2010). Além disso, por serem molésupequenas, sdo mais estaveis que o
MRNA e podem ser detectadas em amostras fixadasliddas em parafina, assim como em
fluidos corporais. Estas caracteristicas sugerem api miRNAs possam ser biomarcadores
promissores (FERRACIN; VERONESE; NEGRINI, 2010).d&scoberta de biomarcadores é
importante na determinacdo do curso e da respast&ratamento, além de possibilitar a
diminuicdo dos custos dos tratamentos atravéssg@mibilidade de terapias especificas.

Muitos trabalhos mostram a importancia dos miRNAsnmaturacdo da célula B e no
desenvolvimento de linfomas de células B (DI LISial, 2012). O oncogeneMyc possui um
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papel importante na linfomagénese da célula Bciatimente no LB e vém sendo apontado
como regulador da expressdo de até 60 miRNAs. Mosos anos, muitos trabalhos foram
publicados com o objetivo de caracterizar o pediexpressédo de miRNAs em diversos tumores.
Esses trabalhos visam aumentar o nimero de fertasngoe auxiliem no diagndstico preciso e
no acompanhamento da resposta ao tratamento dentesc Em relagdo ao LB, Di Lisio e
colaboradores (DI LISIO et al., 2012) mostraram gum total de 35 miRNAs desregulados, 14
tinham expressdo aumentada e 21 apresentavam s&grdsninuida, quando comparado a
outros LNH. Os membros ddustermiR-17-92comomiR-17-3p, miR-18a, mir-19a, miR-18b
mMiR-92 apresentaram expressdo aumentada, enquanto qumile flet-7 é comumente pouco
expressa nesses tumores (SAMPS&€MI, 2007). Também os miRNA®IR-155, miR-146a a
familia miR-29 (a, b, ¢) que regula p53, estavarm expressdo diminuida. Esses achados
corroboram trabalhos anteriores que mostraram alag@p positiva daluster miR-17-92em
amostras derivadas de LB. Entretanto, o aument@xgaessdo desseluster tambéem foi
observado em amostras que nao apresentavam c-Mytsldcado, mas apresentavam
amplificacdo da regido 13g31.3, mostrando queluster miR-17-92 relacionado com a
aceleracdo do desenvolvimento tumoral (HEetLal, 2005) pode ter sua expresséao alterada por
amplificacdo génica e néo sé pela superexpressédvje (ROBERTUSet al, 2010). Acredita-

se que ocluste miR-17-92esteja relacionado com a tumorigénese, pois lesapaessao da
expressao de diversos reguladores negativos dasde@aPI3K e NkB, e inibe a via
mitocondrial da apoptose (Ji&t al, 2013). Dentre os outros miRNAs regulados por @Myir-

101 foi descrito apresentar expresséo reduzida 6svead B (ROBERTUS et al., 2010). Este
mMiRNA faz parte de uma familia de miRNAs envolvata funcdes celulares como proliferacéo,
invasdo e angiogénese (SEMAAdt al, 2011; SMITSet al, 2010).miR-101induz apoptose e
suprime a tumorigénese vivo e in vitro e inibe a invasdo e migracao de células derivddas
tumores géastricos (WANG, H. ét al, 2010).miR-101também esté relacionado com a apoptose
induzida por cisplatina em células de carcinomaatwelular (HE, X. Pet al, 2012). Além
disso, omiR-101apresenta expressao reduzida em cancer de p(Gh#d, H. M.et al, 2011),
cancer gastrico (WANG, H. J. et al., 2010) e no(CBIANG et al., 2008). A expressado ectdpica
de miR-101 diminui a capacidade de células de hepatoma deafem coldniasn vitro e
desenvolverem tumores em camundongaode(SU et al, 2009). De acordo com a base de dados
miRecords(Biolead.org), esse miRNA apresenta 7 alvos vatdaMYCN, ICOS, MCL1,
PTGS2, EZH2 e ATM). Dentre eles, destacamos a iptantiapoptética MCL1, membro da
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familia BCL2, cuja diminuicdo da expressao foi cedaada com a apoptose induzida por HDACI
em células derivadas do LB em estudo recente deormgrsipo (DOS SANTOS FERREIR&t
al., 2012).

O miR-145pertence a uma classe de possiveis supressoresaisimma vez que esta
frequentemente pouco expresso na maioria dos temdento omiR-143 quanto omiR-145
estao localizados a uma distancia de aproximada&nigBtkb um do outro no cromossomo 5933
(IO et al, 2010). Nos tecidos normais humanos a expredsfiniR-143 -145¢é detectada, mas
em diversos tumores como cancer de colon, cancgriga leucemia linfocitica cronica e
linfomas de células B (DI LISIO et al., 2012), aléla diversas linhagens tumorais humanas, o
nivel de expressdo desses miRNAs encontra-se extiente reduzido (AKAGCet al, 2010).
Mais especificamente, a baixa expressamife-143e -145 foi demonstrada em neoplasias de
células B e em linhagens celulares derivadas doddBroborando esses dados, a transfeccéo da
linhagem Raji derivada do LB com os precursoresniiés1430u -145 maduros leva a inibicdo
do crescimento celular (AKA®@t al, 2007). O achado mais relevante relacionadmias145foi
originado do trabalho de Sachdestal que definiu o papel dmiR-145na regulacdo pos-
transcricional de c-MycmiR-145tem o oncogene-Myc como seu alvo direto e sua inibicdo
pode ser dependente ou independente de p53 deoacond os niveis deniR-145na célula
(SACHDEVA et al, 2009). Além disso, esse trabalho também demansiue omiR-145¢
expresso em resposta ao estresse através dae\WalKIAkt e p53. miRt43 e -14%estdo com
expressdo reduzida em linfomas de células B, anteetainda ndo esta claro como esses

mMiRNAs contribuem com a tumorigénese no LB.

1.6 Migracao Celular

O aumento da capacidade migratoria de células raimmesta diretamente relacionado
com o desenvolvimento tumoral. A migracao celulmpte que as células, além de escaparem
dos tecidos acometidos e penetrarem em orgaosdeseadjacentes (invaséo), disseminem para
orgaos distantes com a subsequente formacdo des nonédulos tumorais (metastase)
(ALEXANDROVA, 2014). Este processo € responsawhpnaioria das causas de morte em
pacientes oncoldgicos. Para que isso ocorra, aslaséltumorais precisam apresentar
caracteristicas novas, completamente diferentes,pgumitam uma migracdo efetiva sobnovas

condicbes de microambiente. Essas alteracbes s@darfientais para romper barreiras
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intersticiais, penetrar através da membrana basatrasés de diferentes tipos de matriz
extracelular, bem como alcancar vasos sanguindiogagcos para entdo colonizarem regides
remotas do corpo (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Acredde que a aquisicdo de novas
caracteristicas que suportam a proliferacdo destadd e faciltam a disseminacdo e
sobrevivéncia em novos microambientes é sustepi@danstabilidade gendémica dessas células,
gue leva ao surgimento e consolidacdo de novastadms e a progressdo tumoral
(ALEXANDROVA, 2014).

1.6.1 Mecanismos celulares e moleculares relacioredcom a migracao celular

Cada uma das propriedades relacionadas com a gsédgrdumoral como: atividade
migratéria aumentada, proliferagcdo exacerbada eegw®@ncia em condicdes adversas s&o
devido a mecanismos moleculares complexos. A agusdo fenotipo de motilidade esta
associada a alteracdes no citoesqueleto, distumboscontato célula-célula, alteracdes na
morfologia celular, aumento da atividade de metalginases, assim como alteragbes em
diversos outros mecanismos (CLARKE; GLASER, 2002)

A migracdo de leucécitos ocorre devido a forcaadpes e transmitidas pelo esqueleto de
actomiosina, assim como ocorre na maioria dasagkiuicariotas (VICENTE-MANZANARES;
SANCHEZ-MADRID, 2004). Os diferentes tipos celuwrpodem adotar formas distintas de
migracdo, que sdo normalmente categorizadas ddacom a estrutura e dindmica da borda do
tecido e da organizacdo do citoesqueleto. As pan€i categorias de migracdo celular sao:
migracdo individual - amebdide ou mesenquimal - adetiva - migracdo de unidades
multicelulares coesas (Figura 1.6). A migracao autkl) normalmente refere-se ao movimento
de células arredondadas que perdem as adesfes fftdiiras e as fibras de estresse (FRIEDL;
BORGMANN; BROCKER, 2001; LAMMERMANN; SIXT, 2009)Existem dois subtipos de
movimento amebdide. No primeiro ocorre 0 movimed&s células através da formacgédo de
blebby de membrana. Essas células ndo aderem nem mesmanip o substrato para a
migracdo. Ja no segundo subtipo, ocorre em céuhabodides ligeiramente mais elongadas que
geram um filopddia rico em actina, apresentando fnata interagdo com o substrato (FRIEDL;
WOLF, 2010).

18



Tipode
Migracao

. Ameboide
C% (Blebby)
X ‘ I

Ameboide

Cﬁ (pseudopodal,
—

Morfologia

filapodal)
)

= Mesenquimmal ~ +—

Transmissio
mudticelular

Coletiva —

Figura 1.6: Morfologia celular e tipos de migracao: A nometwla dos tipos de migracédo é baseada na morfologia
celular. Cada tipo de migracao é controlada pomananismo molecular diferente que pode ser reguadacordo
com o modo de migracédo. Adaptado de Friedl (FRIEYQLF, 2010).

Os leucécitos migram de forma individual, portante forma amebdide. Durante a
migracdo celular, ocorre a segregacasmall GTPasesomo: RhoA, Rac e Cdc42 que serédo
responsaveis pela polarizacdo caracteristica deagdig celular (Figura 1.7) (LAMMERMANN,;
SIXT, 2009) e cujo papel sera descrito a seguir.
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1.6.2 O papel da familia RhaGTPase na migracao celular

A familia de GTPases Rho vem sendo reconhecid@ aratial na transducao de sinais
por mais de 20 anos. As analises em membros ddidacoimo RhoA RAS homologue gene
family member Racl e Cdc42c€ll division cycle 4p indicaram papel importante dessas
proteinas no citoesqueleto. Essas proteinas tarmpggaentam papel essencial na divisao celular,
sobrevivéncia, migracdo e adesdo (TYBULEWICZ; HENEIHON, 2009). A familia
compreende 23 membros com estruturas primariagiorkdas e de acordo com analises
filogenéticas, os membros da familia foram dividiéon subfamilias (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Rho GTPases de camundongdsvore filogenética das 23 Rho GTPases de camurajangstrando
como sédo agrupadas em subfamilias. Adaptado deléwlzz & Henderson (TYBULEWICZ; HENDERSON,
2009).

A maioria dos membros da familia Rho é capaz dgaea GTP (forma ativa) ou GDP
(forma inativa) (JAFFE; HALL, 2005). Quando ativesio capazes de transduzir sinais ligando-
se a proteinas efetoras. Alguns membros como: RhdBTB, RhoH, RhoU e RhoV néo
apresentam esse tipo de regulacdo, sendo basieahgadios a GTP. Esses membros apresentam
sua expressdo regulada através de fosforilagdo t®@somecanismos que aumentem sua
estabilidade. A troca entre a forma ligada a GTGD® € regulada por GEFguanine nucleotide
exchange factojse GAPs GTPase-activating proteinsGEFs ativam a familia de Rho GTPase
promovendo a liberacdo de GDP, permitindo a ligagd& TP, enquanto que os GAPs inativam

as enzimas promovendo a hidrolise de GTP. Alénodessistem modificacbes em suas porgdes
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terminais que serdo responsaveis por sinalizar gpa@a localizagdo na membrana plasmatica,
onde sua funcéo de sinalizacdo celular serd exergida vez que muitas das proteinas efetoras
estdo associadas a membranas. Por isso, a fortivaida Rho GTPases € sequestrada no citosol
por GDIs @uanine nucleotide dissociation inhibitdrque se ligam ao grupamento prenil na
porcdo C-terminal de Rho, prevenindo sua associagdmembranas (GARCIA-MATA,;
BOULTER; BURRIDGE, 2011). Isso faz com que as RAd®@ses sejam capaz de regular sinais
de acordo com a sua localizac&o subcelular.

O conceito de que as Rho GTPases estao envohédaganizagao da arquitetura celular
durante a migracdo celular foi construido por HRIikley e Nobes que, ja& na década de 90,
demonstraram que a Rho GTPase Rac promove a fasntgdamelipdédia em resposta ao
estimulo de PDGF (RIDLEt al, 1992), enquanto que RhoA estimula a formacéaobdasf de
actiomiosina contracteis com a sinalizacdo com LRALEY; HALL, 1992). Poucos anos
depois, Nobes mostrou que Cdc42 é capaz de pronaof@macdo de filopddia e ativar Rac
(NOBES; HALL, 1995). Esses achados demonstram gistéeeuma interacdo entre os membros
da familia Rho GTPase e as proteinas efetoras rgplgem: proteinas cinases, fosfolipases e
proteinas adaptadoras, que culminardo em alteragbesitoesqueleto necesséarias para a
migracdo celular. Entretanto, a expressdo das RFa&es varia de acordo com o tecido e é
regulada por diversos estimulos (HEASMAN; RIDLEY03).

No contexto de leucdcitos mais especificamenteg gae ocorra a migracao é necessaria
a polarizacao celular como dito anteriormente. aDtg a migracado, os leucdcitos apresentam na
regido frontal, lamelipédios ricos em F-actina e megido caudal um uropddio contratil
(HEASMAN et al, 2010). Durante a transmigragao, os leucdcitosndsim o lamelipddios e o
filopodiois abaixo do endotélio (Figura 1.9). Essdieracdes conformacionais sao reguladas
pelas Rho GTPAses Racl e Rac2 que regulam a pdag@&o da actina através de uma cascata
de ativacdo de efetores que € iniciada no compMAYE e culmina na polimerizacdo da actina
através da ativagdo do complexo Arp2/3 (ROUGERIELON, 2012) que também pode ser
ativado via Cdc42 (HARRIS; TEPASS, 201A)despolimerizacédo da actina pode ocorrer atraves
da ativacao de cofilina, que por sua vez tem adaiile inibida por Rho e Rac. Dessa forma, as
small GTPases sédo capazes de ndo somente induzir acpplgéo de actina, como também
impedir a despolimerizacdo da mesma durante a qdigrde leucocitos (KIUCH&t al, 2007).
Além disso, a contragdo do uropodio também depededanalizacdo mediada por membros da
familia de Rho GTPases como RhoA e seu efetor RCBAMNCHEZ-MADRID; SERRADOR,
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2009). Outras Rho GTPases também participam daagéigrde leucécitos como RhoH que
guando pouco expressa altereh@ming de leucocitos para medula 6ssea (TROEGERI,
2012). Entretanto, ainda h& a necessidade de staidos para a compreensao da participacdo de

outros membros da familia na migracao de leucqcitesim como a utilizagdo dessas moléculas
como alvo terapéutico.
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Figura 1.9: Papel de Rho GTPases na migracéo transendoteledg@ema demonstra a participagédo de diferentes
membros da familia de Rho GTPases nas distintas fis migracao transendotelial. Adaptado de InfarRedley
(INFANTE; RIDLEY, 2013).

1.7 Novas abordagens terapéuticas
1.7.1 Os inibidores de Histona Deacetilase

Os inibidores de histona deacetilase (HDACIi) sdoaunova classe de agentes
antineoplasicos capazes de causar alteracdes nessp génica. Dentre os efeitos citotoxicos
desses compostos estdo: a inibicdo da prolifereglatar, a inibicdo do ciclo celular e a apoptose
(Figura 1.10). Por isso, estas drogas estdao seadsideradas uma nova ferramenta para a
denominada terapia epigenética (BATTY; MALOUF; IS2R09).
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Figura 1.10: Efeitos moleculares e fisiol6gicos do tratamento oo HDACi. HDACI previnem a deacetilacédo de
histonas, resultando na estrutura da cromatinatealeefavorecendo a atividade transcricional, lewaadefeitos
celulares e sitémicos como a apoptose, paradactma@lular e diminuicdo da metastase. Além dissbstrataos
néo histénicos como tubulina, Hsp90 e quinasesmaddeseu perfil de acetilacdo alterado frentalzatdo desses
inibidores. Adaptado de Walkinshaw & Yang (WALKIN8M/; YANG, 2008).

HDACIs representam uma familia de compostos quisgnire apresentam quatro classes
estruturais: acidos graxos de cadeia pequena coButiato de Sodio, hidroxamatos como o
Voriostat ou SAHA, benzoamidas e tetrapeptideofco& Cada classe apresenta afinidade
distinta as histonas deacetilases (HDAC). Apenaksse dos hidroxamatos, € capaz de inibir
todas as HADCs classicas e por isso sdo chamadBsardelDACi (WALKINSHAW; YANG,
2008). Dentre os HDACI de origem natural, os matsidados sdo o Butirato de Sédio (NaB) —
acido graxo derivado da fermentagcdo bacterianaititasf no célon (ROYet al, 2006)— e a
Tricostatina A (TSA) — hidroxamato isolado deeptomyceqYOSHIDA et al, 2003). Em
relacdo aos mecanismos envolvidos na supressaagaupromovida pelos HDACI, é descrito
gue essas moléculas funcionam como co-repressaresticionais. Estima-se que 2%-10% dos

genes sao alterados pelo tratamento com HDACI.sEskbaracdes envolvem tanto o aumento
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guanto a diminuicdo da expressao génica (XU; PARKNE MARKS, 2007). Além de
participar da regulacdo da expressdo génica, @sbedores alteram o perfil de acetilagcdo de
alvos nédo histdnicos como tubulina, Hsp90, p53 eenbutros fatores de transcricéo
(WALKINSHAW; YANG, 2008).

A apoptose € a principal forma pela qual os HDA®Iuzem morte celular. Entretanto,
evidéncias mostram que a apoptose induzida por HBAGdependente de ativacdo de p53 e
dependente da ativacdo de proteinas da familia B€uno BAX, BID e BIM (LINDEMANN
et al, 2007) e pode ser inibida pela superexpressaaoadeipas anti-apoptéticas como BCL-2 e
BCL-XL (SUBRAMANIAN et al, 2005). O mecanismo molecular responsavel pela
sensibilidade seletiva das células tumorais aos EiD#inda ndo é bem conhecido. Algumas
evidéncias sugerem que as células tumorais saatearadas por apresentarem histonas
hipoacetiladas e que a superexpressdo de HDAGegtdvida na tumorigénese (LIU, &t al,
2006; MAHLKNECHT; HOELZER, 2000). Outros autoresreditam que a apoptose induzida
pelos HDACI depende da elevacdo dos niveis de espéeativas de oxigénio (ROS) e que
baixos niveis de tioredoxina presentes nas cétulasrais ndo seriam suficientes para exercer
seu papel anti-oxidante (BUTLER al, 2002).

Além da seletividade por células transformadagdiilDaCi apresentam a capacidade de
aumentar os efeitos citotoxicos de drogas antidsoms. Estudos recentes em linhagens
celulares de leucemia linfoblastica T (DOS SANT&&I, 2009), em linfoma cutédneo de células
T (HEIDER et al, 2009), em linhagens celulares de céncer de diee(@CATALANO et al,
2007) e também, em tumores solidos avancados (RAMBAM et al, 2007) mostraram que é
evidente a potencializacdo do efeito citotoxicaydienioterapicos utilizados no tratamento dessas
neoplasias. Isso sugere a possibilidade de reddgddose dos quimioterapicos, mantendo os
mesmos efeitos citotoxicos, consolidando a idéia utiizacdo de HDACi como drogas
adjuvantes no tratamento, no intuito de reduzirefestos colaterais toxicos observados nos
protocolos de tratamento quimioterapico (DOS SANEDSEI., 2009).

Até a presente data, trés inibidores foram aprovgedta U.S. FDAUWnited States Food
and Drug Administrationpara o tratamento do linfoma cutaneo de céluldsCICT): 1- acido
hidroxamico suberoylanilida, também chamado denestat ou SAHA (Zolinza, Merck and Co.,
Inc.); 2- romidepsina, também chamado de depsigpeptie FK228 (Istodax, Gloucester
Pharmaceuticals), utilizados para tratamento deTL@a novembro de 2009 e para o tratamento

de linfoma de células T periférico (LCTP) em ma@2a011; 3- Belinostat, também chamado de
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PXD101 (Beleodaq, Spectrum Pharms, Inc.) foi aptovem Julho de 2014 para o tratamento de
LCTP (Drugs@FDA).

1.7.2 Os inibidores de PI3K

Existem seis classes de agentes inibidores dal3&—Rkt-mTOR ja sendo testadas em
ensaios clinicos: pan inibidores da classe | d&Pit8bidores de isoformas seletivas, analogos
de rampamicina, inibidores de sitios ativos de mT@Bidores pan-PI3K-mTOR e inibidores
de Akt (Figura 1.11).

raptor
mTOR
mLST8
/ rnTORC'I
{ 4EBP'I ) DJ’U&SK

‘k Alvo para terapia J—

_EIF4E ) -.; ] % ) D

® Ganho de fungédo

Sobrevivéncia Celular
Proliferagdo

® Perda de fung:ﬁo Traducdo de Proteinas

Figura 1.11: A via de PI3K/AKT/mTOR. Alvos moleculares paraagia anticancer e as alteragées mais comuns:
ganho de funcdo em verde e perda de funcdo em Nermfedaptado de Polivka & Janku (POLIVKA; JANKU,
2014).

No nosso estudo daremos foco aos pan-inibidoréss Esram os primeiros inibidores da
via de PI3K a entrarem em estudos de fase cligigses agentes inibem a atividade quinase de
varias isoformas da subunidade p110, competindéoea reversivel pelo sitio de ligacdo a
ATP. Muitos desses compostos passaram por faseektglos clinicos e foram testados em

diversas doencas. Os estudos clinicos iniciaisrengeue em geral esses inibidores sdo bem
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tolerados (BENDELLet al, 2012), porém existe toxicidade relacionada atarmanto como
hiperglicemia, lesdes de pele, estomatite e efaitdaterais gastro-intestinais como nauseas,
vomitos e diarréia. Embora alguns efeitos de sspresumoral tenham sido observados, ainda
nao foi atingida uma resposta robusta quando essegostos sdo utilizados como monoterapia,
exceto em tumores com alteracbes conhecidas ndeViRI3K/Akt/mTOR. Isso ocorre uma vez
gue a via de PI3K esta relacionada a diversos gsosefisioldgicos e mTOR € a via referida
como sensor de nutrientes e fatores de crescingastaélulas em divisdo (ENGELMAN; LUO;
CANTLEY, 2006). Por essas raz0es, as pesquisassatisam a busca por novos alvos que
possam potencializar os efeitos encontrados comilzmigores da via de PI3K além de diminuir

as doses preconizadas, que muitas vezes sao aveier

1.8 Justificativa para o estudo

A busca por alvos moleculares torna-se importaategprocesso de tentativa de novas
abordagens terapéuticas em diversos tipos de c&@spacialmente, em uma situacéo de falha ao
tratamento. Os estudos recentes visam a identilicde biomarcadores para pacientes de risco
elevado de falha ao tratamento que seriam candidatos para 0s novos agentes & sere
incorporados aos ja existentesno intuito de obter uma melhor resposta ao tratdmneom
consequente aumento de probabilidade de sobrdsmdaim estudo anterior, publicado durante o
estagio de aperfeicoamento Il do Programa de Balsa¥NCA e realizado no Laboratério de
Hemato-oncologia Celular e Molecular do Programa lemato-Oncologia Molecular,
observamos que o HDACI, NaB, era capaz de poteramiah morte celular promovida por
quimioterapicos utilizados no tratamento dos pde® com LB que apresentam recidiva ou
refratariedade ao tratamento de primeira linha g&rig Em sequencia aquele estudo, a proposta
atual foi conduzida visando determinar os mecarssanvolvidos na morte celular promovida
por esses compostos em células do LB, além detigaesiovas vias moduladas por HDACIs
gue contribuem para resposta ao tratamento no lf®ssam ser potencializadas através de

combinacdes de drogas alvos mais especificas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal:
Analisar a expressao génica, proteica e de miR&A®lvidos na inducéo da apoptose, e
na inibicdo da proliferacdo e migracdo celular iatal por HDACIi associado a quimioterapia,

ou a inibidores da via PI3K em células do LB.

2.2 Objetivos Secundéarios:

* Avaliar a inducéo de apoptose/inibicdo da pradiféo e distribuicdo do ciclo celular

mediados pelo Butirato de Sodio (NaB) isolado amlmioado com Etoposide (VP-16);

* Analisar o perfil de expresséo génica e asagliErs transcricionais apos o tratamento

de linhagens do LB com NaB isolado ou combinado@pP-1

* Elucidar a participacéo da via de PI3K/Akt na retp@o tratamento com NaB, VP-
16 e NaB/VP em linhagem do LB;

* Avaliar o efeito do tratamento com NaB e VP-16 asols ou combinados na
expressao de c-Myc e p16 em linhagem do LB;

* Analisar a expressao dosR-101, -143 -145em linhagem tratada ou ndo com NaB
e VP-16 isolados ou combinados, e em amostrasortusnde pacientes com LB
obtidas ao diagnostico;

* Investigar a influéncia da expressdo defR-101, -143e -145 na probabilidade de
sobrevida global dos pacientes com LB;

» Avaliar a sensibilidade das linhagens derivadatBl@o PI3Ki combinado, ou néo,
com HDACI;

* Investigar o efeito da combinacao PI13Ki e HDACidistribuigdo do ciclo celular;

» Elucidar a participagcédo da via de PI3K/Akt na retaao tratamento com PI3Ki e
HDACI;

» Avaliar o efeito da combinacdo PI3Ki/HDACI na caipiacle de migracdo das células
do LB.

e Avaliar o efeito da combinacdo PI3Ki/HDACi na exgs&o génica, protéica e na

ativacdo de membros da familia Rho GTPase
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecao de Pacientes

Amostras tumorais de 46 pacientes pediatricos diagndstico de LB matriculados no
Servico de Hematologia do Instituto Nacional de ¢@&n(INCA) foram selecionadas
retrospectivamente no periodo de Janeiro de 198ého de 2008. Todas as amostras foram
obtidas ao diagnostico e os pacientes tratadosated@com o protocolo LNH-98, adaptado dos
protocolos BFM 86-90. Os pacientes receberam imeate citorreducdo com ciclofosfamida e
prednisona. Em seguida, os pacientes foram trateoslos4 a 6 ciclos de poliquimioterapia de
acordo com o grupo de risco (KLUMB et al., 2004).s@btipo histologico do LNH-B foi
classificado de acordo com os critérios da Orggadzalundial da Saude (OMS) (SABATTINI
et al, 2010). Quanto ao estadiamento dos pacientesitifiziado o sistem&t Jude Children’s
Research Hospitatjue classifica em uma escala de | a IV o estagia@aknca, levando em
consideracdo caracteristicas observadas ao diagn@stmo o sitio e nimero de regides de
envolvimento da doenca (MURPHat al, 1989). Antes do inicio da analise, o estudo jdaha
sido submetido e aprovado pelo Comité de Etica esgisa no INCA — CEP n° 047/07, como
parte do projeto INCT-Cancer (Anexo Il). O critégara inclusdo no estudo foi confirmacéo do
diagnostico de LB, idade de 1 a 18 anos e dispatadie de material tumoral incluido em
parafina no momento do estudo, e como critério xd#usdo a associacdo do LB ao virus da
imunodeficiéncia humana.

3.2 Cultura de Células

As linhagens celulares Raji (ATCC® CCL®Y, Daudi gentilmente cedida pela®Dr
Emmanuelle Boulanger, na época do Laboratorio dauea sobre o Timo - FIOCRUZ e
Namalwa, gentilmente cedida pela®Matricia Favaro do Laboratdrio de Biologia Molecut
Celular do Hemocentro da Unicamp, ambas positieaa p presenca do virus Epstein Barr e
com mutacdes no gepd3 foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementama 2mM de |-
glutamina (Gibco®) e 10% de soro fetal bovino (SEHB20) em estufa com ambiente iumido a 37
° C com 5% de C® O meio de cultura foi trocado a cada trés diascencentracdo de células
mantidas nas garrafas era de Zxt6lulas/mL de meio de cultura. Todas as linhaderam

testadas e certificadas da auséncia de contamipacaoicoplasma por PCR.

29



3.3 ldentificagédo das Linhagens Celulares

3.3.1 Analise doSTR (Short Tandem Repedé Locos Humanos

Para a determinacao dos gendétipos das linhaganares, enviamos as amostras de DNA
das linhagens para o Laboratorio SONDA-UFRJ quegateu as reacdes de PCR para andlise
dos STR de locos humanos: D2S1338, D19S433, CSFIPOX, THO1, vWA, D16S539,
D7S820, D13S317, D5S818, FGA, D3S1358, D18S51, 0B%1D21S11 e Amelogenina. A
presenca do virus Epstein-Barr (EBV) foi detectattavés da analise da expressédo génica do

EBV por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) empaeeal utilizando o método TagMan®

3.4 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi realizado paexificar a citotoxicidade dos
guimioterapicos e inibidores nas linhagens cul@sgadom diferentes concentracdes de HDACI
Butirato de Sodio (NaB), &cido suberoilanilido liximico (SAHA; vorinostat) e PI3Ki
LY294002 (LY) e Etoposide (VP-16). O método MTTré ensaio colorimétrico que consiste na
medi¢cdo da atividade da desidrogenase mitoconglridéssa forma, avalia a viabilidade celular.
Este método basea-se na capacidade das célulasretazirem o sal 3-(4,5-di-metilazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolium brometo ao produto formazaffMOSMANN, 1983). Apds o
plagueamento das células, as placas de 96 pogs foantidas em atmosfera Umida contendo
5% de CQ a 37 C por um periodo de 24, 48 ou 72 horas. Quatroshandes de terminar o
tempo estabelecido foram adicionadogl2de MTT (Sigma), (concentracdo final de 5 mg/mL)
Apdés a incubacao retirou-se 180uL do sobrenadamteada poco e depois foram adicionados
150uL de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma) homogeneizangra a completa dissolucdo dos
cristais de sal formados pelo metabolismo mitodahdesultando assimem uma coloracdo. A
coloracdo obtida possuia densidades Opticas diésrede acordo com o metabolismo
mitocondrial apds tratamento das células com agadroAs placas de 96 pocos foram lidas pelo
espectrofotdmetro (DTX 800 Multimode Detector) (B@an Coulter) utilizando o comprimento
de onda de 492nm. Os resultados foram analisadagéatda absorvancia de cada poco. O
percentual de viabilidade foi obtido atraves dauseg foérmula: [(Absorvancia das ceélulas
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tratadas/Absorvancia das células ndo tratadas)0k I0és experimentos independentes foram

realizados e para cada concentracao foram feipdisdtas.

3.5 Viabilidade celular por exclusdo com azul de Tpan

Apos o tratamento das linhagens celulares comé&\N®B-16 ou SAHA e LY isolados, ou
combinados por 24 ou 48h, a uma aliquota das eéfalaadicionado azul de Tripan (Sigma)
0,04% (p/v) e analisada em microscopio em uma GhmerNeubauer. As células azuis foram
contadas como células ndo viaveis, enquanto quélaks que ndo apresentam o corante azul
foram contadas como viaveis. A viabilidade celdtarexpressa como porcentagem de células
vivas e calculada em relacdo as células néo t{d08% de viabilidade).

3.6 Ensaio de Inducéo de Apoptose (Annexin V)

O ensaio de deteccdo de apoptose foi utilizado patarminar a porcentagem de
apoptose induzida pelos quimioterapicos nas linma@studadas, conforme estudos conduzidos
anteriormente pelo nosso grupo (VASCONCEL&Sl, 2007). O annexin V faz parte de uma
familia de proteinas que possuem capacidade dgasealfosfolipidios da membrana plasméatica
de forma dependente de calcio. Durante o processapoptose ocorrem varias alteracdes
celulares dentre elas a perda da simetria da mealpiasmatica, resultando na exposicdo de
fosfatidilserina (FS) na face externa da membrahaar. A inverséo da FS da face interna para a
face externa da membrana é um evento precoce gtoapd VAN ENGELANDet al, 1998). O
annexin V ndo é capaz de penetrar na membrana dtiaane por isso ndo se liga a células
viaveis. Para diferenciar células vivas das célelasapoptose inicial e tardia, das células em
necrose, foi necessario utilizar um marcador de DNiéste estudo, foi utilizado como marcador
de DNA o iodeto de propideo (PI) na concentracdbOdmg/mL. Desta forma, células vivas ndo
sdo marcadas nem por annexin V nem por PI; céntagpoptose inicial apresentam marcagao
positiva para annexin V e negativa para Pl; cébela apoptose tardia sdo positivas tanto para
annexin V quanto para PI; e células em necrosesapt@m marcacao positiva somente para Pl
(VAN ENGELAND et al., 1998). Utilizamos o Kit AnnéxV da Invitroged™ para quantificacdo
da morte celular induzida pelo tratamento comwmipterapicos. Apos incubacdo com NaB e

VP-16, ou SAHA e LY isoladamente, ou em associa¢n, total de 2x10 células foram
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centrifugadas e ao sedimento foi adicionado umacéol contendo 10 pL de tampéao de ligacéo
10x, 2,0uL de annexin V conjugado com isotiocianato de #soeina (FITC) e 78 uL de agua
deionizada e incubado por 15 minutos, na auséneialud em temperatura ambiente.
Posteriormente, foram adicionados 400de tampéo de ligacdo 1x. No momento da leitura no
citometro de fluxo FACScan foi adicionado 5 pL aeldto de propideo (PI). A leitura foi
efetuada nos canais FL-1 (530nm) para o annexinFL-2 (585nm) para o Pl. Um total de
10.000 eventos foi adquirido por amostra e os d&d@sn analisados pelo software Summit
v.4.3.

3.7 Analise do cilco celular

Apo6s incubacdo com NaB e VP-16 ou SAHA e LY isoladate ou em associacdo, um
total de 2x10 células das linhagens Raji, Daudi e Namalwa focantrifugadas e ao sedimento
foi adicionado 50Ql de PI1 (PI 50ug/ml diluido em tampéo citrato 4 mM e Triton X-103%) e
RNAse (ribonuclease A 10@g/ml diluido em tamp&o citrato 40 mM) por 15mineanperatura
ambiente. O contetdo de DNA foi determinado anatlsaum total de 10.000 eventos por

amostra e os dados foram analisados pelo softwemeng v.4.3.

3.8 Perfil de expresséo génica

O microarranjo de DNA foi utilizado para avaliamadulacio da expresséo génica global
apos o tratamento da linhagem Raji com NaB ou VIe-a6combinacdo NaB/VP-16 por 24h. O
RNA total da linhagem foi extraido utilizando Tri%0 A expressdo génica das células tratadas
foi comparada com as células ndo tratadas (cosjrofss andlises do microarranjo foram
realizadas utilizando @égilent Whole Human Genome Microarrdy44K eOne Color Quick
Amp Labeling Kit(Agilent Technologies). Duas replicatas bioloégiéasm incluidas para cada
condicdo experimental. A hibridizacdo e as lavagBmmam realizadas de acordo com as
instrucdes do fabricante (Agilent Technologies).cipsforam escaneados utilizand@&enePix
4000B Scanner (Axor) analisados no software Agilent Feature extradwd®.5). Para a analise
das funcgdes bioldgicas realizamos anélise de ezvioento de termos de ontologia génica e o
mapeamento de vias foi realizado WEGG pathway através da plataforma DAVID

Bioinformatics Resources 6.7 (http://david.abcdartgov). Os dados podem ser acessados
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através do numero de acesso GSE48399 Geme Expression OmnibufGEO). Esses
experimentos e analises foram realizados em parcern a Dra Patricia Severino no Instituto
Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein,pHak Israelita Albert Einstein, Sdo Paulo,
Brasil.

3.9 Marcagéo de Proteinas Intracelulares

A marcacdo de proteinas intracelulares foi reatizpdra avaliarmos os efeitos na
expressao de proteinas relacionadas com as viagogose e proliferacdo nas linhagens de LB
apos o tratamento isolado ou combinado dos HDAGIB B SAHA com VP-16, e do composto
LY. Apos a incubacdo por 24h em atmosfera Gmiddermlo 5% de COa 37 C na presenca, ou
auséncia de VP-16 (0,1uM) isoladamente ou em aggicom 1mM de NaB ou SAHA 0,5uM
isoladamente, ou SAHA em associacdo com LY (5,Qjaloximadamente 5x1@élulas foram
permeabilizadas com 500 pL de Solucdo de Lise EI¥Rioscience) em temperatura ambiente
por 10 minutos, centrifugadaslavadas com 4 mL de PBS pH 7,40, 5% de Tween-&C (
Biotecnologia). Para o bloqueio das ligacdes ieeicas utilizamos 500 pL de PBS pH 7,4 2%
SFB por 15 minutos. Em seguida, a centrifugacdoafticionado ao sedimentadql5 do
anticorpo anti-caspase-3 ativada conjugado a PERB&mingef"), 5 pL de anti-c-Myc 1:10
(Santa Cruz Biotechnology), ou 5 puL de anti-p-GBKSer9) — fosforilagéo relacionada com a
regulacdo negativa da atividade enzimatica - (CH Signalling) e realizada incubagdo por 30
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo deApas esta etapa, foram realizadas duas
lavagens com 4 mL de PBS pH 7,4 0,5% de Tween-@&T(Biotecnologia) e as amostras foram
fixadas em PBS pH 7,4 1% de formaldeido (Vetec®p paosterior leitura em Citdmetro de
Fluxo. Um total de 10.000 eventos foi adquirido porostra, e os dados foram analisados pelo
softwareSummit v.4.3.

3.10 Dosagem de Proteina pelo Método de Lowry

As dosagens de proteinas foram realizadas comoetapa da preparacdo das amostras
utilizadas para a técnica destern BlottingPara essa dosagem utilizamos oK Protein
Assay(Bio-Rad). As linhagens celulares previamentettas ou ndo foram submetidas a lise em
um tampao de ressuspensédo contendo 40 mM de TiisgC7,5 e 10 mM de EDTA. Em
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seguida foram acrescentados 20 mL de dodecil suliatsédio (SDS) 10%. As amostras foram
entdo expostas a uma temperatura d€CQfbr 15 minutos para desnaturagdo completa das
proteinas e armazenadas em freezer’G-8@ara posterior quantificacdo de proteina que foi
realizada da seguinte forma: em placa de 96 pofmsadicionado 5HuL de amostra, 2plL de
solucdo 1 (1 mL do reagente A + 20uL do reagente Z)OuL do reagente B e realizada uma
incubacdo de 15 minutos. As leituras foram reaizaa 690nm em espectrofotdmetro (Beckman
DU600) contra a reacdo controle, utilizando umag 1:1 de tampé&o de ressuspensao e SDS
em substituicdo a amostra protéica. As concentsagége amostras foram determinadas com base
na curva padrao feita com 0,19% de Albumina Bofriagdo V (Sigma) (LOWRYet al, 1951).

