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RESUMO

CARVALHO, D. D. Regulagao da expressao de SH3BGRL2, D53, PRAME,
DAP12 e CALCINEURINA A BETA por BCR-ABL e conseqiiéncias
biolégicas dessa regulacdao na LMC. 139 f. Tese (Doutorado em Imunologia)
— Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
2009.

Sabe-se que TRAIL, um membro da familia do TNF-a e ligante dos
receptores de morte, é capaz de matar células tumorais de forma seletiva.
Sabe-se também que TRAIL tem sua expressdo reduzida em diversos
tumores, incluindo-se leucemias positivas para o BCR-ABL. Apesar da
literatura estar repleta de informagdes acerca dos mecanismos moleculares da
morte celular mediada por TRAIL, pouco se sabe sobre os mecanismos
responsaveis pela inibicdo de TRAIL em tumores. Tendo em vista que a
expressdo de TRAIL pode ser regulada pelo Acido Retindico; que PRAME é
capaz de inibir a via do acido retindico através da proteina EZH2, um membro
da familia dos polycombs; e que nos observamos anteriormente que a
expressdo de TRAIL esta inversamente correlacionada com a expressédo de
BCR-ABL em pacientes com LMC, n6s decidimos investigar a associagao
entre PRAME, EZH2 e TRAIL em leucemia positiva para o BCR-ABL. Nos
demonstramos que PRAME, mas ndo EZH2, tem sua expressdo aumentada
em células que apresentam o BCR-ABL e sua expresséo esta associada com
a progressao da LMC. Alem disto, existe uma correlagao positiva entre PRAME
e BCR-ABL e uma correlacdo negativa entre PRAME e TRAIL nestes
pacientes. Apds inibir a expressao de PRAME ou EZH2 por shRNA em células
positivas para o