3.11 Western Blotting

A técnica de Western blotting foi utilizada paraaléarmos a expressao das proteinas
Procaspase-3, Caspase-3, Mcl-1, c-Myc, Akt, P-AgfLé nas linhagens celulares tratadas com
HDACI e quimioterapico, ou HDACI e inibidor de PI3isoladamente, ou em associagédo. Apos
a dosagem de proteinas foram acrescentados 50 p@tdéna e 10 pL de tampdo de amostra
contendo 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, 2% de SDS, 10%litzerol e 0,025% de azul de bromofenol
e 2-mercaptoetanol. As amostras foram entdo aplicaem um gel para realizacdo da
eletroforese. Para realizacdo da técnica foranzadibs géis compostos de duas partes: a parte
superior contendo o gel de empilhamento compostaipa solucao de acrilamida/bisacrilamida
29:1 a uma concentracdo de 6% em tampao Tris-HEIMBM 0,1% SDS pH 6.8 e a parte
inferior, mais concentrada, chamada de gel de ae@ay composto por um solucdo de
acrilamida:bisacrilamida 29:1 a uma concentracad 5% em tampéo Tris-HCI 375mM 0,1%
SDS pH 8,8. As corridas eletroforéticas foram mealas por 18 horas a uma voltagem de 70
Volts com um tampao de corrida (Tris 25mM; glicii82 mM; SDS 0,1%; pH 8,4). As
transferéncias foram feitas em camara semi-Umidarnembrana de nitrocelulogdybond-ECL
— Amersham Biosciences), embebida em tampéao dsféeréncia (25 mM Tris, 0,2 M Glicina,
metanol 20%). As transferéncias foram realizadas Po horas com mili-amperagem
correspondente a 0,8 x area enf dm gel. Para a marcacédo de caspases, ap6s @témesd, as
membranas foram lavadas com TBS 1 vez por 5 minutogbadas com glutaldeido 1% em PBS
pH7,4 por 30 minutos e, em seguida, lavadas com TB& por 5 minutos. Para o bloqueio de

marcacao inespecifica as membranas foram inculpaaa® horas com uma solucdo de TBS-T
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(Tris 50mM pH7,5; NaCl 150mM; Tween 20 0,05%) cowle 5% de leite em p6 desnatado.
Posteriormente, as membranas foram lavadas pae® viirante 5 minutos com TBS-T. Depois,
as membranas foram incubadagernightcom o anticorpo primario Procaspase-3, Caspase-3
(1:2000) (R&D systems), anti-MCL-1 (1:250) (R&D $sm1s), anti-c-Myc (1:1000) (Epitomics),
anti-Akt, anti-Phospo-Akt (Ser473) (1:1000) (Cellgi&alling Technollogy), anti-P16 (1:100)
(Santa Cruz Biotechnology) ou HSC70 (1:1000) (S&na Biotechnology) diluido em TBS-T
5% leite e, lavadas 3 vezes por 5 minutos com TB8pbs esse procedimento as membranas
foram incubadas por mais 1 hora com os respectimtisorpos secundarios ligados a HRP e
diluidos em TBS-T 5% leite sendo, subsequenteméawvedas 4 vezes com TBS-T por 10
minutos. As membranas foram entdo incubadas emetatopa ambiente por 10 minutos com
uma mistura de volumes iguais de duas solugdes (BGlution A + ECL Solution B)
(Amersham Biosciences) para a reagdo de quimioksuéncia, e foram expostas a um filme de
raio X (Kodak Diagnostic Film/Min-R 18x24 cm) po% iminutos. Para a marcacgéo das caspases,
as membranas foram expostas a um filme de autgradi® de alta performance (Amersham
HyperfilmTM MP). Posteriormente, os filmes foranvetados na processadora Kodak X-OMAT.
A andlise densitométrica das bandas foi realizadavés do program&isionWorksLS Os
resultados foram apresentados como razdo entrgr@ssfo da proteina teste e a expressao

protéica d&-actina (controle constitutivo).

3.12 Pirossequenciamento

A linhagem celular Raji foi tratada com 1mM de N@BLuM de VP-16, ou a combinagéao
NaB/VP por 24h. O DNA da linhagem celular foi eidima partir de 6x10células utilizando o
kit Qiamp DNA(Qiagen, Valencia, CA). O DNA foi quantificado cauxilio do NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). As aliquotds DNA foram submetidas ao tratamento
guimico com o bissulfito de sddio. Este agente pr@ra deaminacao de citosinas nao metiladas
transformando-as em uracila (que apos a reaca&®esBo convertidas em timinas), mantendo
as citosinas metiladas como citosinas ja que oagnepto metil protege contra a reacdo de
deaminacao. O tratamento foi realizado coBEpdect Bissulfite KitQiagen, utilizando 500ng de
DNA conforme as especificacdes do fabricante. BEstaificacdo no DNA pelo bissulfito de
sodio foi necessaria para os estudos posterioreavedbacdo da metilacgdo do DNA por

pirossequenciamento.
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O pirosequenciamento baseia-se em um sequenciampengintese que € a analise por
sequenciamento de pequenos fragmentos de DNA dueasintese de fita complementar. A
leitura da sequéncia € realizada a partir de ummbr@cao de reacdes enzimaticas que se inicia
com a liberacdo de um pirofosfato, oriundo da adi@ um desoxinucleotideo a fita molde de
DNA. Em seguida, o pirofosfato € convertido em ApBla sulfurilase, sendo esta utilizada pela
luciferase para oxidar a luciferina, produzindo smal luminoso que € capturado por uma
camera charge-coupled device (CCD) acoplada aenssste convertido em um pico pelo
PirogramTM. A luz emitida é proporcional ao numede nucleotideos incorporados.
Posteriormente a enzima apirase degrada os nu#estique ndo foram incorporados e o ATP
em excesso (Figura 3.1).

4 G
X 5: GA TCT AGGC & N Luz

4 w
c PPI) @

Apgase ATP
. i ) ) Luciferase y

Figura 3.1: Representacdo esquematica do principio do Piresegamento. A adicdo de um nucleotideo libera
pirofosfato que é convertido em ATP pela enziméusildse. O ATP € o substrato para a luciferasargez que é
detectada pela cAmera CCD e convertida em picasRiebgramTM. Paralelamente a enzima apirase degrad
nucleotideos que néo foram incorporados.

Adaptado de http://cals.arizona.edu/research/editygsearch/howweknowwhereatoxis.htmlAcessado em
01/03/2014

Primeiramente amplifica-se a regido de interesseDNé\ convertido com bissulfito
através de uma reacao de PCR convencional sendaosnprimers (forward ou reverse
biotinilado e purificado por HPLC. Qmimers foram sintetizados para amplificar um produto
dentro da regido promotora do gene selecionadprif@er para a regido promotora do gene

p16™“? foi sintetizado de acordo com Vasiljevic e colador@s (VASILJEVICet al, 2011)
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tendo como prioridade gerar amplicons na faixatde.40pb que também facilita a amplificacdo
do DNA proveniente de material incluido em parafijue se apresenta bastante degradado. As
informacdes referentes apsmers estao na tabela 3.2. A reagédo de PCR foi realizada os
reagentes Pyromark PCR Kit (Qiagen) seguindo asmendacdes do fabricante. As condi¢cOes
de termociclagem foram: 95°C por 15 minutos pakegdo da Tag DNA polimerase Hot Start,
seguidos de ciclos de 94° por 30 segundos (desgat); temperatura de anelamento por 30
segundos, 72°C por 30 segundos repetidos durantezs, e extensao final a 72°C durante 10
minutos. Ao final foram aplicados 5 pL da reacad”@R em gel de agarose a 2,0% e realizada
eletroforese para verificar se houve amplificac&mu ormacédo de dimeros deimer. Em
sequéncia foi realizada a hibridizacao do prodet®@R com abeadsde sefarose (GE). Foram
utilizados 20 pL do produto de PCR e adicionadqsL2de beads, 40 pL de binding buffer
(Qiagen) e 18 pL de agua Milli-Q. Todos os reagefdeam adicionados a uma placa e lacrada
com um adesivo, alocadas no agitador por 10 wénatl400rpm a temperatura ambiente a fim
de que asbeads se liguem a biotina. Paralelamente a placa faig@mada para o
sequenciamento pelo prografgro ID no modo CpG definindo a sequéncia a ser analisada p
obtencéo das quantidades necessérias de enzirhssats e nucleotideos para a reacdo. Apos a
hibridizacdo dadeadsa placa foi levada rapidamente para a estacaavdgém (Vacum Prep
Workstation), e através de sondas conectadas d@stama a vacuo, a reacdo de PCR foi aspirada
da placa. As sondas contendoamspliconsforam inseridas em recipientes contendo etanol 70%
por 5s, tampdo desnaturante (Qiagen) por 5s e tardpalavagem 1X (Qiagen) por 10s.
Posteriormente as sondas foram colocadas na phggiacsequenciador contendomémers(0,3

KM) de sequenciamento e aquecidas a 80°C durantel2os. Em seguida, a placa permaneceu
durante 5 minutos a temperatura ambiente senderpostente colocada no aparelho Pyromark
Q24 (Qiagen) utilizando os reagent®yroGold Pyromark Q24(Qiagen). A analise dos
resultados foi feita através da observacdo doggg@moas. Para cada gene foi incluido um
controle de tratamento com bissulfito para ced@o de que a converséao foi eficiente na regiao

analisada, evitando assim resultados falsos positiv

3.13 PCR quantitativo em tempo real

A fracdo contendo RNAs pequenos das linhagendacetufoi extraida utilizando kit

mirVana miRNA Isolation(Ambion, Lifetechnologies), quantificadas em Nang®r1000
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(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e o cDNA faintetizado usando kit TagMan®
MicroRNA Reverse TranscriptiofApplied Biosystems). PCR quantitativo em tempal i
realizado utilizandokit TagMan® primer-specifico (Applied Biosystems) para traitsay
reversa domiR-101 (Part 4427975, Assay ID 002253)iR-143 (Part 4427975, Assay ID
002249) emiR-145 (Part 4427975, Assay ID 002278) seguido por gP©OR FagMan®
Universal PCR Master MixOs niveis de miRNA foram normalizados atravésqaessao dos
niveis do miRNA control&NU6B (Part 4427975, Assay ID 1093). As reacOes foraahzadas
em triplicata no Applied Biosystems StepOne™, eremiltados foram expressos através da
média de dois experimentos e normalizados peleesg@o em células ndo tratadas. Para analise
da expressado del6" 2 o cDNA foi gerado utilizando Beady-to-gqdGE Healthcare, Uppsala,
Sweden). O PCR quantitativo em tempo real foi zadlb no Applied Biosystems StepOne™
utilizando okit primer-specific TagMan®&Applied Biosystems). A expresséo foi normalizada
utilizando os niveis dGAPDH e expressa em relacdo aos niveigpile"“** em células nédo
tratadas.

Para a deteccdo da expressdo de genes relaciac@mdas migracdo celular, o RNA das células
previamente tratadas ou ndo com PI3Ki e HDACI fdrado utilizando-se o Rneasy Mini kit
(Qiagen) de acordo com as informacdes do fabricanperificado através do DNase-free kit
(Ambion). A gquantificacdo do RNA, assim como a fieaicdo da sua integridade foi realizada no
Nanodrop. Para a reacao do gPCR, utilizamos orKliaBt 111 ultra-fast SYBR Green QRT-PCR
master mix (Agilent Tecnologies) de acordo comresrucdes do fabricante. Para cada reacao
utilizamos 100ng de RNA e pares de primers na curegio de 300 mM. A sequéncia de pares
de primers utilizada e os detalhes dos ciclos @ga® encontram-se na tabela 3.1 e 3.2
respectivamente. Como controle endégeno, utilizamogene GAPDH. As reacdes foram
realizadas em duplicata no equipamento Mx300P.n&tises foram realizadas de acordo com o
métodoAACT.
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Tabela 3.1:Sequéncia dos pares de primers utilizados naéesalez gPCR

Alvo SequénciaForward SequénciaReverse
RhoA CAA-CTA-TGA-TTA-TTA- | TGG-TGT-GTC-AGG-TGG-
ACG-ATG-TCC-AAC-C GAG-TG
RhoB GCC-ACG-CGC-GCC-GCG CCG-GCA-GGG-GCA-GGCH
GCC-GCG-CTG-CA GCG-AC
RhoC ACC-TGC-CTC-CTC-ATC- | CAC-CTG-CTT-GCC-GTC-
GTC-TTC CAC
Racl ACA-CTT-GCT-CTC-CTA- | TCA-CTC-CAT-TAC-AGT-
TGT-AGT-TCT-C ACA-ATG-TTA-TGT-C
Rac2 GCA-AGA-CCT-GCC-TTC- | GCT-GTC-CAC-CAT-CAC-
TCA-TCA ATT-GG
Rac3 GTA-CAT-CCC-CAC-CGT- | GGC-TCA-CCA-GAG-AGA-
TTT-TG AGC-AG
Rndl CTA-TCC-AGA-GAC-CTA- | CGG-ACA-TTA-TCG-TAG-
TGT-GCC GGA-G
Rnd2 TCC-TGA-TTC-TGA-TGC- | ATT-GGG-GCA-GAA-CTC-
TGT-GCT-C TTG-AGT-C
Rnd3 GAC-AGT-GTC-CTC-AAA- | CTG-GCG-TCT-GCC-TGT-
AAG-TGG-AAA GAT-T
GAPDH GTG-AAG-GTC-GGA-GTC-| TGA-GGT-CAA-TGA-AGG-

AAC-G

GGT-C
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Tabela 3.2:Detalhamento dos ciclos da reacao de gPCR

Ciclos Duracéao do Ciclo Temperatura
1 10 min 50°C
1 3 min 95°C
40 20s 95°C
20s 60°C

3.14 Quantificacdo de miRNA em amostras de pacierste

Quarenta e seis amostras tumorais de LB pediafdam obtidas nos arquivos da
Divisdo de Patologia do Instituto Nacional de Cange Rio de Janeiro, Brasil. Antes das
analises, o diagndstico histopatoldgico foi confidm pela patolgista colaboradora do estudo
(LMMR). O PCR quantitativo em tempo real foi realip utilizando miRNA isolado de tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina (FF&titizando okit RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit for FFPE(Ambion®). Cinco amostras de tecido de linfonodeacionais
FFPE foram utilizadas como amostras controle. gRRFoi realizado utilizando-se &it
primer-specific TagMan@Applied Biosystems) pamiR-101, miR-148 miR-145.0s niveis de
miRNA foram normalizados através da expressdo desisndo miRNA controleRNUGB e
expressos em relacdo aos niveis dos transcritani®e101, miR-14@ miR-145 em relacdo ao

linfonodo reacional.

3.15 Avaliacdo da migracgéo celular

Para a avaliacdo da capacidade de migracdo cébulezalizado o ensaio de migracéo
celular utilizando placas com insertos@astar Transwell™ Estes ensaios foram realizados em
placas de polipropileno com 24 pocos e 12 insexas poros de 8,0m (Figura 3.2). Os insertos
foram lavados duas vezes com PBS e bloqueados &1 B5% BSA por 1h a 37°C. 5x10
células em RPMI 0,5% BSA foram tratadas com SAHAM@M ou LY 5,0uM, isoladamente, e

com a combinagdo SAHA/LY e aplicadas tanto nos p@gn inserto quanto na parte superior

40



dos pocos com inserto. Na regido inferior dos pagm® inserto e nos pogcos sem insertos,
adicionamos CXCL12 200ng/mL. Ap6s 24 e 48h de iac@b, contamos em camara de
Neubauer as células dos pocos sem inserto e dascdlu parte inferior dos po¢os com inserto.
Para o calculo do percentual de células que migrata inserto para a parte inferior do poco,
consideramos o numero de células do po¢o semansano 100% e calculamos a % de células

gue migraram em relacdo a este poco.

Ensaio de Migracao Celular
P

Figura 3.2: Esquema representativo do ensaio de migragdoacels células sdo colocadas na parte superior de
insertos contidos em placas de 24 pocos. Na p#ggdr adicionamos CXCL12 para a geragao de urdignée de
citocina. E realizada entdo a contagem do nimea#hidéas que migram do interior do inserto paramepde baixo

da placa para a determinacgéo da porcentagem dascéhpazes de migrar.

3.16 Imunofluorescéncia

Aproximadamente 2,5 xX@élulas foram tratadas por 24h com os inibidoresl/S (0,1
mM) e LY (5,0 uM) isolados ou combinados em pladas24 pocos. Apds o periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi retirado e foicaahado o “meio de migracdo” (RPMI 0,5%
BSA). As células foram transferidas para placag4l@ocos contendo laminulas redondas para
gue aderissem por 15 min. As laminulas haviam gideiamente revestidas com fibronectina 10
ug/ml overnight, lavadas com PBS 3 vezes e bloqweadm PBS 2,5% BSA por 1h. Apés a
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adesdo das células nas laminulas, o meio foi relnopara a retirada das células que néo
aderiram e foram adicionados 502 de RPMI 0,5% BSA contendo 1ng\ml de CXCL12
(Peprotech). Ap6s 15 min, o meio foi retirado ecésilas foram fixadas em paraformaldeido a
4% por 10 min, lavadas 3 vezes com PBS, permeattdz com PBSriton-X-100 0,1%por 5
min e lavadas 3 vezes com PBS. Para o bloqueitigd@®es inespecificas, utilizamos PBS 2,5%
BSA por 30 min. As células foram incubadas a temipea ambiente, em camara Umida com
anticorpo primario antu-tubulina (Sigma Aldrich) 1:500 por 2 h, lavadasnc®BS 3 vezes e
incubadas por 1 h com anticorpo secundario oudmlaiAlexa Fluor-546(Invitogen) 1:200 para
deteccdo de F-actina quando indicado. As célulesrfentdo lavadas 3 vezes por 5 min cada
com PBS e em uma das lavagens foi adicionado DapD@O0 para a visualizacdo dos nucleos.
As laminulas foram montadas em laminas utilizarelo-meio de montagem Dako e visualizadas
em microscopio confocal LSM510 com a objetiva PAgrochromat 63x/1.40 NAQIl DIC M27.

Para a analise das imagens foram utilizados osa@t Zen 2009 Light Edition e Image J.

3.17 Avaliacdo da Ativacdo de RhoA

A atividade de RhoA foi verificada utilizando-s&ib G-LISA® RhoA Activation Assay
Biochem Kit™ (Cytoskeleton, CO, USA) de acordo caminformagfes do fabricante. O kit
RhoA G-LISA® contém proteina na forma Rho-GTP lgaabs pocos de placas de 96 pocos. A
forma ativa de Rho (GTP-bound) presente nos lisaddgyard aos pocos, enquanto que a forma
inativa (GDP-bound) sera removida durante as etd@dsvagem. A forma ativa de RhoA ligada
aos pocos é detectada utilizando-se anticorpo Empee quimioluminescéncia, lida em
luminémetro (Veritas, Turner BioSystems). Como oalet positivo da reacéo utilizamos RhoA
ativa purificada e a quantidade de proteina utlhzem cada reacdo foi padronizada para 1,0

mg/mL.

3.18 Andlise Estatistica

Para analise dos dados relativos as linhagensaoedufoi calculada a média + desvio

padréo (DP) de 3 experimentos independentes. Asandstatistica destes dados foi realizada

atraveés do teste t de Student com valgp densiderado significativo se inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Investigacdo do efeito da combinacdo NaB/VP-I&a inibicdo do crescimento e parada

no ciclo celular na linhagem derivada de LB

A fim de avaliar a influéncia da combinacdo NaB/A&#-na proliferacado celular,
contamos o0 numero total de células apos 24, 48hedé2incubacéo da linhagem Raji com o
HDACi NaB e o quimioterapico VP-16 isolados ou camablos. As células sem tratamento
foram consideradas 100% de viabilidade e a viadkdcelular apds o tratamento foi calculada
em relacdo as células ndo tratadas. A escolha akses ditilizadas forambaseadas em estudo
prévio do grupo (DOS SANTOS FERREIRA et al., 2012NaB 1,0 mM n&o alterou o perfil de
proliferacdo da linhagem Raji; VP-16 0,1 pM inilBd% da proliferacdo, enquanto que o
tratamento combinado inibiu 51% apos 24h de tratémmeQuando analisamos tempos
prolongados, vimos que o tratamento combinadodewana grande inibicdo da proliferacdo: 84 e
88% apos 48 e 72h de tratamento, respectivamenteeté&nto, o VP-16 isoladamente foi capaz
de inibir 84% da proliferacdo em 72h de incubagégufa 4.1). Como observado previamente
por nosso grupo (DOS SANTOS FERREIRA et al., 20I2)HHDACi NaB potencializa a
apoptose induzida por quimioterapicos em linhagemhglares derivadas de LB. Para confirmar
esses dados e elucidar os mecanismos envolvidpstaacializacdo da apoptose, analisamos a
distribuicdo do contetdo do DNA na linhagem Rajr pmdeto de propideo antes e apos o
tratamento isolado e combinado com NaB e VP-16.sAgdh, o tratamento com NaB
isoladamente levou a diminui¢do da porcentagenellgas na fase S. O tratamento com VP-16,
um classico inibidor de topoisomerase levou a @ad® aproximadamente 70% das células na
fase G2/M, enquanto que a combinacdo NaB/VP-lalemaumento da parada em G2/M com
uma concomitante diminuicdo do percentual de celnla fase S. Apesar de observarmos o
mesmo perfil apds 48h de tratamento, apos 72haldagdo com VP-16 isolado ou combinado
com NaB observamos parada em G2/M juntamente conprogesso apoptotico que afetou a

porcentagem de células em G1 (Figura 4.2).
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Figura 4.1: Efeito do NaB e VP-16 isolados ou combinados naaljgm Raji: As células derivadas de LB foram
expostas ao NaB 1,0 mM isolado ou em combinagdo\¢Bm60,1 pM por 24h. O nimero total de células foi
determinado através de contagem em camara de Neulmiresultados foram expressos como % de céliflasis
em relacdo as células ndo tratadas (controle).adesdsdo média + DP de trés experimentos indeptrsdep <
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Figura 4.2: Parada no ciclo celular induzida por HDACi maisngjoterapia no LB. Ap6és 24, 48 e 72 h de
tratamento, as células Raji foram incubadas corettodle propideo e o conteddo de DNA foi analisado p
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4.2 Avaliacdo da participagdo da via de PI3K/Akt nainibicdo do crescimento celular

mediada pelo tratamento com NaB/VP-16

Realizamos um microarranjo de DNA para delinearnmscanismos envolvidos na
resposta ao tratamento da linhagem Raji com NaBl1&E NaB/VP-16. O microarranjo de DNA
nos permite avaliar o perfil de expressdo génicdall Observamos um perfil de expressao
génica diferencial entre os tratamentos. O tratéaoneom VP-16 levou a alteracdo da expressao
de 500 genes, 729 genes foram alterados apds amé&ato com NaB, enquanto que a
combinacdo levou a alteracdo de 1413 genes indicamda possivel acdo sinérgica da
combinacdo NaB/VP-16 (Anexos lllI, IV e V respecthente). O tratamento com VP-16 resultou
no aumento de expressao de 127 genes e diminuicérpressdo de 373 genes. O NaB levou ao
aumento na expressdo de 200 genes e diminuicd®8dd& a combinacdo aumentou a expressao
de 727 genes e diminuiu a expressao de 686 geipsgM.3). Dentre os genes desregulados
apos o tratamento combinado estdo seis genesorsdacs com a via de p53 (hsa04115)
(CDKN1A, CCND1, FAS, CHEK2, MDMéd SESN2 A ativacdo dessa via de sinalizacdo €
normalmente induzida por estresse e leva a pamdiio celular. Identificamos também genes
gue apresentaram alteracdes na expresséo e datdon@dos com morte e ciclo celular (Tabela
4.1). Quando consideramos o efeito sinérgico dabowmgdo NaB/VP-16, identificamos
desregulacdo em processos bioldgicos como repticacéeparo do DNA e desregulacdo da
expressao de genes relacionados com fosforilacabe(d@ 4.2). Dentre os genes relacionados
com fosforilagdo podemos observar alteragdes neegs@o do genlK3CA (fosfatidilinositol-
4,5-bispfosfate 3-kinase, subunidade catalitica)atfue é responsavel pela fosforilacdo de
fosfatidilinositol, gerando PIP3 que esta envolvidoproliferacéo celular e sobrevivéncia através
da ativacdo de Akt (BADERt al, 2005). Para confirmar o envolvimento da via de¢ Adsse
processo, realizamos a deteccao da proteina Akuadorma total e fosforilada perestern
blotting. As analises revelaram que o tratamento combidaB/VP-16 reduz os niveis de

fosforilagéo de Akt (Figura 4.4).
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a Genes com expressao diminuida: Tratamentes controle

Venn Diagram
NaB Down (528)

211
20 ;.”'/ 147
150
103 | 289
160
Vp-16 Downh (373) T—Yp-167NaB Down (686)

b Genes com expresséo aumentada: Trataments controle

Venn Diagram
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Figura 4.3: Diagrama de Venn ilustrando os genes expressdaroi@ comum ou exclusive entre células tratadas
com 1mM de NaB, 0,1uM de VP-16 e NaB/VP por 24hn&3ecom expressédo diminuida em células tratadas com
NaB, VP-16 e NaB/VP comparadas com o controle [@€lndo tratadas) (a). Genes com expressdo auraead
células tratadas com NaB, VP-16 e NaB/VP comparadas o controle (células nado tratadas) (b). Redotta
representam a média de dois experimentos indeptsden
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Tabela 4.1: Termos de Ontologia génica (GO) e Kegg (has) Bagtivamente representados
considerando genes expressos diferencialmenteraiasnentos VP-16 0,1y NaB/VP-16vs

células ndo tratadas.

Termo Genes Valor dep
hsa04115.  CDKNIA, CCNDL FAS, CHEK2, MDM4. SESN2 5 84E-03
via de p53
GO:0007049: YEATS4, CCPG1. CDC14A. CEP135, PIML, SKP2, 4.14E-03

_ CHEK2, UBE2C, SESN2, DDIT3, MIS12, CCNDL1,
Ciclo celular - ~piN1A, PLK3, DUSP1, DMTFL, PLK1, TEDP2,
PSMD2, TUBEL, HBP1, MDM4, CHFR, PPP1R15A
GO:0010941: CEBPB, NOL3, SLC25A4, IL7, CEBPG, PIML 7.40E-03

regulacao da
morte celular

LGALS12, SKP2, NFKBIA, TNFRSF8, NR4A1,
HSPA1A, WRN, CHEKZ2, DDIT3, ATF5, CDKN1A,
DUSP1, TIAM2, JUN, BIK, FAS, TNFAIP3, RASAl
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Tabela 4.2: Termos de Ontologia génica (GO) significativamergpresentados considerando
genes expressos diferencialmente apenas no tratamaB/VP-16 comparado com células néo

tratadas.
Termo Genes Valor de
p
G0:0006259 KIF22, HMGB2, RAG1AP1, DBF4, MGMT, PML, 1.70E-03
Processos CDC34, POLA2, XRCC1, OBFC2A, TK1, CDT1,
metabodlicos CCNE2, CDKN2A, SLK, POLE3, ORC6L, POLN,
relacionado a FBXO4, PMS2CL, POLQ, PMS1, WDR33, RECQLS5,
DNA RAD51AP1, USP1, TP53BP1, GINS4, NEIL1,
RAD9B, APTX, SMC6, SIRT1, CDC25A, RAD51,
TNKS1BP1, RNF8, PNKP, RECQL, CCDC111, VCP,
RRM2, POLD2, TBRG1, TEP1, AICDA, NHEJ1
G0:0006260 HMGB2, DBF4, GINS4, RAD9B, CDC34, POLA2, 3.50E-03
Replicagdo  SIRT1, CDC25A, TK1, RAD51, CDT1, TNKS1BP1,
do DNA CCNE2, PNKP, CCDC111, POLE3, RRM2, POLD2,
ORCE6L, TBRG1, POLN, POLQ
G0:0006281 KIF22, HMGB2, MGMT, PML, OBFC2A, XRCC1, 8.25E-03
Reparo do SLK, POLN, PMS2CL, POLQ, PMS1, WDR33,
DNA RAD51AP1, RECQLS5, USP1, TP53BP1, NEIL1,
APTX, SMC6, RAD9B, SIRT1, RAD51, RNF8, PNKP,
RECQL, VCP, POLD2, NHEJ1
G0:0006796 BCKDK, PRPF4B, EFNAL, SYNJ1, PINK1, TTK, 1.43E-02
Processos AURKA, TIMM50, CLK1, FER, DMPK, NDUFS5,
Metabolicos SLK, AAK1, PLA2G1B,PIK3CA, PAK1, ADAM9,
Relacionado MINPP1, DBNL, TRPM7, CDK8, PRKCH, PRKCE,
a Fosfato CDKL3, CDKL5, SACM1L, MAP4K3, DDR1,

ATP6V1A, PNKP, PRKD2, MAST2, MAPKS, TXK,
RAGE, CSNK1G3, EIF2AK3, NEK6, NEK7, PRKCZ,
MVD, ADORA2B, PPM1A, HK2, MAPKAPKS, PML,
DUSP12, ATP5G1, NDUFB1, GALK1, MTM1,
GNPTAB, PPP2CA, LMTK2, CAMK2B, MTMRG6,
PTPRC, LTK, PTPN2, RYK, PDK3, NADK, HGF,
CDC25A, NDUFV3, PLK4, RPS6KAL, GMFG,
SLC17A4, PTP4A1l, ATP6V1E], IKBKB, BMP7
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Figura 4.4: Efeito do tratamento combinado nos niveis de esgéi@ de Akt na linhagem Raji. As células foram
tratadas com NaB 1mM ou VP-16 0,1uM isoladamenterauwcombinag&o. Apds 24h, os niveis de fosforilalgio
Akt foram avaliados powestern blottingFigura representativa de trés experimentos intiguees.

4.3 Andlise da expresséo de c-Myc e o efeito na fireracao celular

Uma vez que os novos trabalhos que descrevem olondel@atogénese do LB mostram que
o perfil proliferativo encontrado nesse tumor ediéetamente relacionado com expressdo
aumentada de c-Myc que interage com a via de PlR&KA&valiamos a expressao de c-Myc antes
e apos o tratamento com NaB e VP-16 isolados, aubit@mdos. Apos 48h de tratamento, a
expressao da proteina c-Myc diminuiu em aproximaaen60% [§ < 0.005) quando comparada
com as células nédo tratadas, corroborando os adsgltanteriores que mostram a inibicdo do
crescimento celular ap6s o tratamento com a corpdmdNaB/VP-16 (Figura 4.5). Esses
resultados estéo de acordo com o observado endioedacmarcador de proliferagdo MIB-1 (Ki-
67) que apresentou diminuicdo da sua expressao,@metes apos o tratamento combinado
(GSE48399) (DOS SANTOS FERREIR& al, 2014).
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Figura 4.5: Diminuicdo da expressdo de c-Myc mediada por HDACQinhagem celular Raji foi tratada com NaB
1,0 mM isoladamente ou em combinagdo com VP-16u8)1 Apds 24h, a expressdo de c-Myc foi analisada po
citometria de fluxo (a) e confirmada p@estern blotting(b). Dados expressam a média de trés experimentos
independentes. SignificAncia em relacdo ao trateorsémples *p < 0,01; ***p < 0,001.

6'N*? nas células do LB

5.4 Analise dos niveis de expresséao de proteina e de/&RN de pl

O p16™*® ¢ um gene supressor tumoral critico na regulagéoiao celular e por isso
avaliamos a expressao dos niveis de RNAm e proggites e apos o tratamento com NaB, VP-
16 e suas combinag¢des durante 24h. Observamostqa@mento leva ao aumento da expressao
tanto dos niveis de RNAmM quanto dos niveis da pratéJma vez que ja foi demonstrado que o
aumento na acetilagcdo de histonas esta relaciosado uma diminuicdo significativa na
metilacdo global (Olkt al, 2007), avaliamos o percentual de metilagdo nonptor do gene
p16™**? na linhagem Raji e observamos 96% de metilacddisABth de tratamento com a
combinacdo NaB/VP-16 houve uma discreta diminuigdgercentual de metilagdo da regido
promotora dg16"**? (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Efeito do tratamento combinado nos niveis de esgdie dep16™<*? nas células Raji. A linhagem foi

tratada com o HDACi NaB, e quimioterapico por 2@s. niveis de expressdo ¢e6"“* apds o tratamento foram
avaliados por gPCR (a) e os niveis de proteinavpestern blotting(b). O perfil de metilagdo do promotor de
p16M *? foi verificado por pirossequenciamento (c). Dademosntram média de trés experimentos independentes
SignificaAncia em relagdo ao tratamento simplep:<0.01

4.5 Avaliacéo da expressao dos microRNA$iR-101, miR-143 emiR-145 na linhagem Raji e

em amostras tumorais de pacientes com LB

Baseados na premissa de que a inibicdo do cresomelnlar depende de diferentes vias que
envolvem tanto a regulacdo da transcricdo quandgw@acao pos transcricional, avaliamos se a
inibicdo do crescimento celular mediado pelo traiatm combinado NaB/VP-16 estaria
relacionada com alteracdes na expresséo de miRNé&pa@ssuem como alvo genes relacionados
com a via de PI3K/Akt visto a cooperacao destadeiscrita recentemente como importante na
patogénese do LB.

Para avaliar o efeito do tratamento com NaB, VR ®&aB/VP-16 combinados, verificamos
0s niveis de expressdo deR-101 miR-143e miR-145 por PCR em tempo real, apds 24h de
tratamento. Observamos que o tratamento combina@d\V¥P-16 levou ao aumento da expressao

de todos os miRNAs estudados. Entretanto, quanalisamos a expressao owR-145podemos
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observar um grande aumento, em aproximadamente ekdsvna sua expressao quando
comparado com as células nao tratadas (FiguraAndlisamos ainda a expressao dos mesmos
MiRNAs em 46 amostras de pacientes com LB. Encmoisa86% das amostras tumorais com
uma expressao extremamente baixardi®-143e miR-145e 95% dos casos apresentaram baixa
expressao dmiR-101comparado com a expressédo encontrada em 5 linbgsn@cionais que
foram utilizados como controle (Figura 4.8).

miR-101 b

miR-143

Expressao Relativa de miR-101
Expressao Relativa de miR-143

miR-145

N
?

[
]
1

[y
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I

Expresséo Relativa de miR-145

Figura 4.7: Efeito do HDACi e VP-16 na expressao de miRNAsp6# 24h de tratamento, o miRNA total foi
extraido emiR-101 (a), miR-143(b) e miR-145(c) foram amplificados e analisados utilizando BPTagman.
Grafico representando a média de 2 experimentepartientes.
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Figura 4.8: Perfil de expresséo dosiR-101 miR-143 e miR-145em amostras de pacientes com LB. Os miRNAs
de 46 casos de LB pediatricos foram isolados ddddeFPE e a expressédo doiR-101 -143 e -145foi avaliada
utilizando gPCR. A expressao relativa dos mirRNAs ainostras de pacientes foi comparada com a média d
expressdo de 5 miRNA em cinco amostras de linfosioglacionais.

4.6 Analise do efeito da inibicdo da via de PI3K isolamimente ou combinada com a inibigédo

de HDAC na viabilidade de linhagens celulares deradas de LB

Uma vez que os resultados anteriores demonstraranvolvimento da via de PI3K/Akt
na proliferacao celular, avaliamos se a inibicastaleia era capaz de potencializar os efeitos do
HDACi SAHA em linhagens derivadas do LB. Realizaneosaio de viabilidade celular por
MTT utilizando as linhagens Namalwa, Daudi e Rajiadas ou ndo SAHA (0 - 5,0M) (Figura
4.9)e LY (0-10,uM) por 24, 48 e 72h (Figura 4.10).
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Figura 4.9: Curva de dose e resposta ao SAHA nas linhagenaManDaudi e Raji. As linhagens foram tratadas
ou ndo com SAHA (0 - 5,AM) por 24, 48 e 72h. A viabilidade celular foi aaala por MTT. Dados sdo expressos
através de média £+ DP de trés experimentos indepéesl SignificAncia em relagdo as células ndadast
*P<0,05; **P<0,01; **P<0,001

O ensaio de MTT foi realizado para determinarmosameentracdes dos inibidores que
seriam utilizadas nos préximos experimentos. Paewaiacdo do efeito da combinacdo dos
inibidores, as linhagens foram tratadas com SAHAUB) e Ly 5,0uM isolados ou combinados
por 48h e contadas com azul de Tripan. A combinggdencializou a inibicdo da proliferacdo

nas linhagens Namalwa e Daudi (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Efeito do HDACi SAHA isolado ou combinado com @3Ri LY nas linhagens Namalwa, Daudi e
Raji. As linhagens foram tratadas ou ndo com SAEBAUOA, LY 5,0 uM ou a combinagdo SAHA + LY por 48h. A
viabilidade celular foi avaliada por exclusédo ppulede Tripan. Dados sdo expressos através de mddade trés
experimentos independentes. Significancia em relag&élulas néo tratadas: *P<0,05; ***P<0,001

4.7 Avaliacdo da combinacdo de HDACI e PI3Ki na indugdde morte celular no LB

Para avaliar e caracterizar a inducdo de mortelatepromovida pelo SAHA e LY
isolados ou combinados, realizamos o ensaio deirenékx apos a incubacédo das linhagens
Namalwa e Daudi com SAHA 0,aM, LY 5,0 uM e a combinacdo SAHA/LY por 48h. Os
inibidores isolados foram capazes de levar a untugrea porcentagem de marcacdo com
anexina V, enquanto que a combinag&o nao foi cdpgzotencializar de forma significativa a
marcacao por anexina V (Figura 4.12). Restern blottingobservamos a clivagem da caspase 3
e diminuicdo de MCL1 apds o tratamento combinaddimtzagem Namalwa (Figura 4.13),
indicando a ativacdo de apoptose.
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Figura 4.12: Efeito do HDACi SAHA isolado ou combinado com @Ri LY nas linhagens Namalwa e Daudi.
As linhagens foram tratadas ou ndo com SAHALVG LY 5,0 UM ou a combinacdo SAHA + LY por 48h. A
apoptose foi avaliada por citometria de fluxo atsda marcacdo com Anexina V e lodeto de proideifid®
representativo de trés experimentos independentes.
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Figura 4.13: Avaliacdo do efeito do HDACi SAHA isolado ou comado com o PI3Ki LY na expressdo de
proteinas relacionadas com a apoptose na linhagemaMa. A linhagem foi tratada ou ndo com SAHA |0\,

LY 5,0 uM ou a combinacao SAHA + LY por 48h. A expresao plageinas antiapoptética MCL1 e proapoptotica
Caspase-3 foi avaliada peestern blottingExperimento representativo de trés experimemuasgendentes.

4.8 Determinacdo da influéncia da combinacdo SAHA/LY nalistribuicdo do ciclo celular

Avaliamos a distribuicdo do conteido de DNA dabkdigens Namalwa e Daudi tratadas
ou ndo com os inibidores isolados e combinados. MAGI SAHA n&o alterou de forma
significativa a distribuicdo do conteudo de DNAtr@amento com o inibidor de PI3K levou a
uma parada das células na fase GO/G1 na linhagemalWa e Daudi. Enquanto que a
combinacgdo potencializou a parada do ciclo celetarGO/G1 com concomitante diminui¢éo da
fase S, confirmando o seu efeito de inibicdo ddifpracédo observado anteriormente no ensaio

de exclusao por azul de Tripan (Figura 4.14).
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Figura 4.14: Avaliacdo do efeito do HDACi SAHA isolado ou comédo com o PI3Ki LY na distribuicdo do
contetdo de DNA. As linhagens Namalwa (A) e Da@)iforam tratadas ou ndo com SAHA @I, LY 5,0 uM

ou a combinacdo SAHA + LY por 48h. O conteldo deADMi avaliado por citometria de fluxo. Experimento
representativo de trés experimentos independentes.
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4.9Investigacao do efeito mediado pelo SAHA, LY e sua®mbinacdes na via de PI3K/Akt

A fim de caracterizar as vias envolvidas na iréibigla proliferacdo celular mediada pelo
tratamento das linhagens derivadas de LB com a ioaigdo SAHA/LY, avaliamos a expressao
de proteinas relacionadas com as vias de prolderagtes e apds o tratamento das células com
os inibidores isolados ou combinados na linhagema¥\aa e/ou Daudi. O tratamento com LY
5,0 uM isolado ou combinado com SAHA OppM levou a diminuigdo da fosforilacdo de ERK
1/2 e Akt nas linhagens Daudi e Namalwa, demondtraseu efeito especifico de inibir PI3K
(Figura 4.15). Avaliamos também a fosforilacdo d&K@3 na serina 9 que é capaz de inibir
GSK3B. Quando nao fosforilada e dessa forma ativa, @S#&#esenta um papel essencial em
diversos processos celulares que incluem: protiferadiferenciacdo, inflamacgéao, motilidade e
sobrevivéncia. Observamos diminuicdo de fosfordagé GSKB na linhagem Namalwa apos
48h de tratamento com SAHA e LY isolados. (Figud®i
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Figura 4.15: Avaliagdo da ativagado de vias de proliferagdolidsagens Namalwa (A) e Daudi (B) foram tratadas
com os HDACI e PI3Ki isolados ou combinados. Osiside fosforilagdo de Akt e ERK1/2 foram avaliagos
western blotingFigura representativa de trés experimentos indigreas.
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Figura 4.16: Efeito do HDACi SAHA isolado ou combinado com o3Ri LY na fosforilacdo de proteinas
relacionadas com a via de PI3K. A linhagem Namdbidratada ou ndo com SAHA 0BV, LY 5,0 uM ou a
combinagdo SAHA + LY por 48h. A fosforilagdo de G3Kfoi avaliada por citometria de fluxo. Experimento
representativo de dois experimentos independeRtEss Raz&o de intensidade de fluorescéncia.

4.10 Avaliacdo da modulacdo da expresséo dosR-143 e-145 mediada por SAHA e LY

Com a finalidade de avaliar a participacao dos miRNnvolvidos na via de PI3K e
portanto na migracdo celular, na resposta ao teattamcom o inibidor de PI3K e HDACI
isolados ou combinados, investigamos por PCR erpdaeal a expressédo dosR-143 e -145
48h apoOs os tratamentos isolados ou combinados SAHRA e LY na linhagem Namalwa.
Resultados preliminares sugerem que a combinacapaz de elevar em até 2x os niveis desses

mMiRNAs na linhagem estudada (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Efeito do HDACi SAHA isolado ou combinado com o RILY na expressdo de miRNAs na
linhagem Namalwa. As células da linhagem Namalwanfotratadas ou ndo com SAHA @bl LY 5,0 uM ou a
combinagdo SAHA + LY por 48h. A expresséo dodR-143e miR-145foi verificada por PCR em tempo real.
Gréfico representa a média de dois experiment@pimntentes. Controle sdo células tratadas somamte ¥eiculo
DMSO

4.11 Avaliacdo da capacidade de migracéo celular apési@ibicdo de PI3K e HDAC

Uma vez que estd demonstrada a participacdo ddevial3K no processo de migracao
celular e seu envolvimento nos mecanismos envovitlsmetastase tumoral, o alvo de
continuidade de nosso estudo estd sendo avalia@canmsmos envolvidos na disseminacdo do
LB para SNC, MO, testiculos e ovério. Através dhzatao de uma linhagem derivada do LB
avaliamos a capacidade de inibicdo da migracadacedos inibidores SAHA e LY isolados ou
combinados na linhagem Namalwa apods 24 e 48h @erteato. O ensaio de migragdo utilizando
transwells revelou que SAHA 0,5 pM é capaz de inibir a migmda linhagem Namalwa em
16% ja em 24h de incubacdo. Como o esperado, uird2% da migracdo e a combinacao
inibiu 43%. Uma vez que o inibidor LY é descrit@sdicamente como um inibidor com um
espectro de acao mais amplo, inibindo ndo somdBte €omo todo o eixo PISK-Akt-mTOR,
utilizamos um inibidor especifico para a isoformalt® de PI3K, para determinar se o efeito na
inibicdo da migracdo celular era independente ow ad inibicho de mTOR. Inicialmente
realizamos curvas de dose e resposta em concezgracempos distintos, para determinar o

tempo e concentracdo de utilizagdo do inibidor @@figura 4.18). De forma semelhante ao LY,
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o inibidor Delta foi capaz de inibir a migrag&oloidnagem Namalwa apos 24h de tratamento e a
combinacédo do inibidor Delta com SAHA foi capazadenentar o efeito inibitério da migracéo,

sugerindo auséncia de participacéo da sinalizagamVOR nesse contexto.
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Figura 4.18: Efeito do HDACi SAHA isolado ou combinado com osS8IRI LY ou Delta na capacidade de
migracéo da linhagem Namalwa. As células da linllefjamalwa foram tratadas ou ndo com SAHA |0V5
LY 5,0 uM, Delta 10,0uM ou a combinacdo SAHA + LY ou SAHA + Delta por 24\ migracéo celular foi
avaliada pelo ensaio dganswell Dados sdo expressos através de média + DP deexm@Erimentos
independentes. *P<0,05.

4.12 Avaliacdo do efeito dos inibidores isoladoscembinados na morfologia celular

A fim de caracterizar o efeito dos inibidores eadigractes celulares e moleculares
promovidas pela combinacdo da inibicdo de HDAC 3KPtealizamos imunofluorescéncia nas
células da linhagem Namalwa apds 24h de tratameoto SAHA 0,5uM, LY 5,0uM e a
combinacdo SAHAJ/LY, além do veiculo (DMSO) como trole. Ap0s a marcagcdo com
anticorpos fluorescentes contraubulina, f-actina e marcagcdo com Dapi para aalizsacao do
ndcleo, as células foram analisadas em microsapitocal para a determinacdo das alteracoes
do formato celular frente aos tratamentos (Figui®y Observamos, diminuicdo do numero de

células polarizadas — caracterizadas pela presdmgctina na regido posterior e tubulina na

63



regido anterior das células- ap6s os tratamentiguré-4.20 A). Além disso, observamos a
diminuicdo da area celular (Figura 4.20 B), seraraftdo significativa na circularidade (Figura
4.20 C). Além disso, verificamos os niveis protéicte Cdc42, proteina relacionada com a
polarizacdo celular e os niveis de acetilacdo belina, alvo de HDAC6 (Figura 4.21), que

estavam aumentados apds o tratamento com SAHA.
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Figura 4.19: Altera¢gbes no format cellular mediadas por SAHAYe Apds o tratamento com SAHA isolado ou
combinado com LY, as células da linhagem Namalwanfoincubadas com anticorpo aattubilina (verde),
faloidina (vermelho) e Dapi (Azul). O zoom mostraaicélula tipicamente polarizada. Barra aMI0
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Figura 4.20: Quantificacdo das imagens de fluorescéncia: Arpdais imagens de fluorescéncia, realizamos a
quantificacdo do percentual de células polarizd@se verificacdo da area (B) e a circularidadiilee (C)
utilizando o software ImageJ. Um total de 300 @ddbram analisadas em cada experimento. Foramages
trés experimentos independentes.
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Figura 4.21: Avaliacdo da expressédo de Cdc42 e acetilacdo ddinabAs células da linhagem Namalwa foram
tratadas com SAHA 0,6M, LY 5,0 uM ou a combinagdo SAHA/LY por 24h. Oweis proteicos foram avaliadaos
porwestern blottingExperimento representativo de trés experimemisgendentes

4.13 Efeito da inibicdo de HDAC e PI3K na expresséao e i@tdade de Rho GTPases

Uma vez demonstrado o efeito dos inibidores iszsdaslcombinados na migracéo celular,
investigamos alguns dos mecanismos ja bem desardoBteratura como responsaveis por
alteracbes no citoesqueleto que culminam em afiesaqio perfil migratério da célula.
Avaliamos por qPCR a expressédo de trés familiaRiteGTPaseskRhoA, RhoB, RhoC, Racl,
Rac2, Rac3, Rndl, RnéZRnd3(Figura 4.22 A, B, C respectivamente). Os tratdosetevaram
ao aumento da expressdao do mRNA de todas as Rhe€&3 Rstudadas. Em parealelo,
avaliamos pomestern blottinga expressao protéica de RhoA, RhoB e RhoC (Fig#2a E).
N&o observamos alteracdo nos niveis protéicos ded RhRhoC, nem mesmo, observamos
alteracfes significativas na atividade de RhoA{fg.22 D) que foi analisada pelo ensaio de
G-LISA, ap6s o tratamento combinado com SAHA/LY trEtanto, observamos aumento nos
niveis protéicos de RhoB apds o tratamento com SARKura 4.22 F), sugerindo uma

regulacdo epigenética na expressao dessa proteina.
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Figura 4.22: Efeito de SAHA e LY na expressao e atividade de bremda familia Rho GTPases. As células da
linhagem Namalwa foram tratadas com os inibidosetados e combinados por 24h. Os niveis de RNARRA,

B e C(A), Racl, 2, 3B) e Rnd1, 2, 3C) foram avaliados por gPCR, os niveis protéi@m&HoA, C (E) e RhoB (F)
por western blotting A atividade de RhoA (D) foi avaliada pds-Lisa kit Dados representativos de trés
experimentos independentes.
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5DISCUSSAO

O LB é uma neoplasia peculiar que apesar de semexinente agressiva, apresenta altas
taxas de cura com a utilizacdo de regimes de gteénaipia intensivos. Dos pacientes pediatricos
acometidos com LB, 80-95% s&o curados (PATTE et 2007; REITERet al, 1999).
Entretanto, a probabilidade de sobrevida em 4 paos pacientes com doenga progressiva ou
com recaida é de apenas 16%. Observa-se aindajourprpgnostico em pacientes que séo
diagnosticados no estagio IV da doenca, apresamtdisdeminacdo do LB para medula 6ssea
(MO) e/ou SNC (CAIRCet al, 2007; CAIROet al, 2012; GRIFFINet al, 2009). Quando
avaliamos o cenario do LB no paciente adulto, alaseos um nimero absoluto maior de casos
gue o numero de pacientes pediatricos, com 30%ca®ss em pacientes acima de 60 anos de
idade. Também no adulto, o envolvimento da MO &€ S3dta relacionado com progndstico
desfavoravel (RIBERAet al, 2013). Outra peculiaridade relacionada ao LBf@® de que mais
recentemente, pacientes adultos e pediatricosat@aos de forma semelhante, apesar das taxas
de resposta ao tratamento serem diferentes. Adesabrevida para pacientes adultos é de 70%
e a resposta para pacientes adultos com altosmgdiDH e que falham na primeira semana de
tratamento, ainda deve ser melhorada através ddcede novas estratégias de terapia (DIVINE
et al, 2005).

Desde a primeira aprovagéao, pela FDA, da utilizagddHDACI para o tratamento de
LCCT, vem crescendo o interesse na terapia epiganédnudando paradigmas no que diz
respeito ao tratamento de doencas hematolégicablNERet al, 2008; TANet al, 2010).
Porém, o que se tem observado é a falha dessesageando utilizados como monoterapia em
malignidades hematoldgicas, incluindo o linfomausif de grandes células B. Dessa forma,
comecaram a surgir na literatura o relato de estgde sugerem a combinagcao de quimioterapia
e terapia epigenética, visando reverter a resistémas quimioterapicos (ATRA&t al, 2001;
CAIRO et al, 2003; GRIFFIN et al., 2009; SIEGEL al, 2009).

Nosso grupo vem mostrando um efeito sinérgico nenbamacdo de HDACI e
guimioterapico no LB. Observamos que o HDACI Butirde Sédio foi capaz de potencializar o
efeito de quimioterpicos utilizados no protocd® resgate de pacientes com LB que néo
respondem ao tratamento de primeira linha (DOSBASI FERREIRA et al., 2012). Com base
nos novos achados de Schmitz et al. & Sandel. gua a partir da compreensao da baixa

atividade da via de NkB no LB, apostaram na hipétese da superexpresséda da PI3K como

69



explicacdo para o alto perfil proliferativo encalp nesse tumor uma vez que a super expressao
de c-Myc por si s6 ndo era suficiente para a lisfgémese, prosseguimos na investigacao das
vias que estariam envolvidas na inibicdo da pmalfao observada com essa combinacao
(SANDER et al., 2012; SCHMITZ et al., 2012). Atéavde andlises de microarranjo de DNA
investigamos o0s processos alterados apds o trattancem HDACI e quimioterdpico. Nas
analises transcricionais, observamos alteracdegprexessos relacionados com ciclo celular,
reparo de DNA e fosforilagdo. Também demonstranuesagvia de PI3K/Akt é alvo de HDACI
(NaB) no LB, levando a parada do ciclo celulaeduzindo a proliferacdo através da inibi¢cdo da
fosforilagdo de Akt e diminuicdo da expresséo di&yc: Essa € uma via importante que regula o
crescimento celular, metabolismo, proliferacdo epépse. O eixo PI3K/Akt é um importante
regulador de p53 e vem sendo estudado no contexterdpias alvo (LEE, K. Bet al, 2012;
RASUL et al, 2012). Além de estar de acordo com a hipotespogta por Schmitz et al. &
Sander et al. que demonstram uma cooperacdo esges eias (SANDER et al.,, 2012;
SCHMITZ et al., 2012) e com Guan et al., que deragsin a repressdo do oncogene c-Myc
resultante da utilizacdo de agentes como decdabios HDACi apresentam propriedades
demetilantes (GUANt al, 2013; MILUTINOVIC et al, 2007).

Para avaliar efeito demetilante do HDCi foi areads a 0 percentual de de metilagcéo do

promotor do genp16"4?

e as alteracfes mediadas pelo tratamento com arwagéb NaB/VP
gue foi capaz de diminuir de forma sutil a metiad® promotor desse gene, mas que levou ao
aumento significativo dos niveis de RNAm e protemastrando que os efeitos do NaB ndo séo
limitados a hiperacetilacdo de histonas mas tamlegam a alteracdes na metilacdo do DNA.
Em concordancia com nossos resultados, a inducfd@i&“? ja foi observada por Schwartz et
al. apés o tratamento de células de cancer de @dlonNaB (SCHWARTZ; AVIVI-GREEN;
POLAK-CHARCON, 1998).

A regulacdo da expressao de proteinas dependefatenties vias que envolvem tanto
regulacdo da transcricdo como regulacdo pos tiais@l. Dessa forma, investigamos a
expressado de miRNAs que atuariam como regulad@esxpressédo de genes envolvidos na via
de PI3K, antes e ap0ds o tratamento com NaB, VPB/\NR Avaliamos a expressao dtuster
miR-143 e -145 que se localizam a distancia de aproximadamerg@ekld.um do outro no
cromossomo 5933 (IO et al., 2010). Nos tecidos dnos normais, esses miRs estao expressos,
mas em tumores como cancer de colon, gastricosgri@as cronicas ou linfomas de células B

estdo reprimidos (DI LISIO et al., 2012). Nossasulados apontam para uma possivel relacéo
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entremiR145 c-Myc, e a via de PI3K/AKT no LB uma vez queanbinacido de NaB com VP
aumentou 14 vezes a expressaanile-145 aumentou a defosforilacdo de Akt na serina 473 e
reduziu os niveis de c-Myc. Esses efeitos foranomtinados a partir da combinacdo de drogas
gue levam ao aumento de apoptose como demonstradarpente (DOS SANTOS FERREIRA
et al., 2012). Além dosiR-143e-145 estudamos tambémnoiR-101 uma vez que observamos
a diminuicdo da proteina anti-apoptotica MCL1 (DESNTOS FERREIRA et al., 2012) que é
um dos alvos damiR-101 Esse miR também €& considerado um supressor tluraoesta
envolvido no processo de invaséao e inibicdo docoremto (HE, X. P. et al., 2012; SMITS et
al., 2010; WANG, H. J. et al., 2010). De forma itam observamos o aumento da expresséo do
miR-101 com o tratamento com HDACI. Quando avaliamos aresgfio desses miRs nas
amostras tumorais de pacientes com LB ao diagmdstabservamos uma expressao
extremamente baixa, que ndo pode ser correlaciat@ftarma significativa com a probabilidade
de sobrevida dos pacientes em estudo. Apesar dgvabsios diferencas entre as curvas de
sobrevida dos pacientes que expressam 0S MiRs camopeom 0S que nNao expressam, NOSSo
tamanho amostral ndo teve poder estatistico pgerdinarmos a participacdo desses miRs na
resposta ao tratamento do LB, sendo necessarioasiaidos para o entendimento do papel do
silenciamento dosiiRs-143, -145 3 -10do LB.

Nosso trabalho publicado no periodiémnals of Hematologgom o titulo Histone
deacetylase inhibitor prevents cell growth in Bttiki lymphoma by regulating PI3K/Akt
pathways and leads to upregulation of miR-143, d¥B; and miR-101reforca os dados
recentes da literatura ao demonstrar a estredgdelentre c-Myc e a via de PI3K e sugere a via
PI3K como alvo terapéutico. Entretanto, até ensg®sar de termos sido o primeiro grupo a
publicar um trabalho que demonstra a potencialzagiefeito de quimioterapicos mediada por
HDACIi no LB (DOS SANTOS FERREIRA et al., 2012), sos dados eram baseados em
estudos utilizando NaB, um HDACI, que devido aisstabilidade, ndo apresenta potencial para
uso clinico e por isso, este inibidor foi substitupelo HDACi SAHA na sequéncia do estudo.
Além disso, baseados nos resultados anterioreljinmes no estudo o LY294002, um pan-
inibidor da via PI3K/Akt/mTOR.

A utilizacdo de dois inibidores em doses infesoges utilizadas na literatura, também
levou a diminuicao do crescimento e parada do celolar nas linhagens estudadas. Esses dados
estdo de acordo com outros estudos que demonsfetmsedessa combinacdo em diferentes

tumores como leucemia (BURKEt al, 2014), carcinoma endometrial (YOSHIOK# al,
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2013), renal (YAMADA et al, 2013) e de cabeca e pescoco (ERLIEHal, 2012). Alguns
estudos como o de Burke et. al. também mostrarafeito da combinagdo de SAHA com o
agente demetilante Decitabina em pacientes conemaiaclinfoblastica aguda em recaida. Os
autores sugeriram que através dos padrdes de gaetidacontrados, esses pacientes poderdo ser
estratificados entre respondedores e nao resporede@URKE et al., 2014). Em relacéo a
linfomas, um estudo de fase Il avaliou a atividedéolerabilidade da combinacdo SAHA e
rituximabe em pacientes refratarios ou em recaia tnfomas folicular, linfoma de zona
marginal e linfoma de células do manto, demonstraque a combinacdo é efetiva e segura
(CHEN et al, 2015).

Como ja mencionado anteriormente, é crescenteeceBde no estudo de vias que levem
ao entendimento dos mecanismos de disseminacaB gara MO e SNC. Acredita-se que exista
um cross-talkentre as vias de proliferacdo e migracéo. Diveestisdos, como o de Yang e cols,
ja demonstraram o envolvimento das vias de ERK3X Pla migracdo celular (YANGt al,
2015). Nossos resultados estdo de acordo conratlita, uma vez que observamos diminuigdo
da fosforilagdo de ERK1/2 frente aos tratamentan EtDACI e PI3Ki e também observamos
diminuicdo da capacidade de migracdo das célulatBl@wom os mesmos tratamentos. A
utilizacdo de um inibidor especifico da isoformdtalele PI3K nos permitiu inferir que esse
efeito de inibicdo da migracdo celular € indepetelde mMTOR, como comprovado por Ridley
et. al, em um estudo utilizando inibidores para as darisoformas de PI3K (CAIN;
VANHAESEBROECK; RIDLEY, 2012). Observamos tambénterdcdes no formato celular
representado pela observacdo da actina e tubelimvestigamos as possiveis vias relacionadas
com essas alteracbes, visto que a dinamica deesifoeleto € crucial para a migracdo e
polarizacdo celular que é coordenada pelas pratadaafamilia Rho (INFANTE; RIDLEY,
2013). Entretanto, ndo observamos alteracao nassniwotéicos de Cdc42, uma proteina bem
estudada por preservar a polaridade e necessaantédwa migracdo transendotelial de linfocitos
(MANES; POBER, 2013; RATNER; PIECHOCKI; GALY, 20p3Apesar de nao termos
encontrado alteracdes na expressao dessa prosefgeracdo na migracdo celular pode ser
atribuida a algum efetor de Cdc42 como, por exenWlSP (ZHANG, H.et al, 2006) ou Par6
(GERARD et al, 2007), uma vez que ja foi demonstrado que a daplee Cdc42 ndo leva a
diminuicdo da migracdo em leucemia linfoblasticadagT (INFANTE; HEASMAN; RIDLEY,
2011).
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Os HDACI sdo drogas que ndo apresentam como alnwrdge as histonas. Existem
substratos ndo histénicos muito bem caracterizgdessao alvos desses inibidores. Dentre eles,
esta ao-tubulina que é acetilada via HDACG6, que vem secalasiderada uma reguladora da
motilidade celular (CHUN, 2015) (VALENZUELA-FERNANEZ et al, 2008). Portanto,
inibidores capazes de interferir na atividade deABb sdo passiveis de alterar o perfil de
acetilacdo dex-tubulina. Dessa forma, observamos que o tratameso SAHA foi capaz de
aumentar os niveis de acetilacdo dessa proteinzéhales estudadas. Recentemente, alguns
estudos vém mostrando que a regulacdo de acetildgéambulina, localizacdo de actina e
migracdo sao reguladas por HDAC6 e que a inibigdssal enzima inibe a motilidade de
linhagens derivadas do LB (BIRDSEeX al, 2012) (DINGet al, 2014). Lee et al. demonstraram
gue a inibicdo de HDACG6 potencializa o efeito dol@Pdoxorubicina e SAHA somente em
células transformadas, ou seja, sem apresentanidade para células normais (RIVIECCHD
al., 2009).

Além da HDACS, o inibidor SAHA possui como alvo HAC1 que esta envolvida na
repressdo de RhoB. A inibicdo de HDAC foi sugenda Wang et al., que observaram pela
primeira vez a relacdo entre atividade de HDACensiamento de RhoB, sugerindo a HDAC1
como possivel alvo terapéutico em cancer de puthedwiio pequenas células (NSCLC) (WANG,
S. et al, 2003). Como no nosso estudo foi observado o atom#a expressédo de todos o0s
membros da familia Rho estudadBh¢A, RhoB, RhoC, Racl, Rac2, Rac3, Rndl, BRifI3
frente ao tratamento com HDACI e PI3Ki, sugerimosipotese de que esse aumento de
expressao seja um efeito indireto, jA& que LY € eprassor transcricional. Dessa forma, a
inibicdo de PI3K levaria a diminuicao de fosfordacde Akt, que por sua vez ativaria um fator
de transcricdo capaz de levar ao aumento da efpreks familia de GTPases Rho. Ja esta
descrito na literatura, que a diminuicdo dos nideigosforilacdo de Akt esta relacionada com o
aumento de expressao do fator de transcricdo FOXANG, Y.; ZHOU; GRAVES, 2014).
Entretanto, os estudos que mostram a relagcdo EQ¥O e Rho ainda sao raros. Em nosso
primeiro trabalho publicado (DOS SANTOS FERREIRA at, 2012), mostramos que a
potencializacdo dos efeitos de quimioterapicos auadipor HDACI estava relacionada com o
aumento da expressdo de Bim, um alvo transcricideaFOX0O3 (HAGENBUCHNERet al,
2012). Dessa forma, aventamos a hipétese de qualgdena forma, HDACIi provavelmente

possa alterar a expressao de membros da famili@FOX
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Apesar de termos descrito alteracdes na expressdicagde Rho, ndo observamos
correlacdo com os niveis protéicos dos membrosliadts. Da mesma forma, ndo observamos
correlacdo entre as alteracBes na atividade de RhoAperfil migratério das células do LB.
Recentemente, um estudo envolvendo pacientes peasatom LB, demonstrou que 8.5% dos
pacientes apresentam mutacdes em RhoA, que foemsifatadas como recorrentes, e que levam
a inibicdo da expressdo ou alteragédo da atividadendima (ROHDEet al, 2014). Além disso,
ja foi demonstrado, que a regulacdo da express&hdgode ocorrer por miRs. Como revisado
por Ridley em 2013, RhoC pode ser alvordi&R-493e miR-13§ ambos relacionados com
reducdo da migracdo celular. RhoA também é alvmitRe131(RIDLEY, 2013) e a expressao
de miR-143leva a inibicdo da migracado e invasao em céludaséhcer pancreatico (Hét al,
2012). De forma interessante, a expressamifRe143em amostras tumorais de pacientes com
LB analisados em nosso estudo foi diminuida, tuim ainda n&o foi eluciadado o significado
da perda de expressdordéR-143 na patogénese do LB (FERREIRA, A.eal, 2014).

Dentre as trés proteinas Rho estudadas, apenas ®RleBsua expressdo aumentada
principalmente com a utilizagcdo de SAHA. A dimirdocda expressao de RhoB ja foi observada
em diversos tipos tumorais e esta relacionada cagnag@o celular aumentada e redugcdo na
apoptose e por isso RhoB é considerada um supréssamral (CONNOLLY et al, 2010;
HUANG, M.; PRENDERGAST, 2006; LIU, Met al, 2011) que tem sua expressao reprimida
via HDAC1(WANG, S. et al.,, 2003). Estudos envolvenghcientes e linhagens de NSCLC
demonstraram que a utilizacdo de HDACI leva ao aonda expressdo de RhoB e que pacientes
gue apresentam prognostico desfavoravel, apresdrdaa expressao ou auséncia de expressao
de RhoB (SATOet al, 2007). Além disso, a regulacdo da via de Akt RboB controla a
invasdo e migracdo (BOUSQUEAt al, 2009) e a perda de expressdo de RhoB aumenta a
iniciacdo e o crescimento tumoral durante o dedeimwento do céancer de mama
(KAZEROUNIAN et al, 2013).

Em resumo, nossas observacfes apontam para aamgpartia analise da interface das
alteracOes e vias envolvidas na patogénese dorid¥as drogas envolvidas nestas vias visando a

exploracao de novas estratégias de tratamento tueste.
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6 CONCLUSOES

- Os inibidores de HDACI, NaB e SAHA, combinadosncWP-16 e LY, sdo capazes de
levar a inibicdo da proliferacdo celular, paradacato celular e a alteracbes na expressao de
genes relacionados com diversas vias como a A3k Akt em células do LB.

- A combinacdo desses agentes € capaz de indazimento na expressao de pl6 e de
MIiRNASs e inibir a expressédo de c-Myc em linhageglsilares derivadas do LB. Entretanto, o
papel deste efeito no LB ainda necessita ser e@doid/iisto que nédo foi relacionado com a
sobrevida global dos pacientes.

- A'inibicdo da via de PI3K combinada com a inibigle HDAC altera a proliferacdo, o
ciclo celular e perfil migratério das célulasidadas do LB devido a inibicdo da atividade de
HDAC relacionada com acetilagcéo de tubulina.

- A inducdo de alteragbes na expressdo de genmes €&hoB provavelmente esta
relacionada as alteragdes morfologicas compativein o perfil de menor motilidade das
células de LB sugerindo seu envolvimento na migralgAL B para outros tecidos.

Levando-se em consideracdo que a via de PI3K/Aflt ffperexpressa no LB, coopera
com c-Myc e pode representar um alvo importantea parapia combinada, a utilizagdo de
inibidores alvo-especificos pode alterar as viasidalizacdo e levar ao aumento da sensibilidade
a quimioterapicos. Além disso, drogas modificad@igenéticas como HDACi em combinacao
com outros agentes podem ser explorados em ergdaim®s. Dessa forma, novos esquemas de
terapia podem melhorar a resposta ao tratamenfgacdientes com LB que ndo respondem a

primeira linha de tratamento.
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7 NOTA

Parte dos resultados descritos receberam o prémionelhor trabalho de Doutorado na
modalidade péster durante o V Simposio de Oncogiald013 — UFRJ (Anexo VI), melhor
apresentacao oral na VI Jornada de Pos-GraduaciCdoem 2014 (Anexo VII) e fazem parte
dos manuscritos intitulados: “Histone deacetylagabitor prevents cell growth in Burkitt's
lymphoma by regulating PI3K/Akt pathways and letmlsupregulation of miR-143, miR-145,
and miR-101" publicado na revista Ann Hematol DOI1D07/s00277-014-2021-4 (Anexo VIII).
e “Dual inhibition of histone deacetylase and PIE{fect on Burkitt's lymphoma cell growth
and migration”’(Manuscrito em fase de submissao). Parte dostadssl que estédo em fase de
publicacdo foram obtidos durante doutorado sanduiehlizado no Kings College London sob

orientacdo da BrAnne Ridley.

76



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKAQ, Y. et al. Role of anti-oncomirs miR-143 affid15 in human colorectal tumoiSancer
Gene Ther,v. 17, n. 6, p. 398-408,Jun 2010.

AKAQO, Y. et al. Downregulation of microRNAs-143n145 in B-cell malignancie€ancer
Sci,v. 98, n. 12, p. 1914-20,Dec 2007.

ALBIHN, A.; JOHNSEN, J. I.; HENRIKSSON, M. A. MY(nioncogenesis and as a target for
cancer therapie®dv Cancer Resy. 107, p. 163-224 2010.

ALEXANDROVA, A. Y. Plasticity of tumor cell migratin: acquisition of new properties or
return to the pastBiochemistry (Mosc),v. 79, n. 9, p. 947-63,Sep 2014.

ALLEN, K. E.; WEISS, G. J. Resistance may not lddumicroRNA biomarkers for
chemoresistance and potential therapeuliicd.Cancer Ther, v. 9, n. 12, p. 3126-36,Dec 2010.

ATRA, A. et al. Outcome of relapsed or refractohjiddhood B-cell acute lymphoblastic
leukaemia and B-cell non-Hodgkin's lymphoma treatétd the UKCCSG 9003/9002 protocols.
Br J Haematol,v. 112, n. 4, p. 965-8,Mar 2001.

BADER, A. G. et al. Oncogenic PI3K deregulatess@iption and translatioiNat Rev
Cancer,v. 5, n. 12, p. 921-9,Dec 2005.

BARTEL, D. P. MicroRNAs: genomics, biogenesis, maalsm, and functiorCell, v. 116, n. 2,
p. 281-97,Jan 23 2004.

BATTY, N.; MALOUF, G. G.; ISSA, J. P. Histone de&glase inhibitors as anti-neoplastic
agentsCancer Lett, v. 280, n. 2, p. 192-200,Aug 8 2009.

BAYLIN, S. B. DNA methylation and gene silencingéancerNat Clin Pract Oncol, v. 2
Suppl 1, p. S4-11,Dec 2005.

BAYLIN, S. B.; OHM, J. E. Epigenetic gene silencimgcancer - a mechanism for early
oncogenic pathway addictiolNat Rev Cancer,v. 6, n. 2, p. 107-16,Feb 2006.

BEAGLE, B.; FRUMAN, D. A. A lipid kinase cousin cperates to promote canc&ancer
Cell,v. 19, n. 6, p. 693-5,Jun 14 2011.

BENDELL, J. C. et al. Phase |, dose-escalatiodystf BKM120, an oral pan-Class | PI3K
inhibitor, in patients with advanced solid tumar<lin Oncol, v. 30, n. 3, p. 282-90,Jan 20
2012.

BERG, T. Small-molecule modulators of c-Myc/Max avidx/Max interactionsCurr Top
Microbiol Immunol, v. 348, p. 139-49 2011.

BIRCH, J. M. et al. Incidence of malignant disebgenorphological type, in young persons
aged 12-24 years in England, 1979-1%ur J Cancer, v. 39, n. 18, p. 2622-31,Dec 2003.

i



BIRDSEY, G. M. et al. The transcription factor Eggulates expression of histone deacetylase 6
and multiple pathways involved in endothelial ceigration and angiogenesBlood, v. 119, n.
3, p- 894-903,Jan 19 2012.

BOUCHARD, C.; STALLER, P.; EILERS, M. Control of it@roliferation by Myc.Trends Cell
Biol, v. 8, n. 5, p. 202-6,May 1998.

BOUSQUET, E. et al. Loss of RhoB expression prasohigration and invasion of human
bronchial cells via activation of AKTCancer Resy. 69, n. 15, p. 6092-9,Aug 1 2009.

BRADY, G.; MACARTHUR, G. J.; FARRELL, P. J. EpsteBarr virus and Burkitt lymphoma.
J Clin Pathol, v. 60, n. 12, p. 1397-402,Dec 2007.

BURKE, M. J. et al. A therapeutic trial of decitad and vorinostat in combination with
chemotherapy for relapsed/refractory acute lympdstid leukemiaAm J Hematol, v. 89, n. 9,
p. 889-95,Sep 2014.

BUTLER, L. M. et al. The histone deacetylase imbibSAHA arrests cancer cell growth, up-
regulates thioredoxin-binding protein-2, and dowgulates thioredoxifProc Natl Acad Sci U
S Av. 99, n. 18, p. 11700-5,Sep 3 2002.

CAIN, R. J.; VANHAESEBROECK, B.; RIDLEY, A. J. Diffrent Pl 3-kinase inhibitors have
distinct effects on endothelial permeability anakiecyte transmigratiorint J Biochem Cell
Biol, v. 44, n. 11, p. 1929-36,Nov 2012.

CAIRO, M. S. et al. Results of a randomized inéiomal study of high-risk central nervous
system B non-Hodgkin lymphoma and B acute lymplaitddeukemia in children and
adolescent®8lood, v. 109, n. 7, p. 2736-43,Apr 1 2007.

CAIRO, M. S. et al. Advanced stage, increasedataalehydrogenase, and primary site, but not
adolescent age (>/= 15 years), are associatedawithcreased risk of treatment failure in
children and adolescents with mature B-cell nongkids lymphoma: results of the FAB LMB
96 study.J Clin Oncol, v. 30, n. 4, p. 387-93,Feb 1 2012.

CAIRO, M. S. et al. Burkitt's and Burkitt-like lyphoma in children and adolescents: a review of
the Children's Cancer Group experieri8@eJ Haematol, v. 120, n. 4, p. 660-70,Feb 2003.

CALBO, J. et al. The fate of pancreatic tumor tiakts following p16 overexpression depends
on the modulation of CDK2 activitfCell Death Differ, v. 11, n. 10, p. 1055-65,0ct 2004.

CARPENTER, C. L. et al. Purification and charaizteion of phosphoinositide 3-kinase from
rat liver.J Biol Chem,v. 265, n. 32, p. 19704-11,Nov 15 1990.

CATALANO, M. G. et al. Valproic acid enhances tlibwacetylation and apoptotic activity of

paclitaxel on anaplastic thyroid cancer cell lifrésdocr Relat Cancer,v. 14, n. 3, p. 839-
45,Sep 2007.

78



CHANG, T. C. et al. Widespread microRNA represdigrMyc contributes to tumorigenesis.
Nat Genet,v. 40, n. 1, p. 43-50,Jan 2008.

CHEN, R. et al. A Phase Il Study of vorinostat aitukimab for treatment of indolent non-
Hodgkin lymphoma (newly diagnosed and relapsedcédry).HaematologicgJan 16 2015.

CHIU, B. C.; WEISENBURGER, D. D. An update of th@a@emiology of non-Hodgkin's
lymphoma.Clin Lymphoma, v. 4, n. 3, p. 161-8,Dec 2003.

CHO, D. C. Targeting the PI3K/Akt/mTOR Pathway imlidnancy: Rationale and Clinical
Outlook.BioDrugs,Feb 25 2014.

CHO, H. M. et al. microRNA-101 inhibits lung cam@evasion through the regulation of
enhancer of zeste homologEXxp Ther Med, v. 2, n. 5, p. 963-967,Sep 2011.

CHUN, P. Histone deacetylase inhibitors in hemagimial malignancies and solid tumodsch
Pharm ResFeb 5 2015.

CLARKE, C. A.; GLASER, S. L. Changing incidencerain-Hodgkin lymphomas in the United
StatesCancer,v. 94, n. 7, p. 2015-23,Apr 1 2002.

CONNOLLY, E. C. et al. Overexpression of miR-2bmotes an in vitro metastatic phenotype
by targeting the tumor suppressor RH®BI Cancer Res,v. 8, n. 5, p. 691-700,May 2010.

CRUMP, M. et al. Phase Il trial of oral vorinosgatiberoylanilide hydroxamic acid) in relapsed
diffuse large-B-cell lymphomaAnn Oncol, v. 19, n. 5, p. 964-9,May 2008.

DI LISIO, L. et al. MicroRNA signatures in B-cdlimphomasBlood Cancer J,v. 2, n. 2, p.
e57,Feb 2012.

DIBBLE, C. C. etal. TBC1D7 is a third subunittbe TSC1-TSC2 complex upstream of
MTORC1.Mol Cell, v. 47, n. 4, p. 535-46,Aug 24 2012.

DING, N. et al. Histone deacetylase 6 activitgiiical for the metastasis of Burkitt's lymphoma
cells.Cancer Cell Int, v. 14, n. 1, p. 139 2014.

DIVINE, M. et al. Burkitt lymphoma in adults: agspective study of 72 patients treated with an
adapted pediatric LMB protocoAnn Oncol, v. 16, n. 12, p. 1928-35,Dec 2005.

DOMIN, J. et al. The class Il phosphoinositideiBase PI3K-C2beta regulates cell migration by
a PtdIins3P dependent mechanidr@ell Physiol,v. 205, n. 3, p. 452-62,Dec 2005.

DOMIN, J. et al. Cloning of a human phosphoind&tB-kinase with a C2 domain that displays

reduced sensitivity to the inhibitor wortmannBiochem J,v. 326 ( Pt 1), p. 139-47,Aug 15
1997.

79



DOS SANTOS FERREIRA, A. C. et al. Histone deaatglinhibitor potentiates chemotherapy-
induced apoptosis through Bim upregulation in Bi'eklymphoma cells] Cancer Res Clin
Oncol,v. 138, n. 2, p. 317-25,Feb 2012.

DOS SANTOS FERREIRA, A. C. et al. Histone deaaedglinhibitor prevents cell growth in
Burkitt's lymphoma by regulating PI3K/Akt pathwassd leads to upregulation of miR-143,
miR-145, and miR-10JAnn Hematol,Feb 28 2014.

DOS SANTOS, M. P. et al. Sodium butyrate enhatizesytotoxic effect of antineoplastic
drugs in human lymphoblastic T-celleeuk Res,v. 33, n. 2, p. 218-21,Feb 2009.

ELLIS, L.; ATADJA, P. W.; JOHNSTONE, R. W. Epigeined in cancer: targeting chromatin
modifications.Mol Cancer Ther, v. 8, n. 6, p. 1409-20,Jun 2009.

ENGELMAN, J. A.; LUO, J.; CANTLEY, L. C. The evolain of phosphatidylinositol 3-kinases
as regulators of growth and metabolid#at Rev Genety. 7, n. 8, p. 606-19,Aug 2006.

ERLICH, R. B. et al. Preclinical evaluation of dEa3K-mTOR inhibitors and histone
deacetylase inhibitors in head and neck squamdusaceinomaBr J Cancer,v. 106, n. 1, p.
107-15,Jan 3 2012.

ESTELLER, M. Epigenetics in canc&.Engl J Med, v. 358, n. 11, p. 1148-59,Mar 13 2008.

FEINBERG, A. P.; OHLSSON, R.; HENIKOFF, S. The egmgtic progenitor origin of human
cancerNat Rev Genety. 7, n. 1, p. 21-33,Jan 2006.

FERRACIN, M.; VERONESE, A.; NEGRINI, M. MicromarkermiRNAs in cancer diagnosis
and prognosis€Expert Rev Mol Diagn, v. 10, n. 3, p. 297-308,Apr 2010.

FERREIRA, A. C. et al. Histone deacetylase inlibgirevents cell growth in Burkitt's
lymphoma by regulating PI3K/Akt pathways and letapregulation of miR-143, miR-145,
and miR-101Ann Hematol, v. 93, n. 6, p. 983-93,Jun 2014.

FERREIRA, J. M. et al. Lymphoma subtype inciderates in children and adolescents: first
report from BrazilCancer Epidemiol,v. 36, n. 4, p. e221-6,Aug 2012.

FRIEDL, P.; BORGMANN, S.; BROCKER, E. B. Amoeboglkocyte crawling through
extracellular matrix: lessons from the Dictyosteliparadigm of cell movement.Leukoc Biol,
v. 70, n. 4, p. 491-509,0ct 2001.

FRIEDL, P.; WOLF, K. Plasticity of cell migratioa: multiscale tuning model. Cell Biol, v.
188, n. 1, p. 11-9,Jan 11 2010.

FRUMAN, D. A.; MEYERS, R. E.; CANTLEY, L. C. Phospmmositide kinasesAnnu Rev
Biochem,v. 67, p. 481-507 1998.

GARCIA-MATA, R.; BOULTER, E.; BURRIDGE, K. The 'ingible hand': regulation of RHO
GTPases by RHOGDI#lat Rev Mol Cell Biol,v. 12, n. 8, p. 493-504,Aug 2011.

80



GARGALIONIS, A. N.; BASDRA, E. K. Insights in micRNAs biology.Curr Top Med
Chem,v. 13, n. 13, p. 1493-502 2013.

GERARD, A. etal. The Par polarity complex regetaRap1- and chemokine-induced T cell
polarizationJ Cell Biol, v. 176, n. 6, p. 863-75,Mar 12 2007.

GIL, J.; PETERS, G. Regulation of the INK4b-ARF-IM&tumour suppressor locus: all for one
or one for allNat Rev Mol Cell Biol,v. 7, n. 9, p. 667-77,Sep 2006.

GRIFFIN, T. C. et al. A study of rituximab andsfamide, carboplatin, and etoposide
chemotherapy in children with recurrent/refractBrgell (CD20+) non-Hodgkin lymphoma and
mature B-cell acute lymphoblastic leukemia: a refrom the Children's Oncology Group.
Pediatr Blood Cancer,v. 52, n. 2, p. 177-81,Feb 2009.

GUAN, H. et al. Decitabine represses translocM&@ oncogene in Burkitt lymphomad.
Pathol, v. 229, n. 5, p. 775-83,Apr 2013.

HABERLAND, M.; MONTGOMERY, R. L.; OLSON, E. N. Thmany roles of histone
deacetylases in development and physiology: impptina for disease and theraNat Rev
Genet,v. 10, n. 1, p. 32-42,Jan 2009.

HAGEMEISTER, F. B. Treatment of relapsed aggreshkighomas: regimens with and without
high-dose therapy and stem cell resctencer Chemother Pharmacoly. 49 Suppl 1, p. S13-
20,May 2002.

HAGENBUCHNER, J. et al. FOXO3-induced reactive gai species are regulated by
BCL2L11 (Bim) and SESN3l Cell Sci,v. 125, n. Pt 5, p. 1191-203,Mar 1 2012.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancehé next generatiorCell, v. 144, n. 5,
p. 646-74,Mar 4 2011.

HARRIS, K. P.; TEPASS, U. Cdc42 and vesicle tr&ifig in polarized cellsTraffic, v. 11, n.
10, p. 1272-9,0ct 2010.

HE, L. et al. A microRNA polycistron as a potehtiaman oncogenéature, v. 435, n. 7043,
p. 828-33,Jun 9 2005.

HE, X. P. et al. Downregulation of miR-101 in gastancer correlates with cyclooxygenase-2
overexpression and tumor growlBEBS J,v. 279, n. 22, p. 4201-12,Nov 2012.

HEASMAN, S. J. et al. Coordinated RhoA signalinghe leading edge and uropod is required
for T cell transendothelial migratiod.Cell Biol, v. 190, n. 4, p. 553-63,Aug 23 2010.

HEASMAN, S. J.; RIDLEY, A. J. Mammalian Rho GTPasesw insights into their functions
from in vivo studiesNat Rev Mol Cell Biol,v. 9, n. 9, p. 690-701,Sep 2008.

81



HECHT, J. L.; ASTER, J. C. Molecular biology of Biit's lymphomaJ Clin Oncol, v. 18, n.
21, p. 3707-21,Nov 1 2000.

HEEREMA, N. A. et al. State of the Art and Futi¥eeds in Cytogenetic/Molecular
Genetics/Arrays in childhood lymphoma: summary repbworkshop at the First International
Symposium on childhood and adolescent non-Hodgkitphoma, April 9, 2003, New York
City, NY. Pediatr Blood Cancer,v. 45, n. 5, p. 616-22,0ct 15 2005.

HEIDER, U. et al. Synergistic interaction of thetbne deacetylase inhibitor SAHA with the
proteasome inhibitor bortezomib in cutaneous T lgelbhomaEur J Haematol, v. 82, n. 6, p.
440-9,Jun 2009.

HERMAN, J. G. et al. Distinct patterns of inactioa of p15INK4B and p16INK4A
characterize the major types of hematological maligiesCancer Resy. 57, n. 5, p. 837-
41,Mar 1 1997.

HIRSCH, E. et al. PI3K in cancer-stroma interawsiobad in seed and ugly in soil.
Oncogenelul 29 2013.

HOCHBERG, J. et al. Adolescent non-Hodgkin lymplacamd Hodgkin lymphoma: state of the
scienceBr J Haematol, v. 144, n. 1, p. 24-40,Jan 2009.

HU, Y. et al. miR-143 inhibits the metastasis ahpreatic cancer and an associated signaling
pathway.Tumour Biol, v. 33, n. 6, p. 1863-70,Dec 2012.

HUANG, J.; MANNING, B. D. The TSC1-TSC2 complexmalecular switchboard controlling
cell growth.Biochem J,v. 412, n. 2, p. 179-90,Jun 1 2008.

HUANG, M.; PRENDERGAST, G. C. RhoB in cancer suggsien.Histol Histopathol, v. 21, n.
2, p. 213-8,Feb 2006.

IACOBUZIO-DONAHUE, C. A. Epigenetic changes in cenAnnu Rev Pathol,v. 4, p. 229-
49 2009.

10, A. et al. Identification of non-coding RNAsndracing microRNA-143/145 clusteviol
Cancer,v. 9, p. 136 2010.

INFANTE, E.; HEASMAN, S. J.; RIDLEY, A. J. Statinshibit T-acute lymphoblastic leukemia
cell adhesion and migration through Raplheukoc Biol,v. 89, n. 4, p. 577-86,Apr 2011.

INFANTE, E.; RIDLEY, A. J. Roles of Rho GTPasedencocyte and leukaemia cell
transendothelial migratio®hilos Trans R Soc Lond B Biol Sciy. 368, n. 1629, p. 20130013
2013.

JAFFE, A. B.; HALL, A. Rho GTPases: biochemistryddnology.Annu Rev Cell Dev Biol,v.
21, p. 247-69 2005.

82



JIN, H. Y. etal. MicroRNA-17~92 plays a causatieée in lymphomagenesis by coordinating
multiple oncogenic pathwayEMBO J, v. 32, n. 17, p. 2377-91,Aug 28 2013.

KATSUDA, K. et al. Activation of caspase-3 andastage of Rb are associated with p16-
mediated apoptosis in human non-small cell lungeroellsOncogeney. 21, n. 13, p. 2108-
13,Mar 27 2002.

KAZEROUNIAN, S. et al. RhoB differentially contt®lAkt function in tumor cells and stromal
endothelial cells during breast tumorigeneSiancer Resy. 73, n. 1, p. 50-61,Jan 1 2013.

KIUCHI, T. et al. Cofilin promotes stimulus-indutéamellipodium formation by generating an
abundant supply of actin monomei<Cell Biol, v. 177, n. 3, p. 465-76,May 7 2007.

KLANGBY, U. et al. p16/INK4a and p15/INK4b gene tinglation and absence of p16/INK4a
MRNA and protein expression in Burkitt's lymphom&od, v. 91, n. 5, p. 1680-7,Mar 1 1998.

KLAPPROTH, K.; WIRTH, T. Advances in the understargdof MYC-induced
lymphomagenesi®r J Haematol, v. 149, n. 4, p. 484-97,May 2010.

KLUMB, C. E. et al. DNA sequence profile of TP58ng mutations in childhood B-cell non-
Hodgkin's lymphomas: prognostic implicatiogsir J Haematol, v. 71, n. 2, p. 81-90,Aug 2003.

KLUMB, C. E. et al. Treatment of children with Bltnon-Hodgkin's lymphoma in developing
countries: the experience of a single center irziBrd Pediatr Hematol Oncol,v. 26, n. 7, p.
462-8,Jul 2004.

LAMMERMANN, T.; SIXT, M. Mechanical modes of '"amoeid’ cell migrationCurr Opin
Cell Biol, v. 21, n. 5, p. 636-44,0ct 2009.

LAPLANTE, M.; SABATINI, D. M. mTOR signaling in grath control and diseas€ell, v.
149, n. 2, p. 274-93,Apr 13 2012.

LEE, K. B. etal. CYR61 controls p53 and NF-kappa®ression through PI3K/Akt/mTOR
pathways in carboplatin-induced ovarian cancescélncer Lett, v. 315, n. 1, p. 86-95,Feb 1
2012.

LEE, R. C.; FEINBAUM, R. L.; AMBROS, V. The C. elags heterochronic gene lin-4 encodes
small RNAs with antisense complementarity to lin-Céll, v. 75, n. 5, p. 843-54,Dec 3 1993.

LI, J. et al. PTEN, a putative protein tyrosin@gphatase gene mutated in human brain, breast,
and prostate cance3ciencey. 275, n. 5308, p. 1943-7,Mar 28 1997.

LIM, L. P. et al. Microarray analysis shows thatre& microRNAs downregulate large numbers
of target mMRNAsNature, v. 433, n. 7027, p. 769-73,Feb 17 2005.

LINDEMANN, R. K. et al. Analysis of the apoptotand therapeutic activities of histone
deacetylase inhibitors by using a mouse model célBlymphomaProc Natl Acad Sci U S A,
v. 104, n. 19, p. 8071-6,May 8 2007.

83



LINDSTROM, M. S.; KLANGBY, U.; WIMAN, K. G. p14ARFomozygous deletion or MDM2
overexpression in Burkitt lymphoma lines carryinigovwtype p53.0ncogeney. 20, n. 17, p.
2171-7,Apr 19 2001.

LINDSTROM, M. S.; WIMAN, K. G. Role of genetic arepigenetic changes in Burkitt
lymphoma.Semin Cancer Biol,v. 12, n. 5, p. 381-7,0ct 2002.

LIU, M. et al. miR-21 targets the tumor suppredRboB and regulates proliferation, invasion
and apoptosis in colorectal cancer cdflSBS Lett, v. 585, n. 19, p. 2998-3005,0ct 3 2011.

LIU, T. et al. Histone deacetylase inhibitors: tifuhctional anticancer agentSancer Treat
Rev,v. 32, n. 3, p. 157-65,May 2006.

LOWRY, O. H. et al. Protein measurement with tleérFphenol reagentl Biol Chem,v. 193,
n. 1, p. 265-75,Nov 1951.

LUND, A. H.; VAN LOHUIZEN, M. Epigenetics and cancé&enes Devy. 18, n. 19, p. 2315-
35,0ct 1 2004.

LUSCHER, B. MAD1 and its life as a MYC antagoniatt updateEur J Cell Biol, v. 91, n. 6-7,
p. 506-14,Jun-Jul 2012.

LUSCHER, B.; VERVOORTS, J. Regulation of gene taaimion by the oncoprotein MYC.
Gene,v. 494, n. 2, p. 145-60,Feb 25 2012.

MAEHAMA, T.; DIXON, J. E. The tumor suppressor, PNBMMACL1, dephosphorylates the
lipid second messenger, phosphatidylinositol 3tdsphosphatel Biol Chem,v. 273, n. 22, p.
13375-8,May 29 1998.

MAFFUCCI, T. et al. Class Il phosphoinositide 3w#s$e defines a novel signaling pathway in
cell migration.J Cell Biol, v. 169, n. 5, p. 789-99,Jun 6 2005.

MAGRATH, I. et al. Adults and children with smalbn-cleaved-cell ymphoma have a similar
excellent outcome when treated with the same chsmapy regimen] Clin Oncol, v. 14, n. 3,
p. 925-34,Mar 1996.

MAHLKNECHT, U.; HOELZER, D. Histone acetylation mifiérs in the pathogenesis of
malignant diseas@&lol Med, v. 6, n. 8, p. 623-44,Aug 2000.

MANES, T. D.; POBER, J. S. TCR-driven transendagiehigration of human effector memory
CDA4 T cells involves Vav, Rac, and myosin [IAlImmunol, v. 190, n. 7, p. 3079-88,Apr 1
2013.

MILUTINOVIC, S. et al. Valproate induces widesptegpigenetic reprogramming which
involves demethylation of specific gen€arcinogenesisy. 28, n. 3, p. 560-71,Mar 2007.

84



MINAMI, R. et al. p16(INK4a) induces differentiati and apoptosis in erythroid lineage cells.
Exp Hematol,v. 31, n. 5, p. 355-62,May 2003.

MOLYNEUX, E. M. et al. Burkitt's lymphomd.ancet, v. 379, n. 9822, p. 1234-44, Mar 31
2012.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellulaiogvth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assaysImmunol Methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63,Dec 16 1983.

MURPHY, S. B. et al. Non-Hodgkin's lymphomas ofid¢hood: an analysis of the histology,
staging, and response to treatment of 338 casesiagle institutiond Clin Oncol, v. 7, n. 2, p.
186-93,Feb 1989.

NOBES, C. D.; HALL, A. Rho, rac, and cdc42 GTPasssilate the assembly of multimolecular
focal complexes associated with actin stress fidansellipodia, and filopodieCell, v. 81, n. 1,
p. 53-62,Apr 7 1995.

ORTEGA, S.; MALUMBRES, M.; BARBACID, M. Cyclin D-dgendent kinases, INK4
inhibitors and canceBiochim Biophys Acta,v. 1602, n. 1, p. 73-87,Mar 14 2002.

OU, J. N. et al. Histone deacetylase inhibitochastatin A induces global and gene-specific
DNA demethylation in human cancer cell linBeochem Pharmacoly. 73, n. 9, p. 1297-
307,May 1 2007.

PATTE, C. et al. Results of the randomized intéomal FAB/LMB96 trial for intermediate risk
B-cell non-Hodgkin lymphoma in children and adoksgs: it is possible to reduce treatment for
the early responding patien&lood, v. 109, n. 7, p. 2773-80,Apr 1 2007.

PATTE, C. etal. The Societe Francaise d'OncolBgidiatrique LMB89 protocol: highly
effective multiagent chemotherapy tailored to tmaadr burden and initial response in 561
unselected children with B-cell lymphomas and Likkmia.Blood, v. 97, n. 11, p. 3370-9,Jun 1
2001.

PINYOL, M. et al. p16(INK4a) gene inactivation tgletions, mutations, and hypermethylation
is associated with transformed and aggressivenari@ non-Hodgkin's lymphomaBlood, v.
91, n. 8, p. 2977-84,Apr 15 1998.

POLIVKA, J., JR.; JANKU, F. Molecular targets foarcer therapy in the PI3BK/AKT/mTOR
pathway.Pharmacol Ther,v. 142, n. 2, p. 164-175,May 2014.

QIU, Y.; KUNG, H. J. Signaling network of the Btarhily kinasesOncogeney. 19, n. 49, p.
5651-61,Nov 20 2000.

RAMALINGAM, S. S. et al. Phase | and pharmacokinstudy of vorinostat, a histone

deacetylase inhibitor, in combination with carbdipland paclitaxel for advanced solid
malignanciesClin Cancer Res,v. 13, n. 12, p. 3605-10,Jun 15 2007.

85



RASUL, A. et al. Dracorhodin perchlorate inhidREBBK/Akt and NF-kappaB activation, up-
regulates the expression of p53, and enhancesag®ppoptosis,v. 17, n. 10, p. 1104-19,0ct
2012.

RATNER, S.; PIECHOCKI, M. P.; GALY, A. Role of Rhfamily GTPase Cdc42 in polarized
expression of lymphocyte appendagkkeukoc Biol,v. 73, n. 6, p. 830-40,Jun 2003.

REITER, A. et al. Improved treatment results iflditood B-cell neoplasms with tailored
intensification of therapy: A report of the Berlirankfurt-Munster Group Trial NHL-BFM 90.
Blood, v. 94, n. 10, p. 3294-306,Nov 15 1999.

RESSLER, S. et al. p16INK4A is a robust in vivorbarker of cellular aging in human skin.
Aging Cell, v. 5, n. 5, p. 379-89,0ct 2006.

RIBERA, J. M. et al. Dose-intensive chemotherampiding rituximab in Burkitt's leukemia or
lymphoma regardless of human immunodeficiency uinfection status: final results of a phase
2 study (Burkimab)Cancer,v. 119, n. 9, p. 1660-8,May 1 2013.

RIDLEY, A. J. RhoA, RhoB and RhoC have differenemoin cancer cell migratiod.Microsc,
v. 251, n. 3, p. 242-9,Sep 2013.

RIDLEY, A. J.; HALL, A. The small GTP-binding praterho regulates the assembly of focal
adhesions and actin stress fibers in responseotatigfactorsCell, v. 70, n. 3, p. 389-99,Aug 7
1992.

RIDLEY, A. J. et al. The small GTP-binding proteat regulates growth factor-induced
membrane rufflingCell, v. 70, n. 3, p. 401-10,Aug 7 1992.

RIVIECCIO, M. A. et al. HDACG is a target for pemttion and regeneration following injury in
the nervous systerRroc Natl Acad Sci U S Ay. 106, n. 46, p. 19599-604,Nov 17 2009.

ROBAINA, M. C. et al. Quantitative analysis of CDRA methylation, mRNA, and
pl6(INK4a) protein expression in children and adoémts with Burkitt lymphoma: Biological
and clinical implicationsLeuk Res,v. 39, n. 2, p. 248-56,Feb 2015.

ROBERTUS, J. L. et al. MiRNA profiling in B non-tdgkin lymphoma: a MYC-related
mMiRNA profile characterizes Burkitt lymphomBr J Haematol, v. 149, n. 6, p. 896-9,Jun 2010.

ROHDE, M. et al. Recurrent RHOA mutations in pédiaBurkitt lymphoma treated according
to the NHL-BFM protocolsGenes Chromosomes Cancey, 53, n. 11, p. 911-6,Nov 2014.

ROMAGOSA, C. et al. p16(Ink4a) overexpressionangeer: a tumor suppressor gene associated
with senescence and high-grade tum@nscogeney. 30, n. 18, p. 2087-97,May 5 2011.

ROUGERIE, P.; DELON, J. Rho GTPases: masters ghiphocyte migration and activation.
Immunol Lett, v. 142, n. 1-2, p. 1-13,Feb 29 2012.

86



ROUNTREE, M. R. et al. DNA methylation, chromaitiieritance, and cancé&dncogeney.
20, n. 24, p. 3156-65,May 28 2001.

ROY, C. C. et al. Short-chain fatty acids: readiydgrime timeNutr Clin Pract, v. 21, n. 4, p.
351-66,Aug 2006.

SABATTINI, E. et al. WHO classification of tumouo$ haematopoietic and lymphoid tissues in
2008: an overviewPathologica,v. 102, n. 3, p. 83-7,Jun 2010.

SACHDEVA, M. et al. p53 represses c-Myc througthuction of the tumor suppressor miR-
145.Proc Natl Acad Sci U S Ay. 106, n. 9, p. 3207-12,Mar 3 2009.

SAMPSON, V. B. et al. MicroRNA let-7a down-regdatMYC and reverts MY C-induced
growth in Burkitt lymphoma cell€Cancer Resy. 67, n. 20, p. 9762-70,0ct 15 2007.

SANCHEZ-MADRID, F.; SERRADOR, J. M. Bringing up thear: defining the roles of the
uropod.Nat Rev Mol Cell Biol, v. 10, n. 5, p. 353-9,May 20089.

SANDER, S.; BULLINGER, L.; WIRTH, T. Repressing thepressor: a new mode of MYC
action in lymphomagenesi€ell Cycle,v. 8, n. 4, p. 556-9,Feb 15 2009.

SANDER, S. et al. Synergy between PI3K signalind ®YC in Burkitt ymphomagenesis.
Cancer Cell,v. 22, n. 2, p. 167-79,Aug 14 2012.

SANDER, S.; RAJEWSKY, K. Burkitt lymphomagenesiskied to MYC plus PI3K in germinal
center B cellsOncotarget,v. 3, n. 10, p. 1066-7,0ct 2012.

SANDLUND, J. T.; DOWNING, J. R.; CRIST, W. M. Nonddgkin's lymphoma in childhood.
N Engl J Med,v. 334, n. 19, p. 1238-48,May 9 1996.

SATO, N. et al. RhoB is frequently downregulatechon-small-cell lung cancer and resides in
the 2p24 homozygous deletion region of a lung cacek line.Int J Cancer, v. 120, n. 3, p.
543-51,Feb 1 2007.

SAYED, D.; ABDELLATIF, M. MicroRNAs in developmerdnd diseasd?hysiol Rev,v. 91, n.
3, p. 827-87,Jul 2011.

SCHMITZ, R. et al. Burkitt lymphoma pathogenesisl gherapeutic targets from structural and
functional genomicdNature, v. 490, n. 7418, p. 116-20,0ct 4 2012.

SCHWARTZ, B.; AVIVI-GREEN, C.; POLAK-CHARCON, S. $iium butyrate induces
retinoblastoma protein dephosphorylation, p16 esgiom and growth arrest of colon cancer
cells.Mol Cell Biochem,v. 188, n. 1-2, p. 21-30,Nov 1998.

SEMAAN, A. et al. MicroRNA-101 inhibits growth @pithelial ovarian cancer by relieving

chromatin-mediated transcriptional repression df(paf(1)/cip(1)).Pharm Res,v. 28, n. 12, p.
3079-90,Dec 2011.

87



SERRANO, M. et al. Role of the INK4a locus in tunsoppression and cell mortali@ell, v.
85,n. 1, p. 27-37,Apr 5 1996.

SHARPLESS, N. E. INK4a/ARF: a multifunctional tunsuppressor locud/utat Res, v. 576,
n. 1-2, p. 22-38,Aug 25 2005.

SHERR, C. J.; ROBERTS, J. M. Inhibitors of mamnall cyclin-dependent kinas&€3enes
Dev,v. 9, n. 10, p. 1149-63,May 15 1995.

. Living with or without cyclins and cyclirependent kinase&enes Devy. 18, n. 22, p.
2699-711,Nov 15 2004.

SIEGEL, D. et al. Vorinostat in solid and hemagiaomalignancies] Hematol Oncol,v. 2, p.
31 20009.

SMITS, M. et al. miR-101 is down-regulated in gli@stoma resulting in EZH2-induced
proliferation, migration, and angiogenesscotarget,v. 1, n. 8, p. 710-20,Dec 2010.

SONG, M. S.; SALMENA, L.; PANDOLFI, P. P. The fuimts and regulation of the PTEN
tumour suppressoNat Rev Mol Cell Biol, v. 13, n. 5, p. 283-96,May 2012.

SPENDER, L. C.; INMAN, G. J. Developments in Burkitymphoma: novel cooperations in
oncogenic MYC signalingCancer Manag Resy. 6, p. 27-38 2014.

SU, H. et al. MicroRNA-101, down-regulated in hiegllular carcinoma, promotes apoptosis
and suppresses tumorigeniciBancer Resy. 69, n. 3, p. 1135-42,Feb 1 2009.

SUBRAMANIAN, C. et al. Ku70 acetylation mediatesunoblastoma cell death induced by
histone deacetylase inhibitoRroc Natl Acad Sci U S Ay. 102, n. 13, p. 4842-7,Mar 29 2005.

TAN, J. et al. Novel histone deacetylase inhilsitorclinical trials as anti-cancer agerits.
Hematol Oncol,v. 3, p. 5 2010.

TESSIER, M.; WOODGETT, J. R. Serum and glucocoitigegulated protein kinases:
variations on a themd.Cell Biochem,v. 98, n. 6, p. 1391-407,Aug 15 2006.

TROEGER, A. et al. RhoH is critical for cell-mienavironment interactions in chronic
lymphocytic leukemia in mice and humaBsood, v. 119, n. 20, p. 4708-18,May 17 2012.

TYBULEWICZ, V. L.; HENDERSON, R. B. Rho family GTBas and their regulators in
lymphocytesNat Rev Immunol,v. 9, n. 9, p. 630-44,Sep 2009.

VALENZUELA-FERNANDEZ, A. et al. HDACG6: a key regailor of cytoskeleton, cell
migration and cell-cell interaction$rends Cell Biol,v. 18, n. 6, p. 291-7,Jun 2008.

VAN ENGELAND, M. et al. Annexin V-affinity assay review on an apoptosis detection
system based on phosphatidylserine exposiy@mmetry, v. 31, n. 1, p. 1-9,Jan 1 1998.

88



VANHAESEBROECK, B. et al. Synthesis and functidrBephosphorylated inositol lipids.
Annu Rev Biochem,v. 70, p. 535-602 2001.

VANHAESEBROECK, B. et al. Phosphoinositide 3-kiaasa conserved family of signal
transducersTrends Biochem Sciy. 22, n. 7, p. 267-72,Jul 1997.

VANHAESEBROECK, B.; WATERFIELD, M. D. Signaling bgistinct classes of
phosphoinositide 3-kinaseSxp Cell Res,v. 253, n. 1, p. 239-54,Nov 25 1999.

VASCONCELOS, F. C. et al. Contrasting featureM&fR phenotype in leukemias by using
two fluorochromes: implications for clinical pramti.Leuk Res,v. 31, n. 4, p. 445-54,Apr 2007.

VASILATOU, D.; . The role of microRNAs in normal dmmalignant hematopoiesisur J
Haematol,v. 84, n. 1, p. 1-16,Jan 1 2010.

VASILIEVIC, N. et al. Absolute quantitation of DNethylation of 28 candidate genes in
prostate cancer using pyrosequencig. Markers, v. 30, n. 4, p. 151-61 2011.

VICENTE-MANZANARES, M.; SANCHEZ-MADRID, F. Role othe cytoskeleton during
leukocyte responsellat Rev Immunol, v. 4, n. 2, p. 110-22,Feb 2004.

VILLUENDAS, R. et al. Loss of p16/INK4A protein pression in non-Hodgkin's lymphomas is
a frequent finding associated with tumor prograsséon J Pathol,v. 153, n. 3, p. 887-97,Sep
1998.

VIRBASIUS, J. V.; GUILHERME, A.; CZECH, M. P. MouggL70 is a novel
phosphatidylinositol 3-kinase containing a C2 daméaiBiol Chem,v. 271, n. 23, p. 13304-
7,Jun 7 1996.

WAHID, F. MicroRNAs: synthesis, mechanism, functi@md recent clinical trial®iochim
Biophys Acta,v. 1803, n. 11, p. 1231-43,Nov 2010.

WALKINSHAW, D. R.; YANG, X. J. Histone deacetylag#ibitors as novel anticancer
therapeuticsCurr Oncol, v. 15, n. 5, p. 237-43,0ct 2008.

WANG, H. J. et al. MicroRNA-101 is down-regulatedgastric cancer and involved in cell
migration and invasiorEur J Cancer, V. 46, n. 12, p. 2295-303,Aug 2010.

WANG, S. et al. Histone deacetylase 1 repressesittall GTPase RhoB expression in human
nonsmall lung carcinoma cell lin@ncogeney. 22, n. 40, p. 6204-13,Sep 18 2003.

WANG, Y.; ZHOU, Y.; GRAVES, D. T. FOXO transcripticfactors: their clinical significance
and regulationBiomed Res Int,v. 2014, p. 925350 2014.

WANG, Z. et al. Combinatorial patterns of histauetylations and methylations in the human
genomeNat Genet,v. 40, n. 7, p. 897-903,Jul 2008.

89



WINTER, J. et al. Many roads to maturity: microRl®&genesis pathways and their regulation.
Nat Cell Biol, v. 11, n. 3, p. 228-34,Mar 2009.

XU, W. S.; PARMIGIANI, R. B.; MARKS, P. A. Histondeacetylase inhibitors: molecular
mechanisms of actio®ncogeney. 26, n. 37, p. 5541-52,Aug 13 2007.

YAMADA, T. et al. A novel HDAC inhibitor OBP-801ral a PI3K inhibitor LY294002
synergistically induce apoptosis via the suppressicsurvivin and XIAP in renal cell
carcinomalnt J Oncol, v. 43, n. 4, p. 1080-6,0ct 2013.

YANG, J. et al. Thymoquinone inhibits proliferatiand invasion of human nonsmall-cell lung
cancer cells via ERK pathwaJumour Biol, v. 36, n. 1, p. 259-69,Jan 2015.

YOSHIDA, M. et al. From discovery to the cominghgeation of histone deacetylase inhibitors.
Curr Med Chem, v. 10, n. 22, p. 2351-8,Nov 2003.

YOSHIOKA, T. et al. Combination of a novel HDAChibitor OBP-801/YM753 and a PI3K
inhibitor LY294002 synergistically induces apoptosi human endometrial carcinoma cells due
to increase of Bim with accumulation of RG®ynecol Oncol,v. 129, n. 2, p. 425-32,May 2013.

ZHANG, H. et al. Impaired integrin-dependent fuantin Wiskott-Aldrich syndrome protein-
deficient murine and human neutrophilemunity, v. 25, n. 2, p. 285-95,Aug 2006.

ZHANG, Y. et al. Analysis of the NURD subunits eals a histone deacetylase core complex
and a connection with DNA methylatioBenes Devy. 13, n. 15, p. 1924-35,Aug 1 1999.

ZINDY, F. et al. Expression of the p16INK4a tunsoippressor versus other INK4 family
members during mouse development and agdmgogeney. 15, n. 2, p. 203-11,Jul 10 1997.

90



Anexo |



Histone deacetylase inhibitor potentiates
chemotherapy-induced apoptosis through
Bim upregulation in Burkitt’s lymphoma
cells

Ana Carolina dos Santos Ferreira, Renan
Amphilophio Fernandes, Jolie Kiemlian
Kwee & Claudete Esteves Klumb

Journal of Cancer Research and
Clinical Oncology

ISSN 0171-5216

JOURNAL OF

Cancer Research
Clinical Oncology

J Cancer Res Clin Oncol
DOI 10.1007/s00432-011-1093-y

@ Springer



Your article is protected by copyright and

all rights are held exclusively by Springer-
Verlag. This e-offprint is for personal use only
and shall not be self-archived in electronic
repositories. If you wish to self-archive your
work, please use the accepted author’s
version for posting to your own website or
your institution’s repository. You may further
deposit the accepted author’s version on a
funder’s repository at a funder’s request,
provided it is not made publicly available until
12 months after publication.

@ Springer



J Cancer Res Clin Oncol
DOI 10.1007/s00432-011-1093-y

ORIGINAL PAPER

Histone deacetylase inhibitor potentiates chemotherapy-induced
apoptosis through Bim upregulation in Burkitt’s lymphoma cells

Ana Carolina dos Santos Ferreira - Renan Amphilophio Fernandes -

Jolie Kiemlian Kwee - Claudete Esteves Klumb

Received: 22 June 2011/ Accepted: 3 November 2011
© Springer-Verlag 2011

Abstract

Purpose Although polychemotherapy regiments have
improved clinical outcome for Burkitt’s lymphoma (BL)
patients, salvage treatment of patients with refractory dis-
ease remains very poor. Combined therapies protocols have
been emerging to improve treatment strategies to circum-
vent responseless BL patients. We evaluate the cell death
effect of histone deacetylase inhibitor (HDACI) combined
with etoposide (VP-16) and cisplatin (CDDP) on BL cell
lines.

Methods  3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazo-
liumbromide (MTT) assay was performed to assess drug
toxicity. To establish the concentrations and time of
incubation for the combined treatment, a kinetic analysis
was performed for each drug on BL41 and Raji BL cell
lines for 24, 48 and 72 h. Apoptosis was assessed by
flow cytometry using Annexin V/propidium iodide (PI)
and cleaved caspase 3 labeling assays. Caspase 9 acti-
vation and levels of Bcl-2 family proteins were analyzed
by Western blot.

Results The doses of NaB (1.0 mM), CDDP (1.0 and
2.5 uM), and VP-16 (0.1 and 0.3 uM) after 24 h of
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incubation were chosen for the evaluation of combined
therapy. The apoptotic effects on BL cell lines of NaB/VP-
16 and NaB/CDDP were followed by upregulation of Bim
protein (P < 0.05), activation of caspase-3 and caspase-9,
followed by Mcl-1 downregulation (P < 0.05). However,
Bim overexpression was not correlated with Bcl-2 inhibi-
tion (P > 0.05) and was accompanied by increase in Bax
expression (P < 0.05). The combination effects of NaB/
VP-16 and NaB/CDDP were found to be synergistic and
additive, respectively, in both the cell lines.

Conclusions The study provides strong evidence for the
synergistic effects of the association with HDCI and che-
motherapy in BL cells.

Keywords Histone deacetylase inhibitor - Burkitt’s
lymphoma - Bim protein - Apoptosis - Chemotherapy

Purpose

Burkitt’s lymphoma (BL) is an aggressive B-cell neo-
plasm, which is one of the most common lymphoma of
childhood (Burkitt 1958; Magrath et al.1982; Kelly and
Rickinson 2007). It is characterized by EBV-positive and
EBV-negative phenotypes, which occur in distinct epi-
demiological subgroups (Thorley-Lawson and Allday
2008; Bornkamm 2009). The introduction of high-inten-
sity regimens has significantly improved the -clinical
outcome for BL patients, significantly changing their
prognosis (Patte et al. 2007; Gerrard et al. 2008). How-
ever, patients who present primary chemoresistance or
relapse usually die from the disease (Atra et al. 2001;
Cairo et al. 2003). Thus, despite the development of new
drugs and new polychemotherapy regiments to improve
treatment strategies to circumvent responseless BL

@ Springer
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patients, chemotherapy resistance may still occur (Griffin
et al. 2009).

Very recently, the combination of the new drug Vori-
nostat, a histone deacetylase inhibitor (HDACI), and
chemotherapy in xenograft BL mice model was found to
have an additive effect when compared with the chemo-
therapy alone (Richter-Larrea et al. 2010). Also, this
effect was detected to occur through reactivation of Bim
expression, a pro-apoptotic BH3-only family protein,
which has attracted increasing attention as a target for
tumor therapy (Richter-Larrea et al. 2010; Mérino et al.
2009). In this study, we show that combined treatment of
HDACI sodium butyrate and chemotherapy has an
apoptotic synergistic effect on BL cell lines. Moreover,
these drug combinations triggered apoptosis through Bim,
Bax, and Caspase-9 activation, and Mcl-1 downregulation
in BL cell lines.

Methods
Cell lines

Human BL cancer cell line Raji was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA, USA). The BL cell line BL41 was established at the
International Agency for Research on Cancer (IARC)
(Calender et al.1987) and it was kindly provided by Dr.
Boulanger (Greehey Children’s Cancer Research Institute,
The University of Texas Health Science Center, San
Antonio, USA). The cell lines were maintained in a
humidified atmosphere of 95% air and 5% CO, at 37°C
and were grown in RPMI 1640 medium supplemented
with 25 mM of HEPES buffer (Sigma, St. Louis, USA)
and 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Gibco
BRL, UK).

Antibodies and reagents

Procaspase-9, Mcl-1, Bim, Bax, and Bcl-2 antibodies were
obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN USA), BD
Biosciences (San Jose, CA, USA), Enzo Life Sciences
(Farmingdale, New York, USA), Santa Cruz Biotechnol-
ogy (Santa Cruz, CA, USA), and Dako (Glostrup,
Denmark), respectively. 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,
5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) was obtained from
GE Healthcare (Uppsala, Sweden). Polyclonal phycoery-
thrin (PE)-conjugated anti-active caspase 3 antibody was
obtained from PharMingen—Becton-Dickinson (Le Pont de
Claix, France). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conju-
gated Annexin V (Annexin V) and propidium iodide (PI)
were obtained from Genzime Corporation (Cambridge,
MA, USA).

@ Springer

Cell viability

To evaluate the effect of NaB, cisplatin (CDDP), and
etoposide (VP-16) on cell viability, Raji and BL41 cells
were seeded at 1 x 10> cells/well in 96-well plates in the
culture medium plus 10% FCS. The cells were treated with
NaB (1.0-10 mM), CDDP (1.0-30 pM), and VP-16
(0.1-10 uM). After 24 h, the viable cells were determined
using the cell proliferation reagent, MTT. Four hours
before the end of incubation, the MTT reagent (0.5 mg/ml)
was added to each well (Mosmann 1983). After 24 h,
formazan crystals were solubilized with DMSO and mea-
sured at 570 nm. Three replicate wells were used to
determine each data point.

Apoptosis analysis

The apoptotic cells were detected using Annexin V and PI
assay, as previously described (Silva et al. 2006). In
general, 2 x 10° Raji and BL41 cells treated with 1 mM
of NaB, 1.0 and 2.5 uM of CDDP, 0.1 and 0.3 puM of VP-
16 or the combined treatment, were washed twice with
PBS after 24 h and labeled using Annexin V and PI in
binding buffer for apoptosis and necrosis detection,
according to the manufacturer’s instructions. Fluorescence
signals of FITC and PI were detected by FL1 at 530 nm
and FL2 at 585 nm, respectively, on a CyAn ADP flow
cytometer (Beckman-Coulter, CA, USA). The data were
analyzed using the Summit v.4.3 (Beckman-Coulter, CA,
USA) software. For each analysis, 10,000 events were
recorded.

Cleaved caspase 3 labeling

Cleaved caspase 3 labeling was determined according to a
previous study (Belloc et al. 2000). Briefly, 5 x 10° cells
were exposed to NaB, CDDP, and VP-16 as described
earlier. After treatments, the cells were pelleted, resus-
pended in 10% (v/v) lise solution (BD Bioscience, CA,
USA), and incubated for 10 min at room temperature. The
suspension was then centrifuged and the pellet was washed
with washing buffer (5% Tween-20 (LGC Biotechnology)
in phosphate-buffered saline (PBS)). Labeling was per-
formed by adding 5 pl of PE)-conjugated anti-active cas-
pase 3 antibody. The samples were analyzed on a CyAn
ADP flow cytometer (Beckman-Coulter, CA, USA) at
575 nm.

Western blotting
The cell lysates were subjected to 15% SDS-PAGE, elec-

trotransferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond,
GE Healthcare, Uppsala, Sweden) in a buffer containing
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25 mM Tris, 192 mM glycine, and 20% methanol at 2 mA/
cm? for 2 h at 25°C, and incubated overnight with anti-
bodies specific for each protein of interest or anti-f actin as
a loading control. Horseradish peroxidase-conjugated sec-
ondary antibodies were used to detect specific binding of
the primary antibodies and visualized with Amersham ECL
Western Blotting Systems (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden).

Drug interaction analysis

Combination Index (CI) calculations were analyzed fol-
lowing the procedure developed by Fischel et al. (2005),
with the equation adapted from the method developed by
Chou and Talalay (1984):

R Survival (NaB + CDDP or VP-16)
~ Survival (NaB alone) x survival (CDDP or VP-16)

According to Fischel et al. (2005), if:

1. R < 0.8, then the association is considered to be

synergistic;

2. 0.8 < R < 1.2, then the association is considered to be
additive;

3. R > 1.2, then the association is considered to be
antagonistic.

Statistical analysis

The data were expressed throughout as mean £+ SD, cal-
culated from at least three different experiments. In the
apoptosis assays, statistical comparison between the cells
treated with NaB plus CDDP or VP-16 and NaB alone was
compared with the paired #-test. Statistical significance was
set at P < 0.05. The analysis was performed using the
Graph Pad Prism 4.0 software.

Results

Establishing NaB, CDDP, and VP-16 concentrations
for combined treatment evaluation

To establish the best concentrations and time of incubation
for the combined treatment, a kinetic analysis was per-
formed for each drug on both BL cell lines for 24, 48, and
72 h. Through cell viability assay on BL41 and Raji cells,
cytotoxic dose-dependent curves were observed after 24 h
of incubation with NaB and with the chemotherapy drugs,
CDDP and VP-16 (Fig. 1). The final concentrations of NaB
(1 mM), CDDP (1.0 and 2.5 pM), and VP-16 (0.1 and

B N ® o
o o o o o
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Fig. 1 Dose—effect curve of NaB, CDDP, and VP-16 on BL41(filled
traingle) and Raji (filled square) cell lines. Cell viability after 24 h
with 1.0-30 pyM of CDDP (a) 0.1-10 pM of VP-16 (b) and
1.0-10 mM of NaB (c) was determined by the MTT method. Data
are means = SD of three independent experiments. Significance
versus untreated cells: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001

0.3 uM) and the incubation time were chosen for the
combined therapy evaluation (Fig. 2).

Evaluation of NaB on sensitizing BL41 and Raji cell
lines to CDDP and VP-16

To evaluate the best concentrations of CDDP and VP-16
combined with 1.0 mM of NaB that could induce apoptosis
on BL41 and Raji cell lines, we first applied the Annexin
V/PI assay on both the cell lines (Fig. 2) with the drugs
separately (Fig. 2, upper panel) and combined (Fig. 2,
lower panel). Apoptosis was significantly (P < 0.05)
enhanced by the combined treatments (NaB/CDDP and
NaB/VP-16), when compared with each drug incubated
independently in both the cell lines (Fig. 2). However,
further increase in caspase 3 activation (P < 0.05) with the
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Fig. 2 Effect of NaB on VP-16- and CDDP-induced apoptosis. BL41
and Raji cell lines were treated with 1.0 mM of NaB, 0.1 and 0.3 pM
of VP-16, and 1.0 and 2.5 uM of CDDP (upper panel) or the
combined treatment (lower panel) during 24 h. After treatment,

combined treatment was observed only in the BL41 cell
line (Fig. 3a, b).

Drug interaction analysis

Through the combination index calculations (R) devel-
oped by Fischel et al. (2005), the combination effect of
NaB/VP-16 and NaB/CDDP was found to be synergistic
and additive, respectively, in both the cell lines
(Table 1).
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apoptosis was measured as described in the Materials and methods
section. The results are expressed as mean £ SD of three independent
experiments. Untreated versus NaB-treated cells was significantly
different P < 0.05

Combined treatment of NaB/CDDP and NaB/VP-16
triggered apoptosis through caspase-9 activation
and Mcl-1 downregulation in both the cell lines

As our data indicated that co-treatment of BL41 and
Raji cells with NaB sensitizes cells to CDDP and VP-
16, we investigated whether this treatment increased
the cleavage of proteins known to be involved in the
apoptotic cascade. The NaB/CDDP and NaB/VP-16

combination was found to lead to Mcl-1
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Fig. 3 Caspase-3 activation by CDDP and VP-16 alone or combined
with NaB. BL41 (a and b) and Raji (¢ and d) cell lines were treated
with 0.1and 0.3 pM of VP-16 or 1.0 and 2.5 uM of CDDP alone or
combined with 1.0 mM of NaB. After 24 h, caspase-3 activation was

Table 1 Combined apoptotic effect with NaB/CDDP and NaB/
VP-16

Cell line Combined treatment R value

BL41 1.0 mM NaB 1.0 um CDDP 0.8 + 0.1
2.5 um CDDP 0.8 + 0.04
0.1 um VP-16 0.6 £ 0.1
0.3 pm VP-16 0.9 + 0.1

Raji 1.0 mM NaB 1.0 um CDDP 0.9 + 0.1
2.5 um CDDP 0.8 + 0.06
0.1 pm VP-16 0.5 + 0.09
0.3 pm VP-16 04 + 0.1

downregulation and activate the caspase-9-mediated
intrinsic cell death pathway in both the cell lines
(Fig. 4a, b).
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assessed by flow cytometry; the activation of caspase in untreated
cells was taken as 1. Data are means = SD of three independent
experiments. Significance versus cells not exposed to NaB: *P < 0.05

Induction of pro-apoptotic Bim correlates
with apoptosis in BL cell lines

To elucidate the mechanism of NaB, CDDP, and VP-16
apoptosis induction, we examined the involvement of the
HDACT in the combined treatment apoptotic effect (Fig. 2).
This apoptotic effect was followed by a strong increase in
Bim protein expression (Fig. 5a, b). Bim overexpression was
not correlated with Bcl-2 inhibition and was accompanied by
increased expression of Bax, a potent inductor of apoptosis,
and Mcl-1 downregulation (Fig. 5c, d).

Discussion

The outcome for pediatric BL is excellent with current
upfront chemotherapy regimens even for those with
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Fig. 4 Effect of NaB on Mcl-1 downregulation and pro-caspase-9
cleavage. One representative analysis, out of three, is shown. Mcl-1
downregulation and pro-caspase-9 cleavage in BL41 (a) and Raji
(b) cell lines, treated during 24 h with 1.0 and 2.5 uM of CDDP or 0.1
and 0.3 puM of VP-16, alone or combined with 1.0 mM of NaB, was
assessed using Western blotting, as described in the Materials and

advanced (Stage III or IV) disease (Patte et al. 2007;
Gerrard et al. 2008). However, salvage of patients with
refractory or recurrent disease remains very poor. Long-
term survival is only 10-20% for refractory or recurrent BL
(Atra et al. 2001; Cairo et al. 2003; Griffin et al. 2009).
There is a pressing need for the development of new drugs
with more potent activity, given the paucity of effective
salvage therapies not only for pediatric patients with
relapsed or refractory disease but particularly for adult
patients. Adult patients exhibit inferior response rates and
are less tolerant to treatment-associated toxicities than
children. Furthermore, in patients with HIV-associated BL,
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12 KD | ————————— (-1ctin 42 KDa| S —————

Fig. 5 Effect of NaB treatment on Bim expression. The enhancement
of Bim and Bax expression in BL41 (a) and Raji (b) cell lines, treated
during 24 h with 1.0 and 2.5 uM of CDDP or 0.1 and 0.3 uM of VP-
16, alone or combined with 1.0 mM of NaB, was assessed using
Western blotting as described in the Materials and Methods Section.
(1) Untreated cells, (2) 1.0 uM of CDDP, (3) 2.5 uM of CDDP, (4)
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Methods Section. (1) Untreated cells, (2) 1.0 uM of CDDP, (3)
2.5 uM of CDDP, (4) 0.1 uM of VP-16, (5) 0.3 uM of VP-16, (6)
1.0 mM of NaB, (7) 1.0 mM of NaB + 1.0 uM of CDDP, (8)
1.0 mM of NaB + 2.5 uM of CDDP, (9) 1.0 mM of NaB + 0.1 uM
of VP-16, and (10) 1.0 mM of NaB + 0.3 uM of VP-16

toxicity and immunosuppression pose a threat (Aldoss et al.
2008; Oriol et al. 2008).

HDACTs are a novel category of anticancer pharmaco-
logical agents developed to counter the actions of HDACS,
with high selectivity for cancer cells and low toxicity
toward normal cells (Emanuele et al. 2008). These new
drugs are able to induce an array of death cells-related
events, such as cell cycle arrest, generation of reactive
oxygen species, inhibition of angiogenesis, apoptosis, and
autophagy (Sakajiri et al. 2005; Jazirehi 2010; Walkinshaw
and Yang 2008). Several clinical trials of HDACIs have
been conducted in different types of malignancy diseases,

b 1 2 3 45 6 7 8 9 10
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_--"'..-V"

23 kDa Bax

B-actin

0.1 pM of VP-16, (5) 0.3 uM of VP-16, (6) 1.0 mM of NaB, (7)
1.0 mM of NaB + 1.0 uM of CDDP, (8) 1.0 mM of NaB + 2.5 uM
of CDDP, (9) 1.0 mM of NaB + 0.1 uM of VP-16, and (10) 1.0 mM
of NaB + 0.3 pM of VP-16. One representative experiment for each
cell line, out of three, is shown
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and a preferential clinical efficacy of these drugs in
hematologic malignancies, particularly in cutaneous T-cell
lymphoma (CTCL), peripheral T-cell lymphoma (PTCL),
Hodgkin’s lymphoma (HL), and myeloid malignancies,
has been described (Cang et al. 2009). Suberoylanilide
hydroxamic acid (SAHA, Vorinostat), a pan deacetylase
inhibitor, showed moderate activity in a study population
that included multiple types of leukemia/lymphoma
(O’Connor et al. 2006). Nevertheless, further studies of
combined therapies with some HDACIS, either as chemo-
sensitizing agents in association with standard chemother-
apy drugs or in combination with DNA methyltransferase
inhibitors (DNMT:) to revert epigenetic alterations, are in
progress (Mercurio et al. 2010; Ellis and Pili 2010). In
addition, HDACTs, such as Panobinostat (LBH589), Beli-
nostat (PXD101), and Miocetinostat (MGCDO0103), have
demonstrated therapeutic potential not only as mono-
therapy, but also in combination with other antitumor drugs
in hematologic malignancies (Tan et al. 2010; Siegel et al.
2009). However, clinical investigation into HDACIs in
B-cell lymphomas has been extremely limited (Lemoine
and Younes 2010).

With regard to BL, a recent report using a xenograft
model described that combined therapy of HDACI, Vori-
nostat, at a low dose followed by doxorubicin and cyclo-
phosphamide was associated with higher apoptotic rates,
decreased cell growth, marked reduction in tumor volume,
and longer overall survival. However, the study did not
report synergistic effect of combined therapy of HDACI
with VP-16 and CDDP (Richter-Larrea et al. 2010).

We evaluated the effect of combined therapy of HDACI
with VP-16 and CDDP, which are drugs commonly used as
salvage chemotherapy on BL patients. Our results dem-
onstrated that the combination of NaB/VP-16 and NaB/
CDDP was synergistic and additive, respectively, in both
the cell lines. We observed significant loss of viability
following the final concentration of 0.1 uM of VP-16 after
24 h of incubation with NaB. These synergistic effects
were followed by enhanced activation of the pro-apoptotic
proteins, when compared with each drug incubated sepa-
rately. Moreover, the NaB/CDDP and NaB/VP-16 combi-
nation led to upregulation of Bim protein, activation of the
caspase-9-mediated intrinsic cell death pathway, and Mcl-1
downregulation in both the cell lines.

Previous studies have been reported as apoptosis-related
events, such as activation of the death receptor pathway
through induction of tumor necrosis factor-related apop-
tosis-inducing ligand (TRAIL) receptors, downregulation
and/or degradation of prosurvival proteins (Xiap, Mcl-1,
Bcl-2, Bel-XL), production of reactive oxygen species, and
upregulation of the apoptosome proteins, caspase-9 and
Apaf-1, after treatment of tumor cell lines with HDACIs
(Guo et al. 2004; Rosato et al. 2006; Wang et al. 2006; Xu

et al. 2007; Martinez-Iglesias et al. 2008). Furthermore,
p53 has also been proposed to play a role in the anticancer
activities of HDACI, and an intact pS3 pathway is impor-
tant for the optimal activity of a number of chemothera-
peutic drugs (Mellert et al. 2011; Chen et al. 2009). Ellis
et al. (2009) used the Eu-myc transgenic mouse model of
pre-B/B-cell lymphoma to identify the molecular events
required for antitumor effects of the HDACIs, Dacinostat
(LAQ824), and Panobinost (LBH589). Both the HDACIs
engaged the intrinsic apoptotic cascade that did not require
p53 (Ellis et al. 2009). Consistent with these findings, our
results showed that combined treatment of NaB/CDDP and
NaB/VP-16 triggered apoptosis through caspase-9 activa-
tion, increasing the Bim expression, and Mcl-1 downreg-
ulation in both BL cells lines. Besides, BL cells lines
selected in the present study contain mutant p53 protein
that exhibits no wild-type p53 function (Cherney et al.
1997). Although p53-deficient cancer cells are often less
responsive to chemotherapy, they are not completely drug
resistant, suggesting that other apoptotic pathways are at
work. In p53-deficient breast cancer cells, p73 functionally
replaces p53 following adriamycin treatment (Vayssade
et al. 2005).

HDACTs have been reported to activate the intrinsic cell
death pathway in many cancer models (Carew et al. 2008).
The mitochondrial pathway of apoptosis is controlled by
the Bcl-2 family, which is composed of both pro- and anti-
apoptotic proteins. Several pro- (Bax, Bak, Bim, Bid, etc.)
and anti-apoptotic (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, etc.) proteins
regulate this cell death pathway (Wei et al. 2001; Youle
and Strasser 2008).

Similar to other anti-apoptotic Bcl-2 proteins, Mcl-1
prevents the permeabilization of the mitochondrial outer
membrane, which requires the oligomerization of either
Bax or Bak (Youle and Strasser 2008). Although it has
been established that the activation of Bax and Bak is
mediated by certain BH3-only proteins, the exact mecha-
nisms involved remain controversial (Mérino et al. 2009;
Youle and Strasser 2008). According to the neutralization
model, on receipt of an apoptotic signal, activated BH3-
only proteins (Bim, Bid and probably Puma) remove Bax
and Bak from the constraints of prosurvival Bcl-2 proteins
(Youle and Strasser 2008). According to the alternative
model, activator BH3-only proteins, including Bid, Bim,
and Puma, are capable of direct activation of Bax and Bak,
unless kept in check by prosurvival proteins (Kuwana et al.
2005; Czabotar et al. 2009). Mcl-1 has a high turnover rate
and the shortest half-life among anti-apoptotic Bcl-2 family
members (Craig 2002). This may facilitate the apoptosis
process, since early elimination of Mcl-1 is required
for etoposide and UV-mediated apoptosis in HeLa cells
(Nijhawan et al. 2003). Although our study does not
directly address these questions, it suggests that Bim and
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Mcl-1 proteins are involved in HDCIs apoptosis induction
in BL cells. Moreover, we have found that BL-41 and Raji
cells differ in the degree of dependence of caspase 3 acti-
vation for apoptosis completion. These opposing results
may reflect differences in the performance of apoptotic
machinery among cells models.

In conclusion, the current study provides strong evi-
dence for the synergistic effects of the association with
HDCI and chemotherapy in BL cells and proposes the
possibility that Bim and MCL-1 are involved into apoptotic
events. As HDACIs can modulate a variety of pro- and
anti-apoptotic proteins, combination regimens with HDA-
CIs should be investigated using knockdown approaches.
Ultimately, these studies will hopefully improve our
treatment strategies for patients with relapsed and refrac-
tory BL.
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o ISR EIe mACIDmAL 30 Cdmina

Memo 19809-CEP-INCA Rio de Janeiro, 14 de julho de 2009,

Afo): Dr(a) Clavdete Klumb
Pesquisador{a) Principal

Registro CEP n® 18209 (Este 0. deve ser citado nas correspondingias referentes a este estudo)
‘Titule do Estudo: Implicagdes Prognisticas de Alteraglies Gendlicas ¢ Epigenéticas nos limformas
ndo Hodgkin da Infincia

Prezado(a) Pesquisador{a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cincer aprovou
apls re-andlise o estudo intiwlade: Implicagdes Progndsticas de Alteragles Genéticas ¢
Epigenéticas nos linfomas nio Hodgkin da Infincia, bem como o seu Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido para maiores de 18 anos versdio 2, Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido para menores de 18 anos ¢ majores de 12 anos
versfio 2 ¢ Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido para pacienies conirole
versfio 2, em 6 de julho de 2009,

Ressalto que conforme descrito na folha de rosto (item 49), ofa) pesquisador(a)
responsivel devert apresentar relatdrios semestrais a respeito do seu protocolo que
wstho previstos para as seguintes datas: janeira/ 20000 ¢ julha/2010.

Alenciosamente,

Dra. Adrisna Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INICA
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Gene Symbol FoldChange:  Gene Symbol p value FoldChange:
Up-regulated (FDR Up-regulated in
in VP-16 Adjusted) Control
treated cells

GALNTL2 2.31E-04 14.57 | FOS 2.21E-10 32.55

FHOD3 2.06E-06 7.98 | EGR1 1.35E-06 22.97

CAPSL 7.44E-06 6.90 | CD69 2.03E-11 20.76

LGALS2 1.17E-03 6.81 [ JUN 4.26E-06 10.23

IL7R 6.97E-04 5.23 | RGS1 4.83E-14 9.72

SELL 2.39E-04 5.00 | SEMAGB 5.67E-06 6.32

SPOCK1 3.36E-05 4.84 | PHACTR1 2.33E-06 6.24

CXCL9 7.35E-05 4.81 | X86121 2.61E-04 6.09

MRO 9.99E-04 456 | CCL18 1.79E-07 571

MLLT?7 6.76E-05 4.27 | ATF3 1.83E-08 5.69

GPD2 1.83E-04 4.09 | KLF6 6.12E-08 5.49

GIPC2 1.14E-04 3.62 | PKD2L1 5.09E-07 5.46

ALKBHS8 2.82E-05 3.48 | PHLDA2 3.05E-04 5.29

KCTD7 1.09E-06 3.24 | INHBE 5.04E-06 5.09

MCART2 3.45E-04 3.13 | SULF2 3.61E-04 4,97

EFHB 5.52E-04 2.98 | ATF5 1.06E-04 4.81

GSGI1L 1.27E-03 2.93 | CCL3 1.65E-09 4.80

CYB5A 9.60E-07 2.89 | CCL3L3 1.69E-09 4.79

CDKL1 1.98E-04 2.83 [ CXCL11 1.02E-08 4.64

HECW2 4.22E-04 277 | HYAL4 9.25E-07 4.49

FUT7 1.77E-04 2.72 | DB340110 4,05E-08 4.40

CV323908 7.87E-04 2.70 | UNQ6488 9.30E-04 4.36

P2RY 10 1.45E-05 2.60 | SGK 9.40E-04 4.33

RGS9BP 1.34E-04 259 [ TTC25 4.97E-05 4.32

CN430008 7.07E-04 241 | NR4AL 1.95E-05 4.31

RGC32 5.02E-04 2.36 | PPP1R15A 3.52E-08 4.30

ZNF555 7.64E-05 2.36 | DDIT3 1.40E-07 4.29

HSPA1A 2.08E-04 2.30 | TUBE1 1.37E-06 4.07

ARSB 9.83E-06 2.28 | CTH 3.05E-06 3.76

CCRL1 1.38E-07 2.25 | TRPM1 1.42E-03 3.62

SOX5 1.05E-04 2.24 | LMO2 1.40E-03 3.60

TFDP2 3.40E-07 2.19 | SEC63D1 1.96E-03 3.50

IL9R 1.06E-03 2.18 | GUCA1B 7.07E-05 3.44

0GG1 5.18E-04 2.17 | DUSP10 2.04E-04 3.37

ACACB 1.14E-03 2.17 | SLC6A13 9.52E-06 3.30

PFTK1 3.43E-08 2.15 | FGF18 5.84E-09 3.25

OAS1 4.50E-06 214 [ LY9 1.09E-03 3.24

NAGA 6.92E-04 2.13 | TNFAIP3 3.02E-07 3.22

DNAJB4 9.56E-05 2.13 [ CHAC1 1.07E-05 3.19

SHRM 1.24E-03 2.12 | TNFRSF8 2.93E-05 3.15




WFDC10B 1.34E-03 2.07 | FFAR1 1.15E-03 3.10
ZMYM3 2.35E-04 2.06 | FAM90A1 5.39E-06 3.09
WASF3 1.50E-04 2.02 | LAIR1 4.23E-04 3.09
PRPF8 4.37E-04 2.02 | NFKBIA 3.60E-05 3.06
RANGAP1 3.73E-04 2.02 | PAQRG6 1.83E-03 3.05
CLCF1 2.13E-03 2.01 | DUSP1 4.25E-06 3.03
ATBF1 1.89E-05 2.00 | SLC23A1 1.57E-03 3.01
GEMIN5S 1.15E-04 2.00 | OTOP3 1.13E-03 3.01
CHST4 1.46E-04 1.97 | GPR18 1.73E-06 3.00
PSM D2 1.36E-03 1.97 | CDC14C 1.90E-03 297
ANKRD25 4.38E-04 1.97 | NUDT15 1.30E-09 2.96
ZNF526 1.03E-03 1.96 | SLC30A1 2.82E-05 2.95
CCDC86 3.08E-04 1.92 | AMY1C 1.94E-04 2.90
ZPBP2 7.76E-04 1.92 | MMP7 8.70E-11 2.89
KCNA3 9.85E-04 1.89 | IL7 7.63E-06 2.88
ATAD3B 1.16E-03 1.89 | DDX59 1.27E-06 2.84
CEP70 9.56E-04 1.86 | HIST1H1E 3.06E-06 2.84
CRLF1 1.54E-03 1.85 | ALDOC 6.64E-06 2.83
EBI2 2.03E-03 1.85 | TRIM16 1.60E-03 2.78
CRELD2 1.38E-04 1.85 | HIST1H2BD 3.19E-07 2.78
DHRS1 1.82E-03 1.83 | TncRNA 6.75E-04 2.75
FGFR1 1.59E-08 1.83 | TRPV1 1.09E-03 2.64
NQO1 4.14E-04 1.82 | DFNA5S 1.31E-08 2.64
MGAT4B 1.46E-03 1.82 | CTAGE4 6.63E-08 2.64
ZNF259 3.53E-05 1.81 | WFDC8 2.03E-03 2.64
SYTL2 9.85E-04 1.80 | OTOA 1.36E-04 2.59
IBRDC2 2.67E-04 1.80 | LGALSI12 1.27E-03 257
METTL7A 9.09E-04 1.79 | FKBP14 2.88E-05 2.52
AAMP 2.79E-04 1.77 | DOC2A 1.23E-04 2.50
ERBB4 1.21E-06 177 | CD274 6.44E-05 249
PLB1 1.42E-03 1.75 | GMEB1 1.07E-03 249
UTP20 1.80E-04 1.75 | SNORA70 2.23E-05 248
GALE 1.62E-04 1.75 | TMEMS88 1.22E-03 2.46
u88048 1.57E-03 1.74 | RGOMTD3 3.95E-04 2.46
MME 3.48E-04 1.74 | BAIAP2L2 2.83E-04 245
ZSWIM3 1.75E-03 1.73 | TSGA2 1.39E-04 245
PLK1 4.55E-04 1.73 | ZNF548 1.47E-05 245
BIK 1.52E-04 1.69 | TNFRSF10B 6.81E-04 243
CHEK2 1.42E-03 1.69 | SUMF2 1.45E-03 243
Clz1 1.78E-04 1.68 | NKX6-3 7.83E-04 241
MCOLN1 2.06E-03 1.68 | PFKFB4 1.86E-05 2.39
MMACHC 7.41E-06 1.66 | X15675 6.63E-04 2.38
RSC1A1 1.05E-05 1.66 | ZNF426 4.74E-04 237




FKBP4 2.63E-04 1.65 | ACP5 9.63E-05 2.37
TIMMS8A 1.27E-03 1.64 | RSHL3 2.64E-05 2.35
NOTCH1 7.36E-04 1.64 | PLEKHG1 3.60E-07 2.34
POLE2 2.52E-04 1.63 | ELK4 3.97E-04 2.34
SLC43A2 2.43E-04 163 | SLC7Al11 4.70E-09 2.33
ARLGIP 7.31E-04 1.62 | SBEM 5.37E-04 2.32
WDR77 1.96E-03 1.61 | EIF2S3 5.98E-05 2.31
RABG6B 1.42E-03 1.61 | PRO2852 2.64E-06 2.30
TMEM 149 2.19E-03 1.61 | HIST1HA4L 1.05E-03 2.30
UBE2C 1.60E-04 1.60 | ECM1 5.01E-04 2.29
ZNF573 8.90E-04 159 | ZMYND17 1.94E-04 2.28
GLUL 6.48E-06 159 | SLC38A2 3.28E-06 2.27
PIP5K 2B 1.19E-04 159 | LY86 5.99E-04 2.27
GAS2 1.52E-03 159 | PIGW 2.41E-06 2.26
FBXW9 5.38E-04 158 | NFKBIZ 2.50E-06 2.26
MRPL 35 8.96E-05 158 | TLR10 5.49E-05 2.26
HCG27 6.25E-04 157 | SEC31L2 1.32E-03 2.25
HSPH1 8.06E-04 157 | AGA 7.27E-06 2.25
PREB 9.84E-04 1.56 | HIST1H4D 1.97E-04 2.23
DRAP1 3.17E-04 156 | WSB1 7.96E-08 2.22
FAM98A 2.67E-04 155 | RPGR 4.86E-04 221
WDFY4 1.69E-03 1.55 | CHRNB1 5.79E-05 2.21
PLEKHQ1 2.08E-04 155 | KLHL15 5.27E-04 2.21
SEMA4D 9.28E-04 154 | SLC39A9 3.07E-07 2.20
DDN 3.84E-04 154 | CEBPG 3.14E-05 2.20
ZBTB32 2.33E-05 1.54 | DNAJB9 2.73E-07 2.18
CREB5 1.41E-05 154 | AOC3 4.20E-04 2.18
CXCL10 1.03E-04 154 | CEBPB 5.43E-06 2.17
TUBA1 7.36E-08 1.54 | RP3-398D13.1 1.07E-03 2.17
CLTC 1.20E-03 154 | IERS 4.32E-06 2.17
NUFIP1 1.22E-03 153 | ATP6V1E2 6.48E-04 2.17
JMJID4 9.57E-04 153 | PAM 3.60E-05 2.17
LTBP1 4.28E-05 153 | SYTL1 1.34E-05 2.16
NIPSNAP3A 3.02E-08 153 | DDIT4 2.13E-04 2.15
SLC25A11 2.05E-03 153 | MAMDCA4 2.37E-04 2.15
ST6GALNAC 8.89E-04 1.53 | L06610 9.32E-04 2.14
4

WDR66 1.00E-03 152 | ZBTB25 4.17E-05 2.14
KCNMB4 1.68E-04 152 | HLA-DQA1 1.62E-03 2.14
HMMR 1.63E-03 152 | FAS 7.22E-05 2.13
FAM27E2 5.38E-04 152 | RP5-1022P6.2 6.22E-05 2.12
SEPHS1 1.11E-05 152 | SKP2 451E-04 212
NKG7 2.07E-03 151 | MDM4 3.62E-07 211
ARL2BP 3.88E-04 151 | BACH1 1.10E-06 211




WDR46 1.56E-04 1.50 | WNT10A 7.64E-05 2.10
SPON2 4.32E-07 2.10
SFRS12 7.82E-10 2.10
ZNF28 3.25E-04 2.09
CTAGES 8.76E-09 2.09
MTL5 3.03E-04 2.08
TIAM2 3.50E-07 207
YRDC 5.93E-06 2.06
PLK3 2.42E-05 2.06
SESN2 3.15E-06 2.06
NOL3 3.07E-06 2.06
PTK2 1.17E-03 2.05
PLA1A 1.10E-03 2.05
FYN 7.14E-05 2.05
CCNL1 7.48E-07 2.04
LRRC8C 1.76E-04 2.02
ZNF18 1.78E-04 2.02
HES1 5.01E-09 2.02
GTF2IRD2 4.27E-04 2.02
AMPD3 6.73E-04 2.02
HIST1H4C 1.30E-04 201
DNAJC14 1.88E-03 2.00
SLC35D2 1.87E-06 2.00
TMEM34 1.56E-05 1.99
T15787 9.34E-04 1.99
SCYL1BP1 2.89E-04 1.99
CCPG1 3.37E-06 1.99
ERN1 4.93E-05 197
VEGF 3.64E-06 197
GALNACT-2 9.40E-05 197
HIST1IH2AK 1.69E-04 194
DNHD1 1.60E-03 194
PNN 4.15E-06 1.94
ZC3H6 5.39E-04 194
CD104030 5.98E-04 194
L04336 6.13E-04 1.94
SLAMF1 4.93E-11 193
CTAGEG6 5.83E-04 193
TAF11 7.47E-04 1.93
MXI11 6.86E-06 192
CTAGEP 9.52E-05 191
TMEM57 2.43E-04 1.90
DMTF1 5.84E-06 190




NFIL3 8.08E-05 190
BIC 2.86E-04 190
GBE1 1.51E-04 1.89
RND1 1.16E-04 1.88
MTX3 8.87E-05 1.88
SECISBP2 7.78E-07 1.87
ZNF446 7.73E-04 1.87
SLAMF7 1.00E-04 1.87
HSPC157 3.31E-05 1.87
COQ10B 5.79E-04 1.87
UGDH 1.44E-04 1.87
ZNF100 5.44E-04 1.86
CDC14A 6.75E-04 1.85
IER2 1.89E-03 1.85
FAM100B 1.80E-04 1.85
WARS 7.34E-06 1.85
CCNB1IP1 1.04E-03 1.85
ZNF268 1.39E-03 1.85
FGFR3 1.81E-03 1.84
UBXD4 1.53E-05 1.84
COMMD2 1.42E-03 1.84
ZFP161 5.14E-04 1.84
BCOR 4.71E-04 1.83
WHDC1 2.89E-05 1.83
SLC25A4 6.73E-05 1.82
THRAP2 2.00E-04 181
IL21IR 5.03E-04 181
CTBP2 4.78E-05 181
TMEM18 5.21E-04 181
BNIP3L 2.10E-05 181
CN430223 1.25E-05 181
BTBD12 7.35E-04 1.80
LYSMD2 7.39E-04 1.80
RHEBL1 1.62E-03 1.80
U66046 1.13E-03 179
AZGP1 3.25E-04 1.78
CHFR 3.91E-04 1.78
BCL7A 5.67E-04 177
RABGGTB 7.35E-05 1.77
PIM1 1.40E-05 177
SFR$4 2.90E-05 1.76
LAT2 7.20E-04 1.76
ST7L 4.46E-04 1.75




KLHL6 3.31E-04 1.75
FzD7 7.61E-04 174
KLHL24 1.63E-06 1.74
SC4AMOL 1.59E-04 174
CDKN1A 3.59E-07 174
EGLN1 5.70E-06 1.74
LRRC57 3.05E-04 174
ZNF711 2.18E-04 1.73
CD55 2.04E-06 1.73
TARBP1 1.81E-04 1.73
ALS2 5.72E-04 172
CARS 1.39E-03 1.72
KLK1 5.47E-06 171
BTBD15 3.21E-05 171
GPR160 2.20E-03 1.70
ADAM11 7.99E-04 1.69
USP3 1.80E-03 1.69
uUSsT 4.87E-04 1.69
XPOT 1.30E-04 1.69
TLR6 1.41E-05 1.69
RUFY?2 1.55E-03 1.69
TMEM77 7.49E-05 1.68
GKAP1 3.94E-05 1.68
SUB1 1.93E-05 1.68
ZNF267 1.40E-03 1.68
SDK1 1.92E-03 1.68
CEP135 1.89E-06 1.68
RNF139 2.65E-05 1.67
CD46 1.84E-03 1.67
GEMIN7 1.89E-03 1.67
RASA1 1.29E-04 1.66
LNX2 1.76E-03 1.66
CCDC45 5.18E-05 1.66
PEX7 3.06E-04 1.66
GPT2 7.46E-06 1.66
SLC15A4 1.45E-03 1.66
HIST3H2BB 1.80E-03 1.66
SGSH 1.51E-03 1.66
ERO1LB 6.74E-04 1.66
ZNF432 1.13E-04 1.65
SNAPC3 1.54E-04 1.65
SLC41A2 1.28E-06 1.65
PDE6GB 1.70E-04 1.65




SMC3 1.21E-03 1.65
PSIP1 2.07E-04 1.65
ZNF582 6.67E-04 1.65
ZNF292 1.80E-03 1.65
MY 5.48E-04 1.65
CMKOR1 1.16E-03 1.64
LMBRD1 5.07E-04 1.64
MAP2K6 1.61E-04 1.64
RAB11FIP1 7.55E-04 1.64
HRASLS2 2.22E-04 1.64
MI1S12 1.31E-04 1.64
GOLGASB 3.33E-04 1.63
YEATSA 4.94E-04 1.63
PRPF38B 6.91E-05 1.63
EXOSC8 1.18E-03 1.63
CGRRF1 1.18E-03 1.63
RBMS2 9.48E-04 1.63
RAB21 7.82E-05 1.63
OTuUD3 4.01E-04 1.62
IRF8 1.04E-03 1.62
KIF21B 1.96E-03 1.62
DEGS1 1.25E-05 1.62
SRA1 7.70E-04 1.62
CXCR4 4.81E-04 1.62
ATXN7 4.42E-04 1.62
VLDLR 4.28E-05 1.62
HIST1H2AE 1.88E-03 1.62
ZNF254 1.47E-03 1.62
CCDC52 1.50E-04 161
GARS 1.59E-03 161
IFNGR1 3.99E-04 161
MARK3 2.20E-03 161
CD641036 8.36E-05 161
TNFSF9 1.40E-04 1.60
STIL 1.04E-03 1.60
NAT11 1.25E-03 1.60
TMEM161B 6.17E-05 1.60
CLOCK 9.42E-05 1.60
JMJID1A 2.58E-06 1.60
TOR1AIP1 6.83E-04 1.60
CENPH 6.22E-08 1.60
TNFSF7 1.78E-03 1.60
PPP1R3E 1.63E-04 159




OGT 1.17E-03 159
FUSIP1 1.38E-04 159
HBP1 5.21E-04 1.58
WDR44 1.89E-04 158
PCK2 1.28E-05 158
PSAT1 1.66E-06 1.58
ZNF614 9.77E-04 158
LPIN1 3.31E-05 158
PRO2266 9.23E-05 1.58
REV3L 2.80E-04 158
CCND1 1.85E-05 158
FNBP1 7.88E-05 1.58
TCERG1 7.02E-05 158
IRAK1BP1 1.83E-03 158
RGS3 5.54E-04 1.58
WRN 3.30E-04 157
JMJID2C 1.03E-03 157
DSCR3 4.83E-04 157
INSIG1 1.16E-03 157
ICAM1 4.86E-05 157
TTC32 7.34E-05 157
LRIG2 2.26E-04 157
B1523298 7.34E-05 157
TBK1 1.12E-03 157
ARLG6IP6 1.16E-03 1.56
TMC8 9.89E-04 1.56
DNAJC1 1.63E-04 1.56
CALMLA4 6.70E-05 1.56
STCH 4.23E-04 1.56
EIF1B 1.44E-03 1.56
GNG7 7.53E-04 1.56
ZCCHCS8 1.13E-04 1.56
ABCAG6 1.33E-03 1.56
HSUP1 1.94E-04 1.56
RAB39B 4.71E-04 1.55
RBBP6 1.48E-04 1.55
PLEK 2.49E-04 154
HNRPDL 1.15E-04 154
ARHGAP21 1.72E-03 1.54
IFRD1 3.56E-04 154
PPP3CB 5.17E-04 154
SKIP 4.87E-04 1.54
SNORD22 3.74E-04 154




USP52 1.49E-03 154
SREBF2 8.30E-05 154
TMEM154 1.62E-03 1.54
JMJID1C 1.61E-03 153
PCGF3 1.60E-03 153
DEXI 6.84E-04 1.53
SPRED1 3.42E-04 153
ING2 4.52E-04 153
NEF3 7.01E-04 1.53
AUH 1.57E-05 153
KLF15 3.51E-04 153
HACE1 3.44E-04 1.52
NDFIP2 1.66E-04 152
PRKRIR 1.20E-04 152
PHF21B 2.14E-06 1.52
RFEXAP 4.28E-05 152
SH2B3 1.44E-04 152
ZMYM5 9.08E-04 1.52
ZNF518 2.88E-04 151
RNF14 1.08E-04 151
BCL2L2 1.09E-05 151
MGEA5 3.93E-04 151
GOLGA1 2.15E-03 151
FAM122A 1.04E-04 151
HNRPR 4.55E-04 151
KNS2 1.34E-03 151
DBNDD2 4.01E-04 151
ABI1 3.39E-04 151
SFT2D3 3.14E-04 150
MLLT10 7.85E-04 1.50
PJAL 8.07E-06 150
CLCNG6 1.86E-05 150

Supplementary File 1: Differentially expressed genes between VP-16

treated cells and controls. Reported genes presented at least a 1.5 fold-

change between the two cell treatments (FDR corrected p value).
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p value Fold-Change: Gene Symbol Fold-

(FDR Up-regulated in Change:
Adjusted)  NaB treated cells Up-regulated
in Controls

BHLHB3 1.04E-04 586 FOS 2.15E-10 36.45
CXCL9 3.03E-04 4,10 CD69 2.16E-11 18.01
SEMA3D 1.19E-03 3.30 RGS1 3.49E-14 15.27
HSPA2 3.57E-04 325 EGR1 2.14E-06 10.02
RPP25 1.48E-03 323 AMYI1C 3.58E-05 5.97
KBTBD7 2.22E-03 3.11 JUN 8.38E-06 5.70
CSN2 7.54E-04 2.87 SLC2A3P1 4.92E-05 5.32
S100A10 3.56E-04 2.83 ATF3 2.84E-08 4,53
SOCS1 7.87E-05 277 SLC7A11 4.11E-10 4.46
RGS9BP 6.98E-05 275 ZNF674 1.52E-03 4.23
CYB5A 2.28E-06 269 CXCL11 1.29E-08 4,19
ZNF526 2.52E-05 264 PHACTR1 5.80E-06 391
NRGN 4.90E-05 253 ACCN3 1.07E-03 3.88
ANKRD34 1.54E-03 245 SLC15A2 2.84E-03 3.84
HSPA1A 1.07E-04 244 NR4Al 2.70E-05 3.77
SQRDL 5.53E-06 229 CCL18 4.46E-07 3.75
SHRM 5.00E-04 2.29 PPP1R15A 5.30E-08 3.68
SNAI3 8.01E-05 228 KLF6 1.64E-07 3.58
MT1G 1.09E-05 224 DUSP10 1.72E-04 3.58
ZC3H10 3.79E-05 219 HYAL4 1.73E-06 3.53
MT2A 8.31E-05 216 SGK 1.50E-03 3.48
BM P7 6.89E-04 2.14 FKBP14 9.67E-06 3.33
CCNF 2.56E-03 2.13 CCDC62 1.38E-03 3.24
218824 4.03E-04 212 OTOP3 9.47E-04 3.19
MTI1L 2.13E-06 2.09 CEP135 3.11E-08 3.17
MT1E 6.79E-06 2.08 CCNL1 7.69E-08 3.15
NCKAPIL 1.38E-03 2.08 MMP7 6.79E-11 3.07
MT1B 6.33E-06 2.06 ARID4B 1.22E-04 3.07
ROR2 1.95E-04 2.05 GOLGABA 3.39E-04 3.07
MT1X 1.91E-05 2.04 SLC35D2 1.88E-07 3.07
ZSWIM3 2.27E-04 2.01 PRO2964 5.48E-05 3.03
LRRC20 2.58E-04 199 ADAM28 5.94E-04 3.02
PARS2 3.42E-04 198 SFRS12 1.13E-10 3.01
NLC1-C 1.58E-03 197 GOLGASB 6.84E-06 3.00
DERL3 7.35E-05 195 CDC14C 2.00E-03 2.92
CERK 3.04E-05 195 PKD2L1 2.82E-06 2.89
ZNF572 1.05E-03 194 CTAGEP 1.01E-05 2.84
G6PD 9.31E-04 1.94 NKTR 1.36E-09 2.83
MMACHC 5.90E-07 1.93 ROCK2 6.83E-05 2.82
RANGAP1 7.94E-04 190 FGF18 1.03E-08 2.81




MRPL4 1.25E-03 1.90 COL4A3BP 6.44E-04 2.81
SMPDL3B 3.84E-05 189 CTAGEl 1.92E-04 2.81
CD97 5.16E-05 1.89 GRMS8 1.29E-03 2.79
Cv323793 1.16E-04 189 CTAGE3 1.94E-03 2.79
MM P15 1.61E-03 1.89 CTAGE6 8.44E-05 2.78
TRAP1 3.72E-05 1.88 BACH1 2.54E-07 2.75
KI1F20A 3.84E-04 1.87 ATF5 4.92E-04 2.72
DPAGT1 1.23E-03 1.86 GPR18 2.66E-06 271
PSRC1 2.46E-03 1.86 WASL 1.68E-05 2.70
ZNF555 1.65E-03 1.85 FAM90A1 9.62E-06 2.68
PFN4 1.29E-03 1.83 CTAGE5 2.03E-09 2.68
TMEMB81 1.21E-03 1.82 REV3L 6.09E-06 2.67
CRLF1 1.97E-03 1.82 CEP290 8.45E-06 2.66
ASMTL 5.97E-08 1.82 RSHL3 1.47E-05 2.65
LAYN 2.22E-03 1.82 |IL7 1.10E-05 2.64
PDXK 1.05E-06 1.81 DDIT3 7.33E-07 2.63
CALR 2.07E-03 181 KLRA1 1.16E-04 2.61
H1FX 8.66E-04 1.81 NFKBIZ 1.17E-06 2.60
ARSB 2.69E-04 1.80 NKX6-3 5.74E-04 2.60
PTAFR 3.51E-05 1.79 ZNF367 1.61E-03 2.59
CHST2 2.20E-07 1.79 SEMAS5B 5.95E-05 2.57
HYOU1 1.10E-04 1.78 DUSP1 8.64E-06 2.56
IL10 1.94E-06 1.78 ZNF588 2.97E-04 2.55
FAM27E2 3.30E-05 177 CEP152 4.56E-07 2.55
TUBB6 1.03E-03 177 CCPG1 7.38E-07 2.54
KI1F22 6.91E-04 176 ACTA1l 3.40E-04 2.52
PYCARD 2.08E-04 175 CCL3L3 1.47E-08 251
PIP5K 2B 1.99E-05 1.75 N4BP2 1.28E-03 2.51
OAS1 9.29E-05 1.75 BRCA2 1.29E-04 2.50
ANKRD25 2.16E-03 175 KLHL24 1.19E-07 248
SLC25A11 2.12E-04 175 CDC14A 1.22E-04 2.47
HRAS 6.25E-04 175 CSAD 2.40E-04 2.46
HPCAL1 1.72E-03 175 TMEMS88 1.25E-03 245
HEY1 2.73E-04 1.74 CTAGE4 9.72E-08 2.45
TSPO 9.65E-06 174 CCL3 1.68E-08 2.44
ZNF202 5.91E-04 1.73 DFNB59 8.49E-04 243
SLC13A1 3.05E-03 1.73 SEC31L2 9.33E-04 2.42
CHST4 9.94E-04 1.73 LCOR 2.39E-04 2.42
DNMT1 1.60E-05 1.73 PLGLB2 2.58E-03 242
ZNF232 2.09E-05 172 JIMJID1C 5.07E-05 241
ACOT7 2.68E-03 1.72 ST8SIA4 1.20E-03 2.40
IL1IR2 1.89E-03 171 CCDC82 2.77E-06 2.39
WDRT77 7.88E-04 171 CTH 1.75E-05 2.39




CD33 3.00E-03 171 SBEM 4.66E-04 2.38
CCDC69 2.18E-03 1.71 TNFAIP3 1.14E-06 2.38
MATI1A 5.61E-05 170 SLC26A11 1.84E-03 2.38
ARRB2 2.98E-03 1.70 RASGEFI1B 1.63E-03 2.38
FCRL3 8.74E-06 170 TCF8 2.57E-04 2.36
CSRP1 2.63E-03 1.70 TRPV1 1.81E-03 2.34
ARL4D 2.94E-04 1.70 SNORA70 3.06E-05 2.34
LMAN2L 1.93E-04 1.69 SPON2 2.22E-07 2.33
SNX17 3.81E-04 1.69 RICTOR 2.55E-05 2.33
PRRT3 1.75E-04 1.69 CCNT2 1.26E-03 2.32
HEG1 1.04E-03 1.69 DEADC1 5.44E-04 2.32
RABS8A 5.38E-04 1.69 PHLDAZ2 2.81E-03 2.32
NKG7 3.13E-04 1.69 MAP4K3 9.74E-06 2.30
QPRT 9.54E-04 1.68 TncRNA 1.41E-03 2.30
UGT2B17 6.05E-05 1.68 RABGB 2.20E-03 2.30
TBRG4 1.01E-04 1.68 GUCAI1B 3.44E-04 2.29
DHX37 2.34E-03 1.68 BRIP1 5.07E-04 2.28
LCMT2 8.65E-06 1.68 DST 2.10E-04 2.28
DDIT4 4.27E-05 1.67 DMTF1 1.64E-06 2.27
SNX8 1.09E-03 167 RUFY2 2.02E-04 2.26
BAGALNT 3.80E-04 166 RFX3 8.01E-06 2.26
1

GSR 2.06E-03 1.66 DOC2A 2.07E-04 2.25
GLUL 2.90E-06 1.65 TUBE1l 1.39E-05 2.24
VPREB3 2.65E-04 165 TPR 7.18E-06 2.24
JMJD4 2.64E-04 1.65 ZNF354B 1.92E-04 2.23
NIT1 3.85E-04 1.64 AKAP9 5.48E-06 2.23
FzD2 6.61E-04 164 ZDHHC17 1.06E-04 2.23
PPAN 2.63E-04 164 ZNF721 5.23E-04 2.23
NQO2 2.05E-03 164 TTC25 4.94E-04 2.22
ENDOG 1.01E-03 164 CIR 2.34E-03 2.22
EARS2 4.21E-05 164 FAS 5.76E-05 221
GAMT 3.53E-04 1.63 ZNF711 3.49E-05 221
TIGD5 6.73E-04 1.63 TBX15 1.53E-03 221
PTKOL 1.60E-05 162 CD274 1.23E-04 2.20
MYBBP1A 1.86E-04 1.62 TROVE2 9.29E-07 2.20
PREB 5.21E-04 1.62 UACA 3.96E-07 2.19
ARF3 1.05E-03 1.62 BAZ2B 3.19E-05 2.19
NCR3 6.67E-04 1.62 CHM 3.26E-05 2.19
PTOV1 2.77E-03 161 LPIN1 1.79E-06 2.19
KCNN3 1.10E-03 1.61 TSGA2 2.50E-04 2.19
ARMCY 3.94E-04 161 ATRX 2.22E-04 2.18
PLK1 1.48E-03 1.61 CHD1 1.14E-04 2.17
NQO1 2.69E-03 161 ZC3H6 2.70E-04 2.16




TCTA 1.25E-04 1.61 CHFR 9.68E-05 2.16
NOP17 1.67E-03 161 GOLGB1 1.05E-04 2.16
EFHD2 1.07E-04 161 FUSIP1 9.68E-06 2.15
ZBTB32 9.99E-06 1.61 MTHFD2L 2.90E-08 2.15
PRPF31 6.69E-04 1.60 ZBTB25 4.09E-05 2.14
TUBG1 1.82E-03 1.60 FNDC3A 3.33E-07 214
ATOX1 2.83E-03 1.60 WSB1 1.03E-07 2.14
UROS 2.13E-03 160 MCMDC1 3.66E-06 2.13
PHF23 1.75E-05 1.60 NARGIL 1.85E-04 213
CRELD2 1.39E-03 1.60 PNN 2.11E-06 2.13
SCFD2 2.56E-03 1.60 PRPF4B 1.63E-08 2.12
KHK 5.14E-05 1.60 CI1QTNF3 5.54E-04 211
ABCF2 2.90E-03 159 SUGTIL1 5.74E-04 2.10
IGHM 1.06E-03 159 RAD9B 2.70E-03 2.10
POLD2 1.51E-04 159 ZNF354A 1.77E-04 2.10
SGTA 3.08E-04 159 SERINC1 1.01E-03 2.10
SERPINB6 1.47E-04 159 RBM4l 3.53E-05 2.10
ACTLS8 4.88E-04 159 SCYL1BP1 2.10E-04 2.09
ACLY 2.59E-03 159 PKD2 1.66E-03 2.09
RHOV 2.99E-03 158 PCGF5 9.13E-07 2.08
PEX10 1.41E-03 158 LRCH1 2.79E-03 2.07
A4GALT 1.04E-03 158 TRPC1 1.15E-03 2.07
WDR46 5.95E-05 158 GCA 1.32E-04 2.07
LTBP1 2.51E-05 157 GARNL1 5.86E-04 2.06
TEX261 2.60E-03 157 STXBP3 1.48E-05 2.06
TLE3 3.63E-04 157 DNAJB9 4.12E-07 2.05
AURKB 1.06E-03 157 MAP9 1.43E-04 2.05
LMAN2 3.09E-05 156 EEA1 1.32E-05 2.04
NOTCH1 1.61E-03 156 PRPF39 4.12E-05 2.04
ZNF500 6.31E-04 156 SLC30A1 1.76E-04 2.04
BCKDK 2.97E-05 156 RGPD5 1.25E-03 2.04
GALE 1.11E-03 156 NUDT15 1.03E-08 2.04
MYLIP 1.13E-03 155 CCDC55 5.87E-05 2.04
CD247 1.75E-07 155 PDCL2 6.57E-04 2.03
PSCD3 2.18E-04 155 CEP110 1.21E-05 2.03
CTPS2 1.34E-03 155 KLHL3 8.98E-05 2.03
W72450 5.11E-04 154 GALNACT-2 7.52E-05 2.03
AP2A2 1.68E-04 154 METTSD1 4.83E-04 2.03
ADD1 1.89E-03 154 GALNTI11 1.32E-03 2.02
ADAM 33 3.01E-03 154 SLTM 2.32E-05 2.02
SEMA4D 9.82E-04 154 TSNAX 2.74E-03 2.02
ABCC1 6.67E-04 154 SLC6A13 9.97E-05 2.02
MSN 8.42E-05 154 DDX26B 2.12E-04 2.02




CTNNBL1 1.89E-04 154 RBBP6 1.17E-05 2.01
AAMP 2.71E-03 154 LRMP 5.19E-05 2.01
HDGF2 1.68E-03 154 UNQ467 1.78E-03 201
MAP4 2.72E-03 154 PHF3 1.91E-06 2.01
SERTAD3 6.46E-04 154 ZNF550 1.23E-03 2.01
PRDX1 2.62E-03 153 THAP9 9.48E-04 201
GRAP 2.66E-03 153 PHIP 7.36E-05 2.00
BLCAP 2.29E-03 153 CASP8AP2 1.26E-04 2.00
RNF34 7.18E-05 153 TLRI10 1.16E-04 2.00
TMEM86B 4.27E-04 153 KLK13 2.43E-03 2.00
GMPPB 4.20E-06 153 OFD1 3.10E-07 2.00
APEH 5.43E-04 152 ANKRD12 6.42E-04 2.00
BTN3A2 1.57E-05 152 TRIP11 1.04E-03 2.00
SLC44A4 2.03E-03 152 ZNF195 2.72E-04 1.99
MYC 1.30E-03 152 VPS13C 6.48E-04 1.99
TSC22D1 2.24E-03 152 ELK4 9.84E-04 1.99
GNA12 1.34E-03 151 WDR52 3.66E-04 1.99
COPG 4.47E-05 151 ING3 4.93E-04 1.99
FCGR2B 5.67E-04 151 OGT 1.77E-04 1.99
CSTF2 6.60E-05 151 FAMT76B 1.78E-06 1.99
RAB7L1 6.97E-04 151 BDP1 1.93E-05 1.98
ACTR1A 1.96E-04 151 ANKRD26 9.55E-04 1.98
TNS3 4.42E-11 151 ZNF146 2.28E-03 197
RNPEPL1 2.91E-03 151 SCFD1 2.34E-03 197
DHX30 3.43E-04 150 CP110 3.12E-06 1.96
CHCHD6 2.05E-04 150 CENPC1 1.03E-05 1.96
PEX12 1.22E-03 150 ZNF582 1.54E-04 1.96
RBM9 3.68E-04 150 ZNF673 6.77E-04 1.96
SENP3 7.14E-04 150 ZNF121 1.32E-04 1.95
ZNF587 1.46E-03 150 FAM44A 8.88E-05 1.95
COQ10B 4.26E-04 1.95
RABGGTB 3.33E-05 195
HACE1 3.00E-05 1.95
ZNF614 1.55E-04 1.95
PCM1 1.02E-03 194
POLQ 7.94E-06 1.94
CLOCK 1.48E-05 194
RAB33B 4.31E-04 194
RAD51AP1 4.13E-04 1.94
VPS13A 2.18E-06 194
SLC38A2 9.95E-06 1.93
ZC3H8 3.96E-04 1.93
MLF1IP 6.00E-06 192




SENPG 4.04E-06 192
MOBKL1A 2.90E-07 192
ERO1LB 1.90E-04 1.92
SLC25A27 2.10E-06 192
ZBTB1 6.21E-04 191
KATNAL1 3.26E-04 191
IRAK1BP1 3.46E-04 191
ANKRD20A2 2.59E-03 191
TMEM161B 1.13E-05 1.90
SNORA24 3.39E-04 1.90
PLK4 3.02E-04 1.90
STIM2 5.30E-04 1.90
YPELS 2.57E-03 1.90
PLK3 4.54E-05 1.89
ZNF268 1.17E-03 1.89
NFKBIA 4.33E-04 1.89
LRRFIP1 8.31E-05 1.89
JAK?2 1.30E-03 1.89
PCSK4 1.29E-03 1.89
DMXL1 1.62E-03 1.88
ERBB2IP 4.50E-04 1.88
NPHP3 5.39E-05 1.88
TFEC 4.69E-05 1.87
ZNF292 6.31E-04 1.87
MDFIC 3.08E-04 1.87
ZNF518 3.24E-05 1.87
MBD5 2.74E-03 1.86
TRPM7 7.30E-04 1.86
RND1 1.29E-04 1.86
DPY19L3 1.22E-04 1.86
CENTB2 1.72E-03 1.86
TMF1 6.01E-04 1.85
SYTL1 4.23E-05 1.85
SLC25A36 7.72E-05 184
FNBP4 9.93E-04 184
PMS1 4.79E-04 1.84
RNF6 2.25E-05 184
TLR6 6.09E-06 184
SFRS11 1.34E-03 1.83
ZNF254 4.87E-04 1.83
PLDN 2.98E-05 1.83
RPGR 1.61E-03 1.83
FAM3C 2.57E-06 1.83




PIPSK3 1.61E-03 1.82
STCH 8.82E-05 1.82
SR140 4.76E-04 1.82
PRNP 4.68E-05 1.82
IRF7 3.03E-03 1.82
ZMYM5 1.40E-04 1.82
ABCAG6 3.00E-04 1.82
HISPPD1 2.38E-04 1.82
ZNF25 2.92E-03 1.82
RIF1 1.18E-03 1.82
RAB11FIP2 9.51E-04 181
CENPJ 1.63E-07 181
KNTC1 1.76E-04 181
ARLSB 1.43E-04 181
CCDC45 2.27E-05 181
BNIP2 4.84E-05 181
RECQL 6.62E-04 1.80
USP12 1.62E-03 1.80
AKAP11 3.76E-05 1.80
ALS2CR8 2.41E-03 1.80
MKLN1 2.23E-06 1.80
TTC32 1.72E-05 1.80
SRFBP1 2.22E-05 1.80
MAP3K?2 5.26E-04 179
DNAJC10 1.79E-05 179
CD58 1.71E-04 1.79
RSN 3.02E-04 179
SMC4 4.39E-04 1.79
ZCCHC11 3.08E-07 1.78
METTL4 2.03E-03 1.78
PTBP2 4.22E-05 1.78
SLK 6.10E-06 1.78
ZNF708 1.95E-03 1.78
SETDB2 1.01E-03 1.78
PCMTD2 4.44E-06 1.78
SMCHD1 2.88E-05 1.78
PPIG 5.10E-05 1.78
BRMSIL 3.93E-05 1.78
YOD1 2.60E-05 177
UBXD2 7.52E-04 177
SYNE2 3.12E-04 177
CENPF 2.61E-07 177
LTV1 6.61E-04 177




CYP4v2 2.68E-05 177
RANBP2 4.05E-06 177
TBRG1 1.14E-03 1.76
MTX3 1.56E-04 1.76
TNAP 2.53E-03 1.76
ZCCHCS8 3.14E-05 175
ZNF83 1.37E-03 175
WRN 1.13E-04 174
MIA3 7.09E-04 174
RASA2 8.41E-04 174
UFM1 1.32E-05 174
CEP192 1.03E-03 173
BBX 2.28E-07 1.73
CDC7 5.06E-05 1.73
BTAF1 2.85E-04 173
TMEMS87A 6.68E-05 1.73
UBXD4 2.83E-05 172
TIAM2 1.73E-06 172
GOLGAZ2L1 1.68E-03 172
UBLCP1 1.61E-03 172
ACTR10 2.07E-04 172
CEBPG 2.02E-04 172
CARF 5.08E-07 172
CHD9 1.62E-03 171
RSF1 1.71E-05 171
OTuUD3 2.33E-04 171
ACADSB 1.10E-04 171
AP4E1 6.60E-05 171
WHDC1 5.36E-05 171
MORC3 1.46E-06 171
TXK 3.62E-04 171
NCOA7 4.93E-04 171
DDX3Y 1.42E-05 171
SMARCAD1 2.42E-03 171
IERS 3.09E-05 171
ANKRD32 4.71E-04 1.70
ZC3HT7A 4.29E-04 1.70
OSBPL8 2.60E-03 1.70
FNDC6 1.42E-03 1.70
RCBTB2 6.89E-04 1.70
TBK1 4.95E-04 1.70
ATP11B 7.08E-04 1.69
ZNF548 2.02E-04 1.69




SMC3 9.73E-04 1.69
MAP7 1.39E-04 1.69
BMI1 6.71E-05 1.69
BRCA1l 1.40E-05 1.69
RNF103 1.48E-05 1.69
WBP4 3.22E-04 1.69
TTN 1.98E-03 1.68
SHOC2 1.25E-03 1.68
STRN3 4.63E-04 1.68
C1s 2.36E-03 1.68
BAIAP2L2 3.03E-03 1.68
PPP1R12A 2.74E-03 1.68
7773 2.22E-05 1.68
LRRC8C 7.66E-04 1.68
TARBP1 2.38E-04 1.68
RCORS3 5.70E-06 1.68
SC5DL 4.29E-05 1.68
CASD1 1.33E-03 1.68
THRAP2 4.10E-04 1.68
MAMDC4 1.47E-03 1.68
DFNAS 4.06E-07 1.67
ZNF33B 9.48E-05 1.67
SMC6 1.18E-04 1.67
MAP1D 3.67E-04 1.66
ADHFE1 1.34E-03 1.66
COG6 8.69E-04 1.66
DDX59 4.85E-05 1.66
LHFP 1.61E-03 1.66
ZNF267 1.55E-03 1.66
EID3 1.17E-03 1.66
HIAT1 1.95E-05 1.66
ATXN7 3.55E-04 1.66
MDM4 3.30E-06 1.65
ZNF718 6.00E-04 1.65
ICALL 1.62E-03 1.65
HEMGN 1.71E-04 1.65
DNAJAS 2.60E-04 1.65
MY 5.58E-04 164
SMC2 2.68E-03 1.64
CENPQ 2.27E-03 164
RAB3GAP2 3.64E-04 164
IPMK 1.79E-03 1.64
GLIPR1 5.91E-05 164




CCDC52 1.27E-04 1.63
YEATSA 4.89E-04 1.63
GOLGA1 9.33E-04 1.63
ASNSD1 1.56E-06 1.63
USP16 8.38E-05 1.63
ATM 1.22E-03 1.63
IFRD1 1.90E-04 1.63
TMEMB30A 3.00E-04 1.63
IMMP2L 2.21E-03 1.63
VEGF 2.32E-05 1.62
SLC41A2 1.59E-06 1.62
GTF2IRD2 2.35E-03 1.62
MEN1 5.01E-06 1.62
HERC4 3.66E-05 1.62
TMEM123 2.27E-04 1.62
OTOA 2.87E-03 1.62
ZNF429 2.08E-03 1.62
NFXL1 2.11E-03 161
CMAH 7.38E-09 161
CTBP2 1.54E-04 161
CD55 4.62E-06 161
IFT74 2.09E-06 161
IFNGR1 4.05E-04 161
DBF4 1.35E-04 161
TMEM77 1.30E-04 1.60
ETAA16 9.27E-05 1.60
ARLG6IP6 9.07E-04 1.60
AZI2 6.93E-05 1.60
BANK1 2.42E-05 1.60
MLSTD2 1.15E-04 1.60
PCGF6 4.10E-06 1.60
PAG1 1.41E-04 159
DEK 8.77E-05 1.59
ZNF277 1.31E-04 1.59
PRO2852 5.89E-05 159
SLC25A4 2.65E-04 1.59
ALS2 1.24E-03 159
NT5C3 5.09E-06 159
PFAAPS 2.27E-04 1.59
RPS6KB1 6.53E-05 159
PEX3 1.34E-03 1.58
PRPF38B 9.70E-05 1.58
EZH1 2.35E-03 1.58




MGEA5 2.25E-04 1.58
ZNF650 3.51E-04 1.58
TOR1AIP1 7.77E-04 1.58
SLC25A32 1.82E-06 1.58
RBBP8 1.06E-03 1.58
BRWD1 7.51E-04 1.58
ZMYMG6 2.65E-03 1.58
RAB11FIP1 1.12E-03 1.58
SNORD22 2.86E-04 157
RRN3 8.65E-07 157
ALG11 2.37E-03 157
DDX21 7.20E-06 157
BCLAF1 1.69E-04 157
TAF9 2.50E-04 157
CCDC111 5.31E-04 157
MON2 3.31E-04 157
COL24A1 1.33E-03 157
ARHGAP21 1.43E-03 157
MTMRG6 6.00E-04 157
KTN1 1.21E-04 157
CTBS 7.73E-05 1.56
CCDC41 3.56E-04 1.56
ZRANB2 2.08E-04 1.56
GNL3 1.83E-04 1.56
IMPA1 4.25E-05 1.56
ZNF639 6.10E-06 1.56
NAPG 2.61E-03 1.56
PRPF18 1.92E-03 1.56
WDR60 2.94E-05 1.56
CCNJ 9.82E-04 1.56
STAG2 2.67E-04 1.56
RAB3IP 2.40E-04 1.56
EPB41L5 1.98E-03 1.55
RBM39 9.43E-06 1.55
FANCL 1.95E-04 1.55
TMEM29 1.50E-05 1.55
SLAMF7 6.14E-04 1.55
GOLT1B 6.38E-06 1.55
RAB18 8.34E-05 1.55
BIRC2 1.62E-04 1.55
EFHA1 1.24E-04 1.55
RABS8B 2.82E-03 1.55
UPF3B 2.48E-05 1.55




NUPL1 3.02E-05 1.55
TRAPPCG6B 2.58E-03 1.55
MATRS3 7.50E-04 1.54
SRP19 1.81E-04 1.54
BNIP3L 1.16E-04 1.54
NFE2L2 5.38E-06 1.54
HIVEP1 7.25E-05 154
SIRT1 2.97E-03 1.54
CYLD 6.20E-05 1.54
ARMCX5 3.83E-04 154
CCDC98 2.21E-04 154
HIF1A 2.23E-06 1.54
SPRED1 3.25E-04 154
TTC17 2.72E-03 154
ASPM 4.99E-05 1.54
NPIP 1.74E-03 153
CSPP1 5.69E-04 153
ABI1 2.73E-04 1.53
PDIK1L 1.03E-04 153
CENPH 1.17E-07 153
NUCB2 2.48E-04 1.53
SMG1 8.07E-04 153
CASC4 2.43E-03 153
NOL3 5.90E-05 1.53
PHCA 1.76E-03 153
GKAP1 1.25E-04 153
ZNFN1AS5 2.85E-05 1.52
FAM29A 3.43E-05 152
RNF139 8.29E-05 152
PREI3 1.68E-04 1.52
CLICA4 2.73E-04 152
YRDC 1.15E-04 152
PSIP1 5.32E-04 1.52
DENND4C 1.93E-04 152
GBE1 1.21E-03 152
PPWD1 2.70E-03 1.52
PRO2266 151E-04 152
AHI1 6.83E-05 152
TBC1D15 2.13E-03 1.52
RFEXAP 4.31E-05 152
LARP7 3.73E-04 152
CCAR1 2.53E-04 1.52
TMEMG67 1.82E-04 152




IDI1 3.12E-06 151

PJA2 2.36E-05 151
MCFP 1.69E-04 151
PRMT3 1.67E-04 151
DLG1 4.01E-04 151
RASGRP3 5.27E-06 151
CHPF 1.78E-03 151
LIPT1 1.10E-04 150
SAMSN1 5.41E-04 1.50
APPL 1.30E-03 150
LY75 2.34E-03 150
ATXN3 5.08E-04 1.50
IBTK 1.40E-04 150
NFATS 2.43E-04 150

Supplementary File 2: Differentially expressed genes between NaB
treated cells and controls. Reported genes presented at least a 1.5 fold-

change between the two cell treatments (FDR corrected p value).




AnexoV



Gene Symbol p value FoldChange: p value FoldChange:

(FDR Up-regulated (FDR Up-regulated in
Adjusted) in VP-16 NaB Adjusted) Controal
treated cells
TEX13B 2.88E-06 21.10 | FOS 2.26E-10 29.81
EPB41L1 5.32E-07 19.52 | EGR1 1.53E-06 16.91
CcCL23 2.12E-05 19.13 | CD69 2.52E-11 13.58
PECAM1 2.98E-03 16.83 | NUDT15 9.84E-11 11.83
SMAD1 1.90E-03 13.74 | PHLDA2 1.37E-04 11.32
LGALS2 1.01E-05 12.55 | NDRG3 1.13E-04 8.96
SIGLECP3 5.75E-07 9.58 | RGS1 5.55E-14 8.46
VCX3A 4.90E-04 8.21 | TUBE1 4.27E-07 8.13
FHOD3 2.13E-06 7.95 | C1S 1.32E-05 7.97
VPREB1 2.36E-03 775 | ATF3 1.17E-08 7.82
IL3RA 8.29E-04 7.61 | PHACTR1 1.86E-06 7.41
APOB48R 6.15E-10 6.71 | NFKBIZ 8.48E-08 7.29
SPOCK1 2.04E-06 6.59 | PIGW 8.75E-08 7.01
PLA2G1B 1.38E-03 6.57 | DHRS2 3.73E-03 6.99
CXCL9 5.49E-06 6.43 | TBCCD1 1.33E-03 6.90
TIMD4 3.67E-03 6.31 | UNQ6488 5.21E-04 6.39
CAPSL 2.51E-05 6.01 [ JUN 7.18E-06 6.32
SHRM 1.05E-07 5.06 | ZNF28 1.18E-05 5.91
RPP25 3.06E-05 497 | CCL18 1.73E-07 5.83
HSPA2 6.67E-06 4,92 | TAF11 1.75E-05 5.75
IL7R 1.21E-03 4.87 | PRO2964 1.29E-05 5.47
TXNL6 1.13E-04 4.84 | GTF2IRD2 1.47E-05 5.37
GIPC2 8.42E-06 4.76 | SBEM 4.60E-05 5.32
RASGEF1A 8.02E-04 4,70 | SEMA5B 7.97E-06 511
ELOVL4 3.49E-04 4.65 | ATF5 1.03E-04 4.88
GAL3ST3 1.21E-03 459 | PPID 1.88E-04 4.87
CCDC37 1.15E-03 4,54 | ZNF208 4.73E-04 4.86
MALL 1.95E-04 451 | CXCL11 9.67E-09 4.76
BHLHB3 1.02E-03 445 | SLC7A11 3.60E-10 4.74
C3AR1 6.75E-04 4.25 | CYFIP1 4.72E-04 4.74
ACCN4 4.04E-03 4.09 | MOAP1 1.30E-03 4.68
S100A10 1.00E-05 4.03 | SLC23A1 5.78E-04 4.61
HBD 1.43E-03 4.02 | THAP9 4.68E-05 4,59
KCNJ1 1.22E-05 3.94 | TNAP 5.07E-05 4.55
PPP3R1 7.23E-04 391 | SUMF2 2.44E-04 4.47
RGS9BP 1.96E-06 3.84 | FGF18 2.38E-09 4.45
PLEKHN1 5.02E-04 3.83 | STIL 6.90E-06 441
RNU12 8.32E-04 381 | ELK4 5.09E-05 4.36
GPD2 3.77E-04 3.78 | PPP1R15A 3.58E-08 4.27
PRSSL 1 4.07E-03 3.75 | FFAR1 5.35E-04 4.23




ChGn 8.59E-05 3.71 | NCOA2 4.72E-03 4.21
TMEM 100 4.14E-04 3.71 | FKBP14 5.17E-06 4.18
RTDR1 5.09E-03 369 | TMEM34 6.35E-07 4.17
REG4 1.06E-07 3.65 | INHBE 7.72E-06 4.15
LPO 3.81E-03 361 | CTH 2.41E-06 411
TNNI3 1.96E-03 353 | AMY1C 7.15E-05 4.10
CYB5A 1.09e-07 3.50 | RFX3 8.09E-07 4.07
DAB2IP 2.10E-05 347 | KLF6 1.20E-07 4.01
RNASEG6 1.45E-03 3.44 | SFRS12 4.61E-11 3.96
SMARCD3 3.83E-05 3.43 | KLK13 1.89E-04 3.94
KBTBD7 9.45E-04 3.43 | CTAGES®6 2.85E-05 3.91
GALK1 6.31E-04 3.40 | ZNF595 2.10E-03 391
VMD2L1 6.08E-04 3.22 | SLC6A9 1.73E-04 3.88
NCR3 5.80E-08 3.19 | DUSP1 2.00E-06 3.85
APOC1 2.93E-03 3.15 | DDIT3 1.94E-07 3.78
SvaCc 1.06E-05 3.13 | BTNL2 4.14E-03 3.74
SQRDL 1.31E-07 3.11 | ZNF711 4.05E-06 3.73
ANKRD25 2.00E-06 3.04 | ZNF676 8.12E-04 3.70
ADAMTS16 5.26E-03 3.04 | FAM90A1l 3.07E-06 3.69
CAMK2B 3.36E-03 3.04 | TRPM1 1.39E-03 3.66
SMPDL 3B 7.99E-08 3.01 | SLC14A1 4.32E-03 3.61
LRRC20 1.57E-06 3.00 | CTAGEP 4.62E-06 3.56
F10881 2.87E-03 3.00 | SLC2A3P1 1.16E-04 3.56
CD33 2.37E-06 2.99 | ZNF43 1.94E-03 3.52
CLCA2 1.11E-03 2.98 | OTOP3 7.50E-04 3.48
NEUROG3 1.70E-03 2.97 | XPOT 2.20E-06 3.48
HSPAG 1.45E-04 2.95 | SULF2 7.69E-04 3.46
B3GNT5 7.89E-05 295 | HYAL4 1.88E-06 3.44
LPA 5.19E-04 294 | TLR10 9.52E-06 3.42
ZNF572 7.60E-06 291 [ SMA4 2.37E-03 3.40
ZNF521 3.30E-03 2.90 | THRAP2 7.89E-06 3.38
QPRT 6.01E-07 2.90 | SC4MOL 4.15E-06 3.36
TPS3INP1 1.73E-04 2.90 | PRO2852 5.02E-07 3.35
ICAM3 4.14E-03 2.88 | SLC38A2 5.90E-07 3.33
NKG7 2.12E-07 2.84 | TNKS1BP1 6.24E-04 3.32
NRGN 1.38E-05 2.83 | SNAPC3 2.40E-06 331
HEY1 3.87E-07 2.81 | PKD2L1 1.71E-06 331
SNAI3 6.82E-06 2.80 | TRIM16 9.46E-04 331
BM P7 3.26E-05 2.78 | ORM2 2.46E-04 3.29
HRC 2.06E-06 2.78 | ZNF367 7.37E-04 3.29
TCL1A 1.81E-04 2.76 | TncRNA 3.77E-04 3.28
JSRP1 6.02E-04 2.76 | ZFP2 2.44E-03 3.27
AURKA 5.27E-04 2.72 | UBXD4 6.44E-07 3.27




CCRN4L 9.92E-06 2.72 | CCNT2 3.55E-04 3.27
CHEK2 2.37E-06 271 | LAYN 5.60E-03 3.24
JARID1B 4.40E-03 2.70 | GOLGAS8B 5.42E-06 321
TNFAIP8L2 2.25E-03 2.69 | EIF2S3 1.47E-05 3.20
SAG 1.09E-04 2.68 | GUCA1B 8.92E-05 3.19
SLC17A4 5.54E-04 2.66 | CD46 5.32E-05 3.17
ZNF555 1.90E-05 2.65 | ST8SIA4 4.42E-04 3.14
NKD1 3.47E-03 2.64 | CCNL1 7.78E-08 3.14
ZBTB32 4.49E-09 2.64 | MAP4K3 2.44E-06 3.13
SERPINB6 7.45E-08 2.62 | SEC63D1 2.62E-03 3.13
CHST4 3.64E-06 2.62 | STAG1 1.56E-04 3.12
ASB2 2.71E-03 2.62 | GALNACT 9.36E-06 3.08
2
CAl1 9.94E-05 2.61 | SLC15A2 4.83E-03 3.06
SNTA1 9.56E-04 2.60 | CTAGE1l 1.43E-04 3.05
GALE 5.67E-07 2.60 | ZNF678 1.40E-03 3.05
ANKRD34 8.61E-04 2.59 [ SNAP23 3.29E-04 3.03
GTPBPS 5.03E-03 2.59 | DOC2A 5.82E-05 3.01
WNT11 1.37E-04 2.59 | CDC14A 5.42E-05 3.00
GPR92 1.70E-03 2.58 | ZNF141 7.84E-04 2.99
CR1L 6.22E-04 2.56 | RNF32 5.16E-03 2.99
CD59 3.51E-03 2.55 | ZNF66 6.31E-04 297
CRLF1 2.71E-05 2.55 | TMEM30A 6.23E-06 2.96
NCKAPIL 1.29E-04 2.54 | SGK 2.34E-03 2.96
CAST1 3.37E-05 2.53 | CLOCK 1.44E-06 2.95
GBA 4.58E-04 253 | ATF1 3.33E-04 2.95
ZBED2 4.46E-05 2.53 | ZNF91 4.49E-04 2.94
ZNF526 4.44E-05 2.52 | ZNF10 2.07E-03 2.93
SPBC24 2.98E-04 2.51 [ ZNF709 2.85E-03 2.89
MT1G 2.58E-06 250 | ORM1 5.27E-03 2.88
TNFSF12 1.36E-04 249 | SLC1A7 3.87E-04 2.87
DHRS1 3.75E-05 2.49 | ZNF85 1.05E-03 2.87
OAS1 5.83E-07 2.48 | TAS2R43 2.63E-03 2.86
UBD 1.09E-03 2.47 | ZNF596 2.54E-03 2.86
GGTLA4 2.30E-03 246 | MMP7 9.03E-11 2.86
DSCR1L2 2.01E-03 2.46 | CENPH 7.94E-10 2.85
GSDMDC1 7.95E-04 2.45 | SNORA70 1.22E-05 2.85
CYHR1 1.97E-03 2.44 | DNAJB9 6.68E-08 2.84
ITGB5 8.93E-04 2.44 | COQ10B 6.09E-05 2.83
DOK4 1.32E-04 244 | RAXL1 4.93E-03 2.83
MLYCD 1.10E-04 243 | CROT 3.92E-03 2.80
DTX3 2.95E-04 2.43 | GOLGASBA 4.67E-04 2.79
RGC32 3.64E-04 2.43 | ZNF675 8.44E-05 2.79
WWC1 6.73E-05 242 | KCTD18 2.22E-04 2.79




DBNL 1.10E-03 242 | ZNF714 7.23E-04 2.78
ABHD1 4.38E-03 2.41 | UGDH 1.48E-05 277
M PP5 2.95E-06 2.41 | SERPINA3 3.06E-03 277
IDH2 5.16E-05 2.39 | ZNF117 1.67E-03 2.76
ARMCY 1.07E-06 2.38 | RSHL3 1.24E-05 2.75
IL1IR2 2.14E-05 2.38 | ZNF493 3.66E-04 2.73
TMEPAI 3.02E-03 2.37 | ADAM9 5.78E-04 272
SERHL2 3.03E-03 2.37 | NEK7 2.82E-03 2.70
CCND3 2.84E-04 2.36 | TBX15 6.47E-04 2.69
CTSL 1.63E-03 2.36 | RAG1AP1 8.61E-04 2.69
OR10H1 3.11E-03 2.35 | FAS 2.19E-05 2.68
AAK1 1.87E-03 2.34 | TNFAIP3 6.34E-07 2.67
ANG 2.58E-07 2.34 | CTAGES 2.05E-09 2.67
PROKR2 1.79E-03 2.34 | VEGF 5.88E-07 2.67
ENAH 1.35E-04 2.34 | BCL7A 4.79E-05 2.67
MT1E 1.35E-06 2.33 | ZNF267 7.81E-05 2.66
CCDC24 1.34E-03 2.33 | ZNF674 4.89E-03 2.66
CDKL3 1.46E-03 2.32 | CDC14C 2.74E-03 2.65
SOCS1 5.74E-04 2.32 | CCL3L3 1.13E-08 2.65
MT1B 1.15E-06 232 | METTLA4 2.16E-04 2.65
LSM11 4.03E-03 2.32 | EDD1 3.23E-05 2.64
BFSP2 2.99E-04 2.31 | ALS2CR8 2.85E-04 2.64
WASF2 3.65E-04 2.30 | CEBPG 1.21E-05 2.64
RHOV 1.39E-05 2.30 | NFKBIA 6.54E-05 2.63
ACOX3 3.81E-03 2.29 | KLRA1 1.13E-04 2.63
APOBEC3B 3.35E-04 2.29 | TSGA2 1.01E-04 2.63
TMEMG63A 4.56E-04 2.28 | CD55 1.08E-07 261
TMEM 149 1.36E-05 2.28 | PNN 6.67E-07 2.60
NLE1 1.46E-04 2.28 | AOC3 1.79E-04 2.59
TUBB6 3.30E-05 2.27 | RAB6B 1.36E-03 2.59
PEX6 1.02E-04 2.26 | DMTF1 8.21E-07 2.58
GNB3 1.89E-03 2.26 | LMTK2 4.17E-03 2.57
IQCD 3.15E-03 2.26 | ZNF426 3.30E-04 257
WDR66 2.14E-06 2.25 | UBXD2 7.73E-05 2.57
MT2A 5.43E-05 223 | SYTL1 5.23E-06 2.56
PAQRS8 1.67E-03 2.23 | PHC3 2.14E-03 2.56
ASL 1.87E-04 2.23 | NKX63 6.11E-04 2.56
TUBD1 9.63E-04 2.22 | PLK4 5.38E-05 2.55
CYBASC3 3.96E-03 2.22 | UBE2Q2 8.43E-06 2.55
SLC2A4 1.34E-03 2.22 | WASL 2.20E-05 2.54
UNC45A 6.28E-05 2.22 | AFG3L1 3.45E-05 2.54
SP140 1.96E-03 2.21 | DDX59 2.13E-06 254
RPS6KA1 7.93E-04 2.21 | ZNF430 7.08E-04 2.53




FRAT?2 3.04E-06 2.21 | RAP2C 9.41E-06 2.52
LCE3A 2.08E-03 2.21 | BTBD12 9.41E-05 2.52
HN1 3.05E-05 2.20 | ZNF429 1.04E-04 2.52
AICDA 8.12E-05 2.20 | CHD1 5.33E-05 251
CKB 3.53E-03 2.20 | LRRFIP1 1.43E-05 2.50
CCRL1 1.90E-07 2.20 | TOR1AIP1 2.69E-05 249
PMFBP1 8.58E-04 2.19 | MINPP1 2.98E-03 249
TRAPPC4 1.49E-03 2.19 | CHAC1 2.96E-05 249
TMEM121 5.73E-06 2.18 | CSAD 2.30E-04 248
PRG1 1.96E-06 2.18 | CIQTNF3 2.41E-04 248
PINK1 1.85E-04 2.18 | NR4A1l 1.19E-04 248
FBXO16 4.34E-04 2.18 | ZNF680 8.78E-04 248
OBFC2A 2.58E-03 2.18 | GALNTI11 4.65E-04 248
MTI1L 1.25E-06 2.17 | UBLCP1 1.70E-04 245
EIF2B4 2.02E-03 2.17 | HIST1H2B 5.82E-07 245
D
HLXB9 3.70E-05 2.17 | WARS 1.08E-06 245
SLC6A10P 1.29E-03 2.17 | ZNF539 3.83E-04 245
ATOX1 3.66E-05 2.16 | CCDC78 3.80E-04 244
ALDH4A1 4.04E-03 2.16 | DBR1 1.33E-03 244
PSM D2 4.37E-04 2.16 | CCPG1 9.09E-07 244
SLC44A1 1.04E-03 2.16 | OPTC 2.54E-03 244
PYCARD 9.65E-06 2.16 | CCL3 1.72E-08 243
SNN 1.32E-04 2.16 | KDELC1 6.75E-04 241
ZPBP2 1.76E-04 2.15 | PLEKHG1 3.06E-07 241
FGFRL1 1.04E-03 2.15 | SNORD22 9.85E-06 241
ABHDS8 1.26E-03 214 | IL7 1.72E-05 241
ACAD9 1.44E-03 213 | LEPR 2.26E-03 241
PARS2 1.33E-04 2.13 | CCNE2 4.16E-04 241
ID3 2.15E-03 2.13 | ZNF548 1.64E-05 2.39
ACOT7 1.50E-04 212 | CTAGE4 1.10E-07 2.39
FAM45A 1.34E-04 2.12 | IRF8 6.46E-05 2.38
AMBP 5.18E-04 2.12 | MAPKS 9.68E-04 2.38
HSD11B1L 1.76E-03 2.12 | SRFBP1 3.03E-06 2.37
ZNF543 6.42E-05 2.12 | ZNF681 6.71E-04 2.37
RASSF4 3.78E-03 2.11 | KCNRG 4.82E-04 2.36
HPCAL1 1.33E-04 2.11 | ZNF578 1.77E-03 2.36
RTP4 4.43E-04 2.10 | SS18 4.36E-04 2.36
NSDHL 1.16E-03 2.09 | ACCN3 4.76E-03 2.35
GAMT 7.62E-06 2.09 | BTAF1 3.28E-05 2.35
TFDP2 6.94E-07 2.08 | CHRNB1 4.11E-05 2.35
PIP5K 2B 1.29E-06 2.08 | LRRC8C 7.41E-05 2.34
TST 8.99E-05 2.08 | CCDC82 3.17E-06 2.34
MGMT 4.83E-05 2.08 | CRABP2 5.56E-03 233




ALAS1 4.68E-03 2.08 | SAMSN1 1.32E-05 231
TDRD9 3.13E-03 2.07 | DW443340 5.05E-03 2.30
TACC3 1.87E-04 2.07 | ZNF708 3.86E-04 2.30
CMTM4 7.40E-04 2.07 | SLC6A13 4.41E-05 2.30
POLA2 6.81E-04 2.07 | SLC30A1 8.80E-05 2.29
CSRP1 1.74E-04 2.07 | ZNF140 6.19E-04 2.29
TK1 2.59E-03 2.06 | LCOR 3.16E-04 2.29
EGLN2 1.22E-03 2.06 | DFNA5S 2.91E-08 2.28
SPINK 2 7.34E-05 2.06 | PRKRIR 3.23E-06 2.28
PJCG6 1.91E-03 2.06 | DMPK 3.30E-04 2.27
IAPP 1.69E-03 2.06 | THOC1 2.10E-03 2.27
MT1X 1.76E-05 2.06 | CLK1 6.12E-04 2.26
MCOLN1 1.13E-04 2.06 | NEDD1 3.28E-04 2.26
PLEKHQ1 1.73E-06 2.05 | ZNF451 1.46E-03 2.26
SLC22A7 4.58E-03 2.05 | GPR18 6.75E-06 2.26
Ellsl 1.84E-03 2.05 | ZNF529 2.19E-03 2.26
TXNIP 4.65E-03 2.05 | LGALS12 2.23E-03 2.25
MFI2 1.09E-05 2.04 | SLC12A8 3.86E-03 2.25
TRIM32 1.20E-03 2.04 | ARHGAP2 8.51E-05 2.25
1
CLTB 3.16E-03 2.04 | ZNF195 1.32E-04 2.24
W74523 2.01E-03 2.04 | RAD9B 1.95E-03 2.24
BLR1 4.54E-03 2.03 | DNAJB14 5.09E-03 2.24
TSPO 7.75E-07 2.03 | CCDC100 5.40E-04 2.24
ELA2A 1.26E-03 2.03 | HIAT1 1.62E-06 2.23
PFTK1 8.45E-08 2.03 | RAPGEF6 6.64E-05 2.23
RARRES3 6.40E-06 2.03 | TCERG1 3.45E-06 2.23
FSD1 2.05E-03 2.02 | SLC39A9 2.88E-07 2.22
NUBP2 5.17E-06 2.02 | USP12 4.22E-04 222
HSPA1A 1.03E-03 2.02 | ZNF354A 1.28E-04 221
FER 6.54E-05 2.02 | SGPP1 5.03E-04 2.20
DOCK®6 4.55E-03 2.02 | RBM3 4.61E-06 2.20
CCNK 2.43E-03 2.02 | SYNJ1 2.41E-03 2.20
PLG 6.08E-05 2.02 | TRPV1 2.46E-03 2.19
PRKCH 8.29E-04 2.02 | MTHFD2L 2.60E-08 219
0GG1 1.31E-03 2.01 | DUSP10 1.12E-03 2.18
BIVM 2.75E-04 2.01 | MOBKL2A 2.44E-03 2.18
KHK 9.84E-07 2.01 | RAD51AP1 2.02E-04 217
KCNH2 1.84E-03 2.01 | ZNF100 1.96E-04 217
CYP4X1 1.16E-03 2.01 | SACM1L 5.96E-04 2.16
BPGM 5.33E-03 201 | PRMT3 5.94E-06 2.16
GPR109B 8.91E-04 2.01 | ENDOGL1 2.62E-05 2.16
DEF6 2.52E-03 2.00 | MIAS 1.54E-04 215
FETUB 3.34E-03 2.00 | KLKB1 4.48E-03 215




ZNF467 1.72E-03 200 | LTK 3.92E-03 215
SP110 2.93E-06 2.00 | RFXAP 1.53E-06 214
APOL2 1.22E-05 2.00 [ NKTR 6.50E-09 213
TUBB2C 3.92E-04 2.00 | sHOC2 2.22E-04 213
PRIC285 5.12E-03 2.00 | SLC35D2 1.22E-06 212
STRA13 3.18E-03 199 | PLEK 1.42E-05 211
TMEM141 1.27E-03 1.99 | ZNF582 9.53E-05 211
SOX5 4.87E-04 1.99 | SLC35E4 1.24E-03 211
MVP 4.85E-03 198 | CDYL 1.29E-04 2.10
MRPS12 1.71E-03 1.98 | ZMYND17 3.25E-04 2.09
PELI13 3.53E-03 1.98 | CEBPB 7.17E-06 2.08
CSTA 1.20E-03 1.98 | MBD5 1.37E-03 2.08
BLCAP 3.96E-05 1.98 | SFR4 7.58E-06 2.08
MAST2 7.09E-04 1.98 | TXK 7.84E-05 2.08
CARD12 4.20E-03 1.97 | ZNF83 4.07E-04 2.08
APTX 5.07E-06 1.97 | DPY19L3 5.39E-05 2.07
F11R 1.53E-03 1.97 | ZNF700 6.06E-04 207
MYD88 2.41E-03 1.96 | CDK8 1.72E-03 2.06
NUP214 1.17E-03 1.96 | POLN 1.90E-03 2.06
PRCP 1.58E-03 1.96 | YRDC 5.90E-06 2.06
AP1S1 1.42E-03 1.96 | NEIL1 5.36E-03 2.06
GPR114 5.41E-04 1.96 | UNQ467 1.55E-03 2.06
ADORAZ2B 5.90E-07 1.96 | VLDLR 4.77E-06 2.06
FCGR2A 3.24E-03 195 | TARBP1 4.46E-05 2.06
GOSR2 3.16E-03 1.95 | RYK 2.10E-04 2.05
SLC2A4RG 3.22E-04 1.95 | PNRC2 2.55E-06 2.05
PHF13 1.52E-03 1.95| CEPT1 2.41E-05 2.05
PLCXD2 1.46E-03 195 | ALS2 1.49E-04 2.05
ZSWIM3 3.48E-04 1.95 [ MTX3 4.78E-05 2.04
CiB2 5.47E-04 1.95 | NFXL1 3.31E-04 2.04
SNX17 4.42E-05 1.95 | LRRC23 1.99E-03 2.04
HGF 5.38E-03 1.94 | MCMDC1 4.95E-06 2.04
UBEZ2E1 2.32E-05 194 | SCYL1BP1 2.47E-04 2.04
ZDHHC24 1.57E-03 1.94 | WDFY1 1.50E-04 2.03
SYTL2 3.63E-04 1.94 | ZBTB25 6.00E-05 2.02
TBC1D2 1.28E-03 194 | STS1 4.20E-03 2.02
PLEKHF1 7.06E-04 1.94 | ZNF25 1.49E-03 2.02
MOV10 4.28E-05 194 | UFM1 3.60E-06 2.02
MGAT4B 6.32E-04 1.94 | TBK1 1.24E-04 2.02
LMANZ2L 2.34E-05 1.93 | TAPBP 1.01E-03 2.01
HOXAS5 2.75E-03 1.93 | CHFR 1.54E-04 2.01
GLA 8.46E-04 1.93 | MDM4 5.25E-07 201
CYP3A7 7.62E-04 1.93 | TBRG1 4.49E-04 2.00




MRPL40 1.90E-03 1.93 | EFNA1 4.22E-03 2.00
UBTD1 3.48E-03 1.93 | YIPF4 2.58E-05 2.00
CRIPT 6.40E-04 1.92 | ZNF639 4.82E-07 2.00
UBE2C 7.28E-06 1.92 | CD274 2.29E-04 2.00
SURB7 1.44E-04 1.92 | UST 1.29E-04 1.99
SLC35A4 4.92E-03 192 | MATRS3 7.28E-05 1.99
DNAJB5 6.40E-05 1.92 | HNRPF 1.08E-03 1.99
PREB 3.67E-05 1.91 | FAM19A2 8.05E-04 1.99
PARDGA 1.44E-03 1.91 | NEDD9 1.01E-03 1.98
DIP2A 3.84E-03 1.91 | HISTIH1E 2.24E-05 198
AKR7A3 1.71E-05 191 | RHOT1 1.12E-04 198
EVI2A 3.91E-03 191 | SP4 2.54E-03 1.98
CHST2 7.79E-08 1.90 | REV3L 3.43E-05 198
ATG4B 3.89E-03 1.90 | FUSIP1 1.76E-05 198
PLAU 3.20E-03 1.90 | TNFRSF8 2.84E-04 1.98
FIX1 1.85E-03 1.90 | ATXN7 7.78E-05 197
KIF3C 2.34E-03 1.90 | SESN2 4.30E-06 197
HTF9C 3.12E-03 1.90 | EIF2AK3 1.27E-03 197
AGPAT6 4.05E-03 1.90 | RBM39 8.06E-07 197
UBEZ2L6 2.11E-03 1.89 | CCNG1 3.93E-05 197
TTLL11 9.93E-04 1.89 | PBEF1 5.52E-04 197
JMJD4 2.94E-05 1.89 | CHM 6.70E-05 197
H2-ALPHA 9.46E-04 1.89 | TMEMS87B 1.23E-04 1.96
GSH1 1.43E-03 1.89 | SEC31L2 2.77E-03 1.96
RANGAP1 9.17E-04 1.88 | GABPA 4.64E-03 195
URG4 1.03E-03 1.88 | RASA1 3.13E-05 195
FOXRED2 3.22E-03 1.88 | OGT 2.02E-04 1.95
ATAD3B 1.28E-03 1.87 | NEF3 6.81E-05 195
FAM26B 2.27E-03 1.87 | EBF 1.61E-06 195
GLT25D1 4.71E-03 1.87 | BACH1 2.01E-06 1.95
ZNF668 2.88E-03 1.87 | OTOA 6.54E-04 194
HKR2 1.32E-03 1.87 | T15787 1.09E-03 194
GFOD2 3.35E-04 1.86 | RPGR 1.05E-03 1.94
OAS2 1.61E-03 1.86 | ACTA1L 1.38E-03 194
PRDX1 1.18E-04 1.86 | PSAT1 1.98E-07 194
LY96 2.96E-05 1.86 | WSB1 2.14E-07 1.94
YPEL1 8.00E-04 1.86 | IFRD1 3.82E-05 194
OLFML2A 2.63E-03 1.86 | IMJD1C 1.92E-04 194
ALDH16A1 1.58E-03 1.86 | POLQ 8.19E-06 1.94
HKR3 2.16E-03 1.85 | DDX5 5.69E-05 194
TRPV2 8.23E-07 1.85 | FAM3C 1.56E-06 194
HTR7P 8.24E-05 1.84 | MAPY 4.24E-05 1.93
CABP1 5.14E-04 1.84 | RAB28 1.67E-05 193




PSEN2 8.36E-04 1.84 | CEP135 4.79e-07 193
ATP6V1E1l 4.28E-04 1.84 | EROLLB 1.85E-04 193
DDR1 2.38E-03 1.84 | DNHD1 1.70E-03 1.92
SLC25A11 9.93E-05 184 | SLTM 3.48E-05 192
VWAL 5.99E-04 1.83 | FZD7 3.64E-04 191
MORC2 2.47E-03 1.83 | SFRS11 9.83E-04 191
CORO7 1.09E-03 1.83 | TFAP4 5.33E-03 191
DYNC2H1 2.72E-03 1.83 | LONRF1 7.84E-05 191
DDX56 2.50E-03 1.83 | MFN1 9.40E-07 191
NID1 2.34E-06 1.83 | AUH 1.38E-06 191
CARD11 2.53E-04 1.83 | FEM1C 3.29E-05 190
LMLN 3.71E-03 1.83 | LRP11 1.44E-03 1.90
HEATRS3 4.22E-05 1.83 | RUFY2 6.01E-04 190
AMDHD2 5.28E-03 1.83 | SNORA24 3.43E-04 190
ATP5G1 1.38E-03 1.83 | TMEM®67 1.74E-05 1.90
ZYX 3.07E-03 1.83 | PJA2 1.99E-06 190
PRKCB1 1.95E-03 1.83 | BIRC6 4.19e-03 1.89
PIGM 4.74E-03 1.82 | PTPRC 1.98E-03 1.89
TIMMS8A 2.50E-04 1.82 | RBMS2 2.58E-04 1.89
APIM1 3.63E-03 1.82 | GUCY1A3 3.56E-03 1.89
SOX9 2.29E-04 1.82 | EID3 3.88E-04 1.89
KCTD1 3.99E-05 1.82 | RASGEF1B 5.35E-03 1.89
CD2BP2 2.89E-03 1.82 | TMEFF1 1.06E-03 1.89
ZNF423 8.71E-07 1.82 | TUBGCP3 3.52E-03 1.89
KCTD21 5.47E-04 1.82 | TMED2 4.76E-03 1.89
TUFM 5.06E-03 182 MYT2 5.50E-03 1.89
UROD 1.73E-03 1.82 | RCOR3 1.85E-06 1.88
FXC1 3.21E-04 1.81 | KCTD3 4.64E-03 1.88
SLC5A12 3.95E-03 181 | PIM1 7.87E-06 1.88
SERTAD2 2.78E-03 1.81 | ZCCHCS8 1.64E-05 1.88
METTL7A 7.65E-04 1.81 | ZNF254 3.92E-04 1.88
MARVELD3 4.96E-03 1.81 | RNF6 1.89E-05 1.88
NME3 9.01E-05 1.81 | BAGE 8.83E-04 1.87
PTKOL 2.35E-06 1.81 | ADAM11 3.51E-04 1.87
NHP2L1 6.26E-04 1.80 | FTS 1.07E-03 1.87
ECHS1 3.22E-05 1.80 | CHRAC1 8.26E-05 1.87
PARVG 7.58E-04 1.80 | BBS5 2.81E-03 1.87
CLUAP1 1.11E-03 1.80 | CCDC55 1.13E-04 1.87
NADK 5.14E-03 1.80 | KLHL15 1.50E-03 1.86
ZNF695 5.50E-03 1.80 | ZDHHC17 3.49E-04 1.86
BIRC5 1.34E-03 1.80 | GNPTAB 3.59E-04 1.86
CTSC 3.99E-04 1.80 | HIVEP1 9.93E-06 1.86
DGCR6 6.54E-06 1.80 | ADAM28 5.50E-03 1.85




DAGLBETA 1.09E-03 1.79 | SENP6 5.49E-06 1.85
ZCCHC17 6.54E-04 179 | ELF1 2.62E-03 1.85
QARS 1.53E-03 1.79 | RBM 16 9.19E-04 1.85
MAPKAPK3 3.05E-03 1.79 | PIP5K3 1.45E-03 1.85
EPPB9 2.04E-03 1.79 | TMPO 5.94E-04 1.85
PRRT3 7.02E-05 1.79 | LRRC57 1.80E-04 1.85
MYBBP1A 3.62E-05 179 | MIS12 4.18E-05 1.84
CYP2U1 2.55E-05 179 | MTL5 7.27E-04 1.84
SNX8 3.96E-04 1.78 | AGA 3.18E-05 1.83
TMBIM1 1.72E-03 1.78 | ARL16 1.11E-04 1.83
GMFG 7.10E-04 1.78 | ARTSL 2.67E-03 1.83
SIN3B 5.56E-03 1.78 | MAMDC4 7.08E-04 1.83
PLP2 4.13E-03 1.78 | DDX21 1.37E-06 1.83
RBM 18 6.88E-05 177 | RRM2 4.83E-06 1.83
CCs 1.70E-03 1.77 | SEC24B 7.53E-05 1.82
DZIP3 2.99E-03 177 | ASAH1 1.78E-04 1.82
CCNB2 4.12E-03 1.77 | ZNF33B 4.07E-05 1.82
PML 5.23E-06 1.77 | CCDC9% 1.05E-04 181
HDGF2 1.60E-04 177 BCL2L11 4.12E-04 181
BDH2 5.15E-03 1.77 | TATDN3 2.57E-03 181
ATPBD1B 3.10E-05 1.77 | NBPF3 3.01E-04 181
BOP1 4.27E-03 177 | PICALM 2.56E-03 181
ARHGEF19 5.15E-04 1.77 | ORC6L 1.31E-03 181
RAB11FIP4 2.06E-06 177 | MTIF2 5.55E-06 1.80
ACTAZ2 7.79E-05 177 | TARS 8.28E-07 1.80
GGTL4 2.93E-03 1.77 | DDEF1 2.08E-03 1.80
CNTNAP4 3.94E-03 1.76 | BRMS1L 3.59E-05 1.79
PECI 3.62E-05 1.76 | NPHP3 8.08E-05 179
POP1 5.73E-04 1.76 | FBXL5 8.62E-05 179
SEPX1 2.23E-04 1.76 | FBXO8 5.56E-04 1.78
OTUD7A 1.12E-03 1.76 | CARS 1.04E-03 1.78
HLA-DPB2 6.41E-05 176 | TIAM2 1.25E-06 1.78
PAK1 1.08E-03 175 | LRIG2 6.13E-05 177
TIGD5 2.02E-04 175 | ICA1LL 8.98E-04 177
WDR39 4.77E-04 175 | NHEJ1 3.87E-03 177
GCN1L1 1.19E-03 175 | SLAMF1 1.18E-10 1.76
TUBGCP2 1.23E-03 1.75 | GOLGA2L 1.38E-03 1.76
1
CDKL5 2.00E-05 1.75 | BCOR 6.43E-04 1.76
TTC12 2.59E-04 175 | ABTB2 2.65E-03 1.76
PYCRL 2.11E-03 1.75 | PAHAL 2.77E-03 1.76
B4AGALNT1 1.65E-04 175 | TMEMG66 7.94E-04 1.76
HEXA 1.59E-04 1.75] STS 5.10E-03 1.75
TEP1 3.61E-03 1.75| SLK 7.04E-06 1.75




ZFP95 1.75E-03 1.74 | GNA13 2.64E-03 1.75
GBAP 4.83E-04 174 | YEATSA 2.49E-04 1.75
ADPRHL2 1.49E-03 1.74 | ZNF614 3.65E-04 1.75
KI1F22 7.94E-04 1.74 | NUPL2 3.26E-04 1.75
TMEM23 3.51E-04 174 | TMED7 7.28E-04 1.75
NQO2 8.05E-04 1.74 | NCOAG6IP 1.88E-04 1.75
HTR3C 2.22E-03 1.74 1 IMJD2C 3.70E-04 174
WASF3 1.29E-03 1.74 | NFE2L2 1.23E-06 174
NADSYN1 2.08E-03 1.74 | PRPF38B 3.43E-05 1.74
GGT2 9.61E-04 1.73 | COMMD2 2.12E-03 174
LEPROTL1 8.79E-05 1.73 | SRP46 2.17E-04 174
ZCD1 7.69E-04 1.73| MTM1 1.48E-03 1.74
ATP6V1A 2.43E-07 173 | IRF7 4.20E-03 174
MGST3 2.43E-03 1.73 | CASD1 9.71E-04 174
SLC27A5 6.08E-04 1.73 | RGOMTD3 3.12E-03 1.74
CA13 2.04E-04 1.72 | IMID1A 9.95E-07 174
WDR25 8.69E-04 1.72 | ZNF268 2.22E-03 174
HADHA 1.07E-03 1.72 | SLC38A1 1.84E-04 1.74
RBM 19 2.35E-03 1.72 | ZFP161 8.14E-04 174
BID 2.11E-03 172 | STC2 3.22E-03 174
LRRC45 5.56E-04 1.72 | DEK 3.45E-05 1.73
FBXW9 1.22E-04 1.72 | HSPAS 3.55E-06 1.73
DYNC1H1 4.08E-03 1.72 | POLE3 4.28E-03 1.73
DUS2L 3.53E-04 1.72 | L2HGDH 1.20E-04 1.73
ZFP106 4.27E-03 1.71 | SCFD1 5.54E-03 1.73
EDG6 1.60E-04 171 | CYP4V2 3.26E-05 1.73
TUBAL 8.02E-09 171 | EML2 5.26E-03 1.73
HIG2 3.07E-03 171 | IER5S 2.69E-05 1.73
PRKD2 1.34E-04 1.71 | ERBB2IP 8.97E-04 1.73
ACTLS8 1.35E-04 1.71 | ABCD3 1.41E-03 1.73
UROS 7.58E-04 1.71| SUPV3L1 1.49E-04 1.73
SF3B5 4.36E-03 171 CTBP2 7.45E-05 1.73
NOSIP 4.85E-03 1.71| ZBTB2 2.25E-04 1.73
TRAP1 1.82E-04 1.71 | FGFR3 3.00E-03 172
POPS5 7.20E-04 1.71 | BAIAP2L2 2.50E-03 172
GNA12 1.67E-04 1.71 | DNAJC10 2.62E-05 1.72
NEK 6 5.89E-04 1.70 | CROP 4.56E-03 172
MFNG 8.31E-04 1.70 | PDESA 3.35E-03 172
ZNF232 2.44E-05 1.70 | ZzZBTB1 1.43E-03 1.72
POLRI1C 1.26E-03 1.70 | ABI1 7.62E-05 171
PALLD 4.64E-06 1.70 | SLC25A4 1.19E-04 171
NDUFB1 4.62E-05 1.70 | GUSBL1 4.93E-03 171
CDT1 5.80E-06 170 | SIRT1 1.07E-03 171




RNASET?2 2.39E-03 1.70 | WDR51B 1.52E-05 171
MMACHC 5.30E-06 1.69 | BIRC2 5.37E-05 171
SMYD3 3.81E-05 1.69 | SEC24D 9.58E-05 171
ARMC9 6.22E-04 1.69 | YTHDC1 7.87E-05 171
MEF2B 4.50E-04 1.69 | SLC39A6 3.63E-03 171
FGFR1 6.55E-08 1.69 | TMEM 123 1.28E-04 171
BAK1 5.19E-03 1.69 | SMC2 1.91E-03 171
EFTUD2 1.02E-04 1.69 | SLC30A9 3.02E-04 171
HYAL2 4.92E-03 1.69 | SMC6 9.39E-05 1.70
GINS4 2.25E-03 1.69 | SYVN1 3.99E-04 1.70
FOXA2 1.08E-03 1.69 | USP6 3.00E-04 1.70
MRPS14 2.37E-03 1.69 | GCA 5.94E-04 1.70
HOXA4 8.50E-04 1.69 | IKBKB 3.00E-04 1.70
ANXA4 2.11E-07 1.69 | PIK3CA 3.23E-03 1.70
PPP2R5D 3.40E-03 169 | GOLT1B 2.15E-06 1.70
KCTD10 4.63E-04 169 | TTC8 6.06E-04 1.69
APOL3 6.35E-05 1.68 | WDR35 4.95E-03 1.69
MAD2L1BP 9.72E-05 168 | TMF1 1.28E-03 1.69
PEF1 2.04E-03 1.68 | LMBRD1 3.82E-04 1.69
MED28 1.23E-03 1.68 | WDR19 3.50E-03 1.69
CCM2 2.69E-03 1.68 | PGRMC1 4.36E-04 1.69
TMEM 104 4.29E-03 1.68 | CNBP 3.57E-05 1.69
GRPEL1 3.86E-03 1.68 | ZNF588 3.61E-03 1.68
MRPS17 2.24E-03 168 | TTK 4.05E-05 1.68
GRAP 5.91E-04 1.68 | TRAPPC6B 1.14E-03 1.68
MVD 1.17E-03 1.68 | PCGF6 2.22E-06 1.68
ACSS1 9.48E-04 1.68 | CALMLA4 2.86E-05 1.68
EMG1 1.27E-03 1.68 | HNRPR 1.33E-04 1.68
PNKP 4.25E-03 1.68 | NBPF1 4.93E-03 1.68
NEO1 1.55E-03 1.68 | CKAP2L 2.96E-03 1.68
RADS51 1.01E-04 1.67 | FBXO4 2.32E-03 1.68
KCNMB4 2.70E-05 1.67 | CDC73 3.90E-05 1.67
B3GNT1 2.05E-03 1.67 | NFKB1 9.93E-04 1.67
RDH13 1.24E-04 1.67 | ZCCHC11 6.11E-07 1.67
FIBP 6.88E-04 1.67 | KIF24 3.33E-04 1.67
PTOV1 1.64E-03 1.67 | PPP4R2 4.37E-03 1.67
ACTR1A 2.81E-05 167 | PMS1 1.12E-03 1.67
IGLV6-57 2.63E-03 1.67 | KLHL24 2.64E-06 1.67
GRHPR 3.15E-03 1.66 | ZNF432 1.06E-04 1.66
PRMT2 5.10E-04 1.66 | GTPBP2 1.25E-04 1.66
XTP3TPA 5.66E-04 1.66 | DYNCI1LI1 8.82E-07 1.66
WDR33 2.67E-03 1.66 | PRPF39 2.35E-04 1.66
KPTN 7.64E-04 1.66 | ATXN2L 1.46E-04 1.66




DECR1 2.85E-04 1.66 | RABGGTB 1.41E-04 1.66
RABL4 6.13E-04 1.66 | ZBTB3 4.43E-03 1.66
ASMTL 3.25E-07 1.66 | EID3 2.11E-03 1.66
A4GALT 4.46E-04 1.66 | TMEM 161 4.21E-05 1.66
B
NEU1 1.11E-03 1.66 | RNF44 2.97E-03 1.66
CENTD2 3.04E-03 1.65 | REV1L 6.14E-05 1.65
RUSC1 4.24E-03 1.65 | PI4K2B 3.65E-03 1.65
CDC34 8.12E-06 1.65 [ MXI1 2.92E-05 1.65
MGAT1 1.23E-03 1.65 | GPT2 8.13E-06 1.65
ZNF93 1.75E-04 1.65| POLS 6.48E-06 1.65
KCNN3 7.66E-04 1.65| CYLD 2.72E-05 1.65
DGCR6L 5.15E-04 1.65 | PTBP2 9.15E-05 1.65
THOCS 2.11E-03 1.65 | KLF15 1.44E-04 1.65
SLC35E3 8.77E-06 1.65 | TATDN1 1.68E-05 1.65
THRAP3 2.68E-05 1.65 | ZNF518 1.08E-04 164
GNGT2 1.44E-03 1.65 | COPB1 2.57E-03 1.64
FAM 120B 5.53E-03 1.65 | THAPS 8.08E-04 164
SF3A3 5.42E-06 1.64 | RAB21 6.97E-05 164
CDK5RAP1 1.46E-03 1.64 | GARNL1 3.16E-03 1.64
NDUFV3 3.43E-03 1.64 | FAM18B 2.24E-04 164
TUSC2 1.85E-03 1.64 | CCDC111 3.29E-04 1.64
ARSA 5.47E-03 164 | STCH 2.43E-04 1.64
ACAA1 2.22E-03 164 | TTC21B 1.57E-05 164
LRRIQ2 1.99E-03 1.64 | THRAPG6 5.65E-04 164
ARSB 1.18E-03 164 | TMEM1 4.38E-04 1.64
DGAT1 2.25E-03 164 | BIC 1.02E-03 164
TICAM1 4.64E-03 1.64 | STIM2 1.83E-03 164
VNN2 6.80E-04 1.64 | DUSP12 6.80E-05 1.64
UBE2W 9.95E-04 164 | z2z2Z3 3.05E-05 1.63
ATBF1 4.28E-04 1.64 | USP25 1.60E-05 1.63
REXO4 4.34E-03 164 | TTC25 4.18E-03 1.63
BIK 2.62E-04 1.64 | OTUD3 3.86E-04 1.63
COX17 2.20E-03 164 | TMCS8 6.27E-04 1.63
LRRNGA 4.87E-03 1.63 | ZFP1 4.58E-04 1.63
FCGR2B 1.30E-04 1.63 | FAM18B2 6.16E-04 1.63
PQLC1 8.98E-04 1.63 | SC5DL 6.20E-05 1.62
PRDX6 9.39E-04 1.63 | ARMC1 3.90E-05 1.62
PEX10 8.00E-04 1.63 | SH2B3 6.24E-05 1.62
POLD2 9.74E-05 1.63 | AGPAT5 7.74E-04 1.62
CDC25A 2.83E-03 1.63 | INSIG1 8.57E-04 1.62
RNF8 1.06E-04 1.63 | ERO1L 5.13E-05 1.62
NOL9 1.08E-05 1.63 | RSL1D1 1.59E-05 1.62
BCKDK 1.21E-05 1.63 | SPRED1 1.85E-04 161




KMO 2.38E-03 1.63 | LHFP 2.13E-03 161
SLC25A14 7.14E-05 1.63 | NARG2 2.65E-04 161
IBRDC2 1.35E-03 1.63 | HK2 5.36E-04 161
NIT1 4.63E-04 163 | ZF 7.99E-05 161
ACOT9 7.17E-05 1.62 | MCTP2 1.75E-04 161
CCBL1 4.61E-04 1.62 | ZCCHCA4 1.02E-04 161
UNQ501 4.35E-03 1.62 | FNDC3A 4.59E-06 161
PREX1 3.64E-05 1.62 | PRPF4B 2.26E-07 161
DAP 4.10E-03 1.62 | CASP8AP2 8.35E-04 161
HRBL 1.60E-05 1.62 | PAM 4.31E-04 1.60
ALKBH6 4.58E-03 1.62 | UBE2D3 3.79E-03 1.60
MED9 2.55E-05 1.62 | CRKRS 3.10E-03 1.60
ERGIC1 1.27E-03 1.62 | RBL2 1.95E-03 1.60
POR 4.23E-03 1.62 | SLC35B3 1.30E-03 1.60
LCMT1 5.23E-04 1.62 | PHF3 1.76E-05 1.60
TCEB3 2.21E-04 1.61 | PLK3 2.32E-04 1.60
MAGED2 1.94E-05 161 | SLC7Al 1.86E-03 159
DLEU2 2.51E-04 1.61 | CENPL 8.14E-04 1.59
MKKS 2.93E-03 1.61 | ZNF23 1.16E-03 159
AAMP 1.23E-03 1.61 | RANBP9 4.40E-06 159
ZNF573 6.98E-04 1.61 | ZNF292 2.50E-03 1.59
ZNF630 6.97E-05 1.61 | BAZ2B 4.52E-04 159
SIX1 7.13E-05 1.61 | WHDC1 1.19E-04 159
NIPSNAP1 1.13E-03 161 | TES 5.55E-03 1.59
TRIM59 1.16E-03 1.61 | DDX26B 1.57E-03 159
GSS 1.00E-03 1.61 | WDR52 2.39E-03 158
PLK1 1.49E-03 1.61 | INPP5E 7.74E-05 1.58
FAM27E2 1.83E-04 161 | ETAA16 1.06E-04 158
COX6B1 5.56E-03 1.61 | TNFSF9 1.65E-04 158
ABCAl 6.79E-04 1.61 | ATP11B 1.39E-03 1.58
GABARAPL2 1.14E-04 1.61 | ABCAG6 1.12E-03 158
TIMM50 3.35E-05 1.60 | TRPM7 2.98E-03 158
CHID1 2.53E-03 1.60 | RECQL 2.20E-03 1.58
USMG5 1.13E-03 1.60 | AMPD3 4.55E-03 158
ECD 1.95E-03 1.60 | TIAL1 3.22E-03 158
CBFB 1.65E-06 1.60 | FNBP4 3.76E-03 1.58
HMMR 6.54E-04 1.60 | ZNF121 9.05E-04 158
LMAN2 1.95E-05 1.60 | HMGB2 1.84E-03 157
CCDC86 4.37E-03 1.60 | CRTC2 2.54E-03 1.57
PLCG2 2.76E-05 1.60 | CDKN1A 1.16E-06 157
UBEZ2L3 7.62E-04 1.60 | SECISBP2 5.08E-06 157
PM S2CL 6.21E-04 1.60 | SPON2 6.97E-06 1.57
COP+4 1.32E-04 1.60 | NUP153 7.33E-04 157




TUBG1 1.98E-03 159 [ RSN 1.03E-03 157
TBC1D10A 2.26E-03 159 | ANKRD11 1.54E-04 157
MFAP1 4.13E-04 159 | KLHL6 9.70E-04 1.57
IMP3 7.54E-04 159 | PTP4A1 1.46E-03 157
PSAP 1.64E-03 159 | ATG4C 4.88E-04 157
NSF 1.44E-04 159 | ARHGAP1 5.75E-04 1.57
1A
NT5C3L 1.87E-03 1.59 | ARFGAP3 7.18E-04 1.56
MORG1 9.37E-05 159 | ETNK1 3.91E-03 1.56
VAV1 5.59E-04 1.58 | IMJID1B 2.92E-03 1.56
SIRT3 1.60E-03 1.58 | HSPC157 2.09E-04 1.56
SLC38A5 5.73E-04 158 | TLR6 3.65E-05 1.56
SCARB1 1.95E-04 1.58 | RBM6 9.69E-04 1.56
CDCA3 2.69E-03 1.58 | DENND4A 1.29E-03 1.56
RFX1 5.44E-03 158 | MTMR6 6.47E-04 1.56
PDK3 2.17E-04 1.58 | CEP290 4.44E-04 1.55
STX12 2.71E-04 1.58 | DBF4 2.03E-04 1.55
EIF2B1 7.29E-05 1.58 | MGEAS5 2.83E-04 1.55
NDUFS5 1.46E-03 1.58 | PPP2CA 3.13E-04 1.55
APEH 2.76E-04 1.58 | RNF103 4.05E-05 1.55
HMOX2 4.08E-04 1.58 | COG3 1.50E-04 1.55
ARL4D 9.57E-04 1.58 | ZNF138 4.93E-04 1.55
GSPT2 6.43E-04 158 | GOLGA2 6.99E-04 1.55
ISOC2 8.46E-04 1.58 | SLC16A6 1.35E-05 154
GMDS 1.53E-03 1.58 | IRAK1BP1 2.27E-03 154
RECQLS5 2.01E-03 157 | RBM26 4.23E-03 1.54
C1GALTIC1 5.53E-04 157 | SLC41A2 3.04E-06 154
PRKCZ 7.71E-04 157 | PPM1A 1.53E-04 154
ASB1 2.00E-04 1.57 | SKP2 5.28E-03 1.54
ANK S6 1.95E-03 157 | CLEC2D 2.54E-05 154
NR1IH3 1.52E-03 157 | CEP110 1.70E-04 154
SAT2 1.46E-04 157 | SREBF2 8.23E-05 1.54
MPST 1.79E-04 157 | SMC4 1.88E-03 154
SGTB 1.75E-03 1.57 | NOL3 5.36E-05 154
NUMB 4.66E-05 157 | WDR44 2.73E-04 1.54
FAMS50A 5.43E-03 157 | XRCC1 6.36E-05 154
FUZ 2.62E-03 157 | MTRR 4.08E-03 153
PIP5K 2A 1.28E-05 157 | PLDN 1.96E-04 1.53
CNOT4 5.42E-05 157 | TRAM1 2.31E-04 153
POLR2L 4.74E-03 157 | AZI2 1.19e-04 153
DUSIL 3.22E-03 157 | EDEM1 2.45E-03 1.53
MRM1 2.07E-03 1.56 | GABPB2 7.77E-05 153
PHOSPHO?2 1.90E-03 1.56 | TUBGCP5 5.92E-04 153
ATG7 2.79E-04 156 | GARS 2.74E-03 1.53




GEMIN5S 4.37E-03 156 | TTC13 1.19E-04 153
FAMS53B 2.26E-03 1.56 | RWDD3 3.80E-03 153
TRIP12 4.19E-03 156 | DPY19L1 4.33E-04 1.53
LRPAP1 1.24E-05 1.56 | ZNF501 2.46E-03 153
MRPS16 3.29E-04 1.56 | PTPN2 2.58E-03 153
COX7B 5.63E-05 156 | METTLY 1.93E-03 1.52
NME4 5.34E-05 156 | HACE1 3.36E-04 152
SYMPK 5.18E-03 1.56 | SFRS9 4.47E-03 152
ABHD6 5.31E-04 155 | EIF5 1.59E-05 1.52
OR7E47P 2.77E-03 155 | KIF21B 3.77E-03 152
MRPL30 4.96E-04 1.55 | NSUN5 2.90E-03 152
TP53BP1 4.97E-04 1.55 | HNRPDL 1.41E-04 1.52
HSDL 2 3.19E-04 155 | SDHAL2 2.22E-03 152
UBPH 1.10E-04 155 | CCND1 3.10E-05 152
POLDIP2 6.30E-04 155 | CCDC45 1.56E-04 1.52
VCP 2.78E-03 155 | CDCA4 1.94E-03 152
CD97 1.35E-03 155| GLUD1 3.24E-03 152
FLAD1 4.18E-05 155 | CSNK1G3 3.97E-04 1.52
CHRNA10 1.53E-03 1.55| ZNF18 2.26E-03 151
DNAJC4 1.77E-03 1.55 | PRO2266 1.58E-04 151
SLC43A2 6.24E-04 155 | IFT74 4.76E-06 151
WDR46 8.94E-05 1.54 | NARS2 1.19e-04 151
FAM121B 3.71E-04 154 | USP1 4.08E-04 151
TIMM8B 1.05E-03 154 | HBP1 9.00E-04 151
HDAC1 1.15E-04 1.54 | SLC15A4 3.76E-03 151
ITGB7 2.22E-04 154 | PNRC1 1.66E-03 151
UMPS 5.20E-04 154 | IREB2 3.98E-03 151
HK1 2.11E-04 154 | ARL5B 9.27E-04 151
usP37 2.11E-03 1.54 | NSMAF 1.00E-03 151
CPEB4 2.31E-05 154 | ST7L 2.04E-03 151
PPP2R2B 2.22E-03 1.54 | USP52 1.87E-03 151
FAM98A 3.24E-04 1.54 | JUNB 1.49E-03 151
HTRA2 4.43E-04 154 | TMEM43 1.04E-03 151
XPNPEP1 1.68E-03 154 | IFT88 1.77E-03 151
HABP4 2.24E-04 1.54 | CCDC52 3.50E-04 150
CTNNBL1 1.93E-04 1.54 | LEREPOA4 1.07E-04 1.50
ARG2 1.18E-03 154 | BDP1 3.15E-04 150
BAG1 2.67E-03 1.53 | WRN 5.95E-04 150
UBN1 3.36E-03 153 | ZMYM5 1.04E-03 1.50
CDKN2A 9.51E-04 1.53 | SFRS10 6.08E-04 150
RANBP10 1.88E-04 153 | TMEM77 2.99E-04 150
UBADC1 8.40E-04 153 | GLUD2 5.54E-03 1.50
AP2A2 1.87E-04 153 | CREG1 4.34E-04 150




RAE1 3.43E-04 153 | MTHFD2 9.93E-05 150
PSM D13 1.82E-03 153
SAMM 50 6.47E-04 1.53
COMMD9 9.89E-04 153
CETN2 4.97E-03 153
ARHGAP10 3.36E-05 1.53
BRRN1 1.44E-04 153
RAGE 1.86E-03 153
SLC39A1 5.13E-03 1.53
CIAPIN1 5.75E-04 152
MTCH2 2.19E-03 152
SLC35A2 1.10E-04 1.52
DCTN2 1.86E-04 152
FH 3.04E-03 152
TOB2 1.14E-03 1.52
PHF23 5.01E-05 152
WDR77 5.05E-03 152
TRIM14 3.35E-04 1.52
FAM118B 5.03E-03 152
AHCY 4.73E-04 152
DHX30 2.92E-04 1.52
ZBTB8 4.93E-03 152
APAM 1 2.13E-03 152
PET112L 1.85E-05 151
TTCOC 4.87E-05 151
CXXC5 2.32E-04 151
LCMT2 6.58E-05 151
ATGYA 4.09E-03 151
LzIC 9.89E-05 151
PRKCE 4.63E-03 151
ARFRP1 4.23E-03 151
AYP1 2.98E-03 151
COPZ1 2.05E-04 151
WDR51A 3.81E-05 151
LARPS 3.15E-04 150
MRPL22 5.52E-03 1.50
FAHD2A 8.33E-04 150
NMU 1.61E-03 150
UBR1 2.96E-03 1.50
VPS26B 2.03E-04 150
NP 1.66E-03 150
NPEPPS 2.69E-03 1.50




Supplementary File 3: Differentially expressed genes between VP16/NaB
treated cells and controls. Reported genes presented at least a 1.5 fold-

change between the two cell treatments (FDR corrected p value).
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Abstract Burkitt lymphoma (BL) is an aggressive B-cell
lymphoma more common in children comprising one third
of pediatric non-Hodgkin lymphoma cases. The recent dis-
covery in BL pathogenesis highlighted the activation of PI3K
pathway in cooperation with Myc in the development of BL.
In this study, we demonstrated that PI3K/Akt pathway is a
target to histone deacetylase inhibitor (HDACi) in BL cells.
The combination of HDACi (sodium butyrate, NaB) and
chemotherapy (VP-16) inhibited 51 % of the proliferation
and enhanced the blockage of the cell cycle progression at
G2/M with a concurrent decrease in the S phase. Microarray
profiling showed a synergistic action of NaB/VP-16 combi-
nation through the differential regulation of 1,413 genes.
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Comparing VP-16 treatment with the NaB/VP-16 combina-
tion, 318 genes were deregulated: 250 genes were downreg-
ulated, and 68 were upregulated when compared with untreat-
ed cells. Among these genes, six (CDKN1A, CCNDI1, FAS,
CHEK2, MDM4, and SESN2) belong to the p53-signaling
pathway. The activation of this signaling pathway is usually
induced by stress signals and ultimately leads to cell cycle
arrest. Besides, the inhibition of the cell growth was related to
reduced Akt phosphorylation, and decrease of c-Myc protein
expression by about 60 % (»p<0.005). Moreover, HDACi
enhanced miR-101, miR-143, and miR-145 levels in BL cell
line, which were inversely associated with the levels of miR-
101, miR-143, and miR-145 found to be extremely downreg-
ulated in the sample of BL patients. We highlight the fact that
effective combinations of HDACis with other target drugs
could improve BL therapy in the future.

Keywords Burkitt’s lymphoma - HDAC: - Cell growth -
PI3K - miRNA

Introduction

Burkitt lymphoma (BL) is an aggressive B-cell lymphoma
more common in children comprising one third of pediatric
non-Hodgkin lymphoma cases [1]. The hallmark genetic al-
teration in BL is a chromosomal translocation that places the
MYC oncogene, located at 8q24, under control of one of the
immunoglobulin gene enhancers, resulting in deregulated ex-
pression of the Myc protein, which elicits aberrant cell prolif-
eration, metabolic reprogramming, and genomic instability [2,
3]. Despite its growth-promoting effects, Myc also stimulates
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both TP53-dependent and TP53-independent apoptotic path-
ways [4]. Thus, the shift of the balance away from the
apoptosis induced by Myc towards proliferation is
achieved by inactivation of the p53-dependent apoptosis
pathway through p53 mutations or via the downregulation
of BIM gene [5-8].

A remarkable addition to the understanding of BL patho-
genesis came with the recent discovery implicating the acti-
vation of PI3K/AKT pathway in the development of BL in
cooperation with MYC [9, 10]. Phosphotidyl inositol-3-
kinase (PI3K)/Akt constitutes an important pathway that reg-
ulates cell growth, metabolism, proliferation, and apoptosis
[11]. PI3K/Akt is also an important player in the regulation of
p53, a process recently studied in the context of targeted
therapies [12, 13]. This new insight into BL pathogenesis,
described by two independent groups, suggested a reevalua-
tion of drugs targeting the alterations associated with BL
progression and drug combinations aiming to reduce BL
treatment morbidity. Still in the context of cell cycle prolifer-
ation and apoptosis, the methylation of p/6™%** a cyclin-
dependent kinase inhibitor, has been correlated to BL devel-
opment. The silencing of this tumor suppressor would lead to
cell cycle disruption [14].

Furthermore, there is increasing experimental evidence
supporting the role of microRNAs (miRNA; mir)—small
noncoding RNA that negatively regulates gene expression—
in a large range of processes implicated in cancer [15]. In this
context, miR-101, miR-143, and miR-145 have been reported
to be downregulated in most types of cancers and BL [16].

We recently demonstrated that the treatment of BL cells
with histone deacetylase inhibitor (HDACi) and chemothera-
py induces apoptosis involving the proapoptotic BCL-2-
related family member Bim protein [17]. To evaluate addi-
tional mechanisms underlying this effect, here, we analyzed
gene expression profiles in a well-characterized BL cell line
upon treatment with HDACi combined with chemotherapy.
The impact on gene expression regulation was broader when
HDACIi was combined with chemotherapy and, then, when
either therapy was used alone. We demonstrated that
PI3K/Akt pathway is a target to HDACi in BL cells, arresting
cell cycle and reducing proliferation through inhibition of Akt
phosphorylation and downregulation of c-Myc expression. As
a complementary approach, we investigated if HDACi com-
bined with chemotherapy treatment would enhance mir-101,
mir-143, and mir-145 levels in BL cell line. This hypothesis
was confirmed, and we also observed that levels of mir-101,
mir-143, and mir-145 were extremely downregulated in the
sample of BL patients.

In this study, we demonstrate mechanisms involved in cell
cycle arrest upon cell treatment using a combination of
HDAC: and chemotherapy. We highlight the fact that effective
combinations of HDACis with other target drugs could im-
prove BL therapy in the future.

@ Springer

Methods
Cell lineage and drug treatments

Burkitt’s lymphoma cell line Raji was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
USA). The lineage was EBV-positive and mycoplasma-
negative and was used within 6 months from source. The cell
line was maintained in a humidified atmosphere of 95 % air
and 5 % CO, at 37 °C and was grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 25 mM of HEPES buffer (Sigma, St.
Louis, MO, USA) and 10 % heat-inactivated fetal calf serum
(FCS, Gibco BRL, UK). Twenty-four hours before each assay,
Raji cell line was incubated with 1.0 mM of NaB (sodium
butyrate), a pan-HDACH, and/or 0.1 uM of VP-16 (VePesid ®;
VP-16), a chemotherapy commonly used in BL treatment.

Cellular viability by trypan blue exclusion assay

In viability assay, at 24, 48, and 72 h after combined or
isolated treatments [17], Raji cells were collected through
centrifugation. An aliquot of collected cells was combined
with trypan blue dye at a concentration of 0.04 % (w/v) and
analyzed microscopically on a Neubauer counting chamber.
Blue cells were counted as nonviable, and cells excluding the
dye were counted as viable. Cell viability was expressed as
percentage of viable cells.

Cell cycle analyses

After Raji cell treatment with NaB isolated or combined with
VP-16 during 24, 48, and 72 h, cells were harvested, washed
in PBS, and incubated with 500 pl of propidium iodide (PI)
staining solution (PI 50 pg/ml diluted in citrate buffer 4 mM
and 0.3 % Triton X-100) and RNAse (ribonuclease A
100 pg/ml diluted in citrate buffer 40 mM) for 15 min at room
temperature. DNA content was determined by collecting
10,000 events for cell cycle analysis using a CyAn ADP
analyzer flow cytometry and Summit v4.3 software (Dako,
USA).

Gene expression profile

DNA microarrays were used to access global gene expression
modulation upon treatment of Raji BL cell line with VP-16 or
NaB and a combination of NaB and VP-16 for 24 h. Total
RNA was extracted using Trizol®. Gene expression of treated
cells was compared with those of untreated cells (controls).
Microarray analysis was performed using Agilent Whole
Human Genome Microarray 4 x44K arrays and labeled using
the One Color Quick Amp Labeling Kit (Agilent
Technologies). Two biological replicates were included for
each experimental condition. Hybridization and washing
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followed protocols described by the manufacturer (Agilent
Technologies). The one-color arrays were scanned using
GenePix 4000B Scanner (Axon) and analyzed using the
Agilent Feature extraction software (version 9.5). The
gProcessedSignal from each array was loaded into Partek
Genomics Suite (v6.6) and normalized between arrays using
quantile normalization. For subsequent statistical analysis, we
used the ANOVA implementation of Partek. Differentially
expressed genes were defined as genes presenting at least a
1.5-fold change and FDR adjusted p<0.05 (false discovery
rate multiple testing correction). For biological function anal-
ysis, we used gene ontology (GO) term enrichment analysis
and KEGG pathway mapping through DAVID Bioinformatics
Resources 6.7 (http://david.abce.nciferf.gov). Raw data files
can be accessed through Gene Expression Omnibus (GEO)
under accession number GSE48399.

Western blot analysis

The cell lysates were subjected to 15 % SDS-PAGE;
electrotransferred onto a nitrocellulose membrane (Hybond,
GE Healthcare, Uppsala, Sweden) in a buffer containing
25 mM Tris, 192 mM glycine, and 20 % methanol at 2 mA/
cm? for 2 h at 25 °C and incubated overnight with primary
antibodies anti-Akt, anti-Phospo-Akt (Ser473) (Cell
Signalling Technology), anti-P16 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), anti-c-Myc (Epitomics, CA,
USA) or anti-f-actin and HSC70 (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) as a loading control. Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies were used to de-
tect specific binding of the primary antibodies and visualized
with Amersham ECL Western Blotting Systems (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden).

c-Myc expression analysis

Changes of c-Myc protein were assessed using intracellular
immunostaining by flow cytometry. Briefly, 5x 10 cells were
exposed to NaB 1 mM, VP-16 0.1 uM, or the combination
NaB/VP during 24 h. After treatments, the cells were pelleted,
resuspended in 10 % (v/v) lysing solution (BD Bioscience,
CA, USA), and incubated for 10 min at room temperature.
The suspension was then centrifuged, and the pellet was
washed with washing buffer (5 % Tween-20 (LGC
Biotechnology) in phosphate-buffered saline (PBS)).
Labeling was performed by adding anti-c-Myc 1:10 (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) for 60 min. Cells were
washed with washing buffer, incubated with an Alexa
Fluor®488-labeled antirabbit IgG (InVitrogen Corp,
Carlsbad, CA) and analyzed using flow cytometry. The data
were analyzed using the Summit v.4.3 (Beckman-Coulter,
CA, USA) software. For each analysis, 10,000 events were
recorded. The results were confirmed by Western blotting.

Pyrosequencing assay

Raji cell line was treated with NaB 1 mM, VP-16 0.1 uM, or
the combination NaB/VP for 24 h. Cell line DNA was extract-
ed from 6x10° cells using the Qiamp DNA Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA). The DNA was quantified on a
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Bisulfite conversion of 500 ng of DNA was performed using
the Epitect Bisulfite Kit (Qiagen) according to the manufac-
turer’s protocol. Promoter methylation was quantified using
pyrosequencing (Pyromark Q24; Qiagen). Bisulfite-converted
DNA was amplified with one biotin-labeled primer using
Pyromark PCR Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
protocol. The primer was previously described by Vasiljevic
and colleagues [18]. The sequence to analyze was localized in
the first exon in the P16 gene and contained 7 CpG sites
(Reference sequence: NM_000077.4). The amplified DNA
was confirmed by 2 % agarose gel electrophoresis. A total
volume of 20 ul of biotinylated PCR products were
immobilized on streptavidin-coated Sepharose beads (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). Next, the amplicons were
denatured and washed using the vacuum prep workstation.
The sequencing primer was added a final concentration of
0.3 uM and incubated at 80 °C for 2 min. Then, pyrosequenc-
ing was performed using PyroGold Pyromark Q24 reagents
(Qiagen) in the Pyromark Q24 (Qiagen). The percentage of
each CpG site was generated automatically using the
PyroMark Q24 software. Genomic DNA extracted from
mononuclear blood cells from a healthy donor and a univer-
sally methylated DNA sample (Qiagen) were used as negative
and positive controls, respectively, for methylation assays.
Control bisulfite treatment was included in each test to check
the conversion and avoid false-positive results.

Reverse-transcription quantitative PCR

The small fraction of RNA from cell lincage was extracted
using the mirVana miRNA Isolation kit (Ambion, Life
Technologies) and quantitated using the NanoDrop 1,000
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), and cDNA was
generated using the TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Quantitative real-
time reverse-transcription PCR was performed using primer-
specific TagMan® Kit (Applied Biosystems) for miR-101
reverse transcription (Part 4427975, Assay ID 002253),
miR-143 (Part 4427975, Assay ID 002249), and miR-145
(Part 4427975, Assay ID 002278), followed by qPCR with
TagMan® Universal PCR Master Mix. The miRNA levels
were normalized to the expression level of mature miRNA
control RNU6B (Part 4427975, Assay ID 1093). The reac-
tions were performed in triplicate on an Applied Biosystems
StepOne™, and the results were the mean of two experiments
from separate reverse-transcript reaction normalized to
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expression levels from untreated cells. For the assessment of
p16™5** mRNA, cDNA was generated with the Ready-To-Go
Kit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Real-time quantitative
PCR was performed with Applied Biosystems StepOne™
using primer-specific TagMan® Kit (Applied Biosystems).
The expression was normalized to GAPDH and expressed
relative to p/6™5* transcript levels from untreated cells.

miRNA quantification in patient tissues

After approval by institutional review board, 46 cases of
pediatric BL were obtained from the archives of Pathology
Division of National Cancer Institute, Rio de Janeiro, Brazil.
The pathologic diagnosis of the samples was verified before
analysis. Quantitative real-time reverse-transcription PCR
(qRT-PCR) was performed on miRNA isolated from FFPE
tissue specimens using RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation Kit for FFPE (Ambion®). Five reactive lymph node
FFPE tissue specimens were used as control samples. qRT-
PCR was performed using primer-specific TagMan® Kit
(Applied Biosystems) for miR-101, miR-143, and miR-145.
The miRNA levels were normalized to the expression level of
mature miRNA control RNU6B and expressed relative to
miR-101, miR-143, and miR-145 transcript levels from the
reactive lymph node.

Statistical analysis

The data were expressed as mean+SD. Statistical comparison
between cells treated with NaB plus VP-16 and NaB alone
was carried out using paired ¢ test. Statistical significance was
set at p<0.05. The analysis was performed using the Graph
Pad Prism 5.0 software.

Results

NaB/VP-16 combination enhances cell growth inhibition
and cell cycle arrest of BL cell lineage

To determine the influence of NaB/VP-16 combination on
proliferation, we counted the total number of the cells after
24, 48, and 72 h of NaB/VP treatment. As we expected,
1.0 mM of NaB did not affect the proliferation; 0.1 uM of
VP-16 inhibited 37 % of the proliferation, whereas the com-
bined treatment inhibited 51 % after 24 h of treatment. After
48 and 72 h, the combined treatment leads to a strong inhibi-
tion of the proliferation in about 84 and 88 %, respectively.
However, the VP-16 alone was capable to inhibit 84 % of the
proliferation after 72 h (Fig. 1). As demonstrated previously
[17], HDACi potentiated chemotherapy-induced apoptosis in
BL cells. To confirm these data, we accessed the cell cycle
using propidium iodide staining. NaB treatment alone
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Fig. 1 Effect of NaB and VP-16 isolated or combined in Raji cells: BL
cells were exposed to NaB 1.0 mM only or in combination with VP-16
0.1 uM for 24, 48, and 72 h. The total number of the cells was deter-
mined. Results are expressed as % of viable cells related to untreated
cells. Data are means+SD of three independent experiments. **p<0.01;
*kp<0.001

decreases the percentage of the cells in the S phase; VP-16,
a well-known topoisomerase inhibitor, leads to a strong cell
cycle arrest, arresting about 70 % of the cells at G2/M. The
NaB/VP-16 combined treatment enhances the blockage of the
cell cycle progression at G2/M with a concurrent decrease in
the S phase in Raji cells at 24. Although we could observe the
same profile after 48 h of treatment, after 72 h of VP-16
isolated treatment or combined with NaB we observed G2/
M blockage with a concurrent apoptotic processes affecting
cells in G1 (Fig. 2).

Cell growth inhibition following NaB/VP-16 treatment
is related to the blockage of PI3K/Akt signaling

To uncover the mechanism of proliferation inhibition upon
NaB/VP-16 treatment, we performed global gene expression
profiling by means of DNA microarrays. Microarray profiling
showed the differential regulation of 500 genes upon treat-
ment with VP-16, 728 genes upon treatment with NaB, and
1,413 genes upon VP-16/NaB treatment, indicating a possible
synergistic action of the combination NaB/VP-16
(Supplementary Files 1, 2 and 3, respectively). The VP-16
treatment resulted in the upregulation of 127 genes and down-
regulation of 373 genes. With NaB treatment, we noticed that
200 genes were upregulated and 528 genes were downregu-
lated. Moreover, NaB/VP-16 combination showed upregula-
tion of 727 genes and downregulation of 686 genes (Fig. 3a,
b). Among these genes, six (CDKNI1A, CCNDI, FAS,
CHEK2, MDM4, and SESN2) belong to the p53-signaling
pathway (hsa04115). The activation of this signaling pathway
is usually induced by stress signals and ultimately leads to cell
cycle arrest. In agreement, we identified several differentially
regulated genes associated with the regulation of cell death
and cell cycle, as shown in Table 1. When considering the
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Fig.2 Cell cycle arrest induced by HDAC: plus chemotherapy in BL. Raji cells were treated with NaB 1.0 mM, VP-16 0.1 uM and the combination NaB/VP-
16. After 24, 48, and 72 h of treatment, Raji cells were stained with propidium iodide, and the DNA content was analyzed using flow cytometry

synergistic effect of NaB/VP-16, we were able to identify, in
addition to the above processes, the deregulation of DNA
replication and repair and a broad deregulation of genes
involved in phosphorylation (Table 2). The later biological
process includes PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha), which is re-
sponsible for the phosphorylation of phosphatidylinositol,
generating PIP3, and is thus involved in cell proliferation
and survival through the activation of Akt [19].
Immunoblotting analyses showed that NaB/VP-16 combined
treatment reduced Akt phosphorylation, confirming the in-
volvement of PI3K/Akt pathway on the cell growth inhibition
and cell cycle arrest observed in this study (Fig. 4).

HDAC:I and chemotherapy reduces c-Myc expression in BL
cells

As reported recently, the proliferative profile of BL cells is
related to translocated c-myc oncogene, which cooperates with
the PI3K/AKT pathway. Thus, we decide to evaluate if NaB/
VP-16 treatment leads to downregulation of c-Myc protein
expression in Raji cells. After 24 h of treatment, c-Myc protein
expression decreased by about 60 % (p<0.005) compared
with untreated cells, correlating to the effects of NaB/VP-16
on cell growth (Fig. 5). In agreement, the expression of cell

proliferation marker MIB-1 (Ki-67), a surrogate marker of BL
decreased 1.6-fold upon combined treatment (GSE48399).

Sodium butyrate induces p /6”5 mRNA expression in BL
cells

p16™%% is a tumor suppressor gene critical in the cell cycle
regulation. As shown in Fig. 6a, b, an enhancement in
p16™5* mRNA and protein levels was observed after NaB/
VP-16 treatment. It has been demonstrated that increase of
histone acetylation by HDAC: is associated with a significant
decrease in global methylation [20]. To investigate this effect
in our study we evaluated the percentage of methylation on
p16™K* gene promoter, (Fig. 6¢). Raji cell line presented
96 % of pl6™5*" gene promoter methylation and upon
NaB/VP-16 treatment a slight reduction on methylation per-
centage level after 24 h was observed (Fig. 6¢).

HDAC: treatment enhances miR-101, miR-143, and miR-145
levels in Raji cells

To examine the effect of NaB and VP-16 isolated or combined
treatment on expression levels of miR-101, miR-143, and
miR-145, we analyzed the miRNA expression levels 24 h
after the treatment (Fig. 7). NaB/VP-16 treatment enhanced
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Fig. 3 Venn diagram illustrating the commonly and exclusively
expressed genes between cells treated with NaB, VP-16 and NaB/VP-
16. Downregulated genes in NaB, VP-16 and NaB/VP-16 treated cells
compared with controls (a); upregulated genes in NaB, VP-16 and NaB/
VP-16 treated cells compared with controls (b)

all of the miRNAs tested. However, a strong enhancement of
miR-145 could be observed. The combination of NaB and
VP-16 enhanced 14-fold miR-145 levels compared with un-
treated cells.

Expression levels of miR-101, miR-143, and miR-145 were
significantly decreased in BL samples

We examine the expression of miR-101, miR-143, and miR-
145 in the 46 samples of BL patients. Eighty-seven percent of
BL samples showed an extremely low expression of miR-143
and miR-145, and 95 % showed low expression of miR-101
compared with reactive lymph node tissues (n=5) (Fig. 8).

Discussion

Epigenetic therapy represents a novel approach for treating
hematologic malignancies, which is changing the current
treatment paradigms for these diseases because two HDACI,
vorinostat and romidespin, were approved by the US FDA for
treating patients with progressive, persistent, or recurrent cu-
taneous T-cell lymphoma after one or more lines of chemo-
therapy [21, 22]. However, these agents have not been shown
to be active as a single agent in hematologic malignancies,
including B-cell lymphoma, such as diffuse large B-cell lym-
phoma suggesting that HDACi combination with other com-
pounds, including chemotherapy agents, should be evaluated
[23-26]. Particularly, this is important in BL, where recovery
of patients with refractory or recurrent disease remains very
poor. Long-term survival is only 10-20 % for refractory or
relapse disease BL [27-29]. To achieve some therapeutic
advancement, a better understanding of BL pathogenesis and
additional therapeutic target discovery is mandatory. In this
context, with the comprehension of low activity of NF-kB in
human BL as basis, Schmitz et al. and Sander et al. recently
showed that PI3K/Akt pathway cooperates with c-Myc to
provide the increased survival signal in BL development. In
addition to PI3K/Akt activation, cyclin D3 mutations and
p16™5* promoter methylation counteract c-Myc-associated
apoptotic effect. These results have directly actionable

Table 1 Geno Ontology (GO) and KEGG (hsa) terms significantly represented considering genes differentially expressed in VP-16 and NaB/VP-16

treatments vs untreated cells

Term Genes p value
hsa04115: p53 signaling pathway CDKNI1A, CCNDI, FAS, CHEK2, MDM4, SESN2 5.84E-03
GO0:0007049: cell cycle YEATS4, CCPG1, CDC14A, CEP135, PIM1, SKP2, CHEK2, UBE2C, 4.14E-03
SESN2, DDIT3, MIS12, CCND1, CDKNI1A, PLK3, DUSP1, DMTFI,
PLK1, TFDP2, PSMD2, TUBEI, HBP1, MDM4, CHFR, PPP1R15A
GO:0010941: regulation of cell death CEBPB, NOL3, SLC25A4, IL7, CEBPG, PIM1, LGALS12, SKP2, NFKBIA, 7.40E—03

TNFRSF8, NR4A1, HSPA1A, WRN, CHEK?2, DDIT3, ATFS5, CDKNIA,
DUSPI, TIAM2, JUN, BIK, FAS, TNFAIP3, RASAI
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Table 2 Geno ontology (GO) terms significantly represented considering genes differentially expressed only in NaB/VP-16 treatment compared with

untreated cells

Term Genes

p value

GO0:0006259 DNA metabolic process

KIF22, HMGB2, RAG1AP1, DBF4, MGMT, PML, CDC34, POLA2, XRCCl,

1.70E-03

OBFC2A, TK1, CDT1, CCNE2, CDKN2A, SLK, POLE3, ORC6L, POLN, FBXO4,
PMS2CL, POLQ, PMS1, WDR33, RECQLS, RAD51API, USP1, TP53BP1, GINS4,
NEIL1, RAD9B, APTX, SMC6, SIRT1, CDC25A, RAD51, TNKS1BP1, RNFS, PNKP,
RECQL, CCDC111, VCP, RRM2, POLD2, TBRG1, TEP1, AICDA, NHEJ1

GO:0006260 DNA replication

HMGB2, DBF4, GINS4, RAD9B, CDC34, POLA2, SIRT1, CDC25A, TK1, RAD51,

3.50E-03

CDT1, TNKS1BPI, CCNE2, PNKP, CCDCI111, POLE3, RRM2, POLD2, ORC6L,

TBRG1, POLN, POLQ
GO:0006281 DNA repair

KIF22, HMGB2, MGMT, PML, OBFC2A, XRCCl, SLK, POLN, PMS2CL, POLQ,

8.25E-03

PMS1, WDR33, RADS1AP1, RECQLS, USPI, TP53BP1, NEIL1, APTX, SMCe,
RADO9B, SIRT1, RAD51, RNF8, PNKP, RECQL, VCP, POLD2, NHEJ1

GO:0006796 phosphate metabolic process

BCKDK, PRPF4B, EFNA1, SYNIJI, PINK1, TTK, AURKA, TIMMS50, CLK1, FER,

1.43E-02

DMPK, NDUFSS, SLK, AAK1, PLA2G1B, PIK3CA, PAK1, ADAM9, MINPP1,
DBNL, TRPM7, CDKS, PRKCH, PRKCE, CDKL3, CDKL5, SACMI1L, MAP4K3,
DDRI, ATP6V1A, PNKP, PRKD2, MAST2, MAPKS, TXK, RAGE, CSNK1G3,
EIF2AK3, NEK6, NEK7, PRKCZ, MVD, ADORA2B, PPM1A, HK2, MAPKAPK3,
PML, DUSP12, ATP5G1, NDUFB1, GALK1, MTMI1, GNPTAB, PPP2CA, LMTK2,
CAMK2B, MTMR6, PTPRC, LTK, PTPN2, RYK, PDK3, NADK, HGF, CDC25A,
NDUFV3, PLK4, RPS6KA 1, GMFG, SLC17A4, PTP4A1, ATP6V1E], IKBKB, BMP7

therapeutic implications [30]. Our recent data suggest that
sodium butyrate potentiates apoptosis induced by cisplatin
and VP-16 in BL cell lines [17]. In the present study, we
evaluated whether the combination of HDACi and chemo-
therapy could prevent cell growth in BL by regulating
PI3K/Akt. PI3K is activated by growth factors, which con-
verts the plasma lipid PIP2 to the second messenger PIP3.
This activation of PIP3 triggers Akt to phosphorylate down-
stream proteins affecting cell proliferation and survival [31].
We observed that the combination of NaB/VP-16 de-
creased cell proliferation and led to a strong G2/M arrest. As
shown by our study and other reasearch, HDACi not only
induces growth inhibition, cell cycle arrest, and apoptosis of
cancer cells but also increases the sensitivity of cancer cells to
chemotherapeutic drugs [17, 32]. In our transcriptional anal-
ysis, cell growth inhibition was correlated to mRNA level
alterations in a process involved in cell cycle arrest, such as
p53-related genes, DNA repair, and phosphorylation, the latter

Ctl NaB vP-16 NaB+

VP-16
60kDa P-Akt
60kDa Akt
42kDa B-actin

Fig. 4 Effect of the combined treatment on the Akt expression levels of
Raji cells. The cells were treated with NaB 1.0 mM only or in combina-
tion with VP-16 0.1 uM. After 24 h, the levels of Akt phosphorylation
was accessed using Western blotting. One representative experiment is
shown

including the deregulation of PI3K. In evaluating protein
levels, we found Akt dephosphorylation, which implies the
involvement of PI3K/Akt pathway in this response.
According to the hypothesis by Schmitz et al. and Sander
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Fig. 5 c-Myc downregulation mediated by HDACi. The BL cell line
Raji was treated with NaB 1.0 mM only or in combination with VP-16
0.1 uM. After 24 h, the c-Myc expression was accessed using flow
cytometry (a) and confirmed by Western blotting (b). Significance versus
single treatment: **p<0.01; ***p<0.001
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Fig. 6 Effect of the combined
treatment on the p/6™<%
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et al. [9, 10], c-Myc and PI3K/Akt pathway activation coop-
erates in BL tumorigenesis. We found a reduction of c-Myc
protein expression mediated by NaB/VP-16 treatment in BL
cells. Similar results were found by Guan et al., with
demethylating agent decitabine, which represses translocated
c-Myc oncogene in BL [33]. As reported previously, HDACi

Fig. 7 Effect of HDACi and VP-
16 on miRNA expression. After
24 h of treatment, total miRNA
was extracted, and mir-101 (a),

has demethylating properties [34]. Here, we evaluated the
percentage of methylation on p/6™%* gene promoter and its
alteration after treatment with HDACi. NaB/VP treatment
could slightly decrease the percentage of p16™5** gene pro-
moter methylation. However, an enhancement of p/6™%*
mRNA and protein levels was observed suggesting that the

miR-101

miR-143

miR-143 (b), and miR-145 (c)
were amplified and analyzed
using Tagman qPCR. Average of
2 independent experiments
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@ Springer

Relative miR-143 expression level O

C

3 miR-145

2

= 201

o

2

o 154

“

o

x

(-]

0 104 n

‘v_ w

£ :

E 51 :

o :

Z :

& o Y T

@ & & S ®
& oF ¥ &
R\ A° Q- x
& o) Y &

™ ~§’ Q?



Ann Hematol

Q
T
[«]
c
£ 15-
£
5
g A
= 104
(&)
(1]
2 |
]
> 5 .
o
"g PY ... A
14 g A
2 oL eanet sulms aiber
2
N
3 S NP N

Fig. 8 miR-101, miR-143, and miR-145 expression profile of BL pa-
tients. miRNA 0f 46 cases of pediatric BL were isolated from FFPE tissue
specimens. Expression of mir-101, mir-143, and mir-145 were evaluated
using qPCR

effects of HDAC inhibitors are not limited to changes in
histone acetylation but that they also cause a change in the
state of DNA methylation.

According to Schwartz et al., NaB treatment induces
p16™5# expression and growth arrest of colon cancer cells
[35]. Recent results of our group (data not shown) demon-
strated a high occurrence of p16™% promoter methylation,
comprising ~70 % of BL samples analyzed and reinforcing
the role of p16™5** inactivation in BL pathogenesis as previ-
ously reported by other studies [36].

Based on the premise that cellular growth inhibition de-
pends on different cellular pathways involving both transcrip-
tional and posttranscriptional regulation, we hypothesized that
the combined treatment (NaB/VP-16) could also prevent cell
growth through miRNAs that target genes involved in the
PI3K/Akt pathway.

Micro RNA 145 (miR-145) belongs to a putative supressor
class of miRNAs because of its frequent underexpression in
many types of tumors. Both miR-143 and miR-145 are located
approximately 1.3 kb from each other at chromosome 5q33
[37]. In human normal tissues, mirR-143 and mirR-145 were
found to be expressed but downregulated in colon cancers,
gastric cancers, chronic lymphocytic leukemias, B-cell lym-
phomas, and several human cell lines [38—40].

More specifically, downregulation of mirR-143 and mirR-145
was demonstrated in B-cell malignancies, and miR-143 and
miR-145 expression levels were consistently low in BL cell lines.
In addition, transfection of the BL Raji cell line with precursor of
mature miR-143 or miR-145 resulted in growth inhibition [40].

The most remarkable finding regarding miR-145 originat-
ed from the study by Sachdeva et al., who defined the role of
miR-145 in the posttranscriptional regulation of c-Myc. miR-
145 directly targeted the oncogene c-Myc, an event that can be
dependent or independent of p53, if sufficient miR145 is
present in the cell [41]. Furthermore, the study showed that

miR-145 is expressed in response to stress through the
PI3K/Akt and p53 pathways. Therefore, our results reinforced
the relation among miR 145, c-Myc, and PI3K/AKT pathway
in BL where the combination of NaB and VP-16 increased 14-
fold miR-145 levels while enhancing the dephosphorylation
of Akt protein at serine 473 and conversely reducing c-Myc
expression levels. Remarkably, these effects were potentiated
by the combination of HDACi and chemotherapy, a treatment
strategy, which was also demonstrated previously to be linked
to apoptosis induction [17].

Recent reports are suggesting miR-101 as a tumor suppres-
sor involved in the invasion and growth inhibition [42—44].
miR-101 is also related to apoptosis induced by cisplatin in
hepatocellular carcinoma cells [42]. Besides, miR-101 is down-
regulated in the lung [45], gastric [43], and BL tumors [46].

The present study observed an upregulation of miR-101
after HDAC: treatment of BL cells corroborating with our
previous data, which show the downregulation of MCL-1,
which is predicted to be a miR-101 target, after the combined
treatment [17]. In opposition, an extremely low expression of
this miRNA in BL samples was observed, which is similar to a
previously reported study [47].

Myc expression has been reported to be a dominant factor
in the regulation of many mRNAs [46]. Among known Myc-
regulated miRNAs in BL, mir-101 and miR-143 were down-
regulated six- and four-fold, respectively [47]. Those findings
are consistent with our data, although it is unclear how the
mir-101, miR-143, and miR-145 contribute to tumorigenesis
in BL. Recent evidences in hematological malignancies as
well as in various types of cancers show miRNA silencing
mediated by aberrant promoter methylation [48, 49]. Based on
the effect of HDACi observed in our study where HDACi
treatment decreased p16”** methylation in Raji cell line, we
suggested that miR-101, miR-143, and miR145 could be
downregulated in BL due to promoter hypermethylation and
HDAC: acts indirectly through demethylation of these
miRNAs, however further studies are necessary to confirm
this hypothesis.

In conclusion, taking into account that PI3K/Akt signaling
networks are upregulated in BL in cooperation with c-Myc and
may represent potential target for combined therapy, the addi-
tion of targeted inhibitors can inhibit the rewiring of signaling
networks and enhance chemosensitivity. On the other hand,
epigenetic drugs including HDAC inhibitors in combination
with other agents should be explored within clinical trials.
Thus, novel approaches should emerge to improve treatment
strategies to circumvent unresponsive BL patients.
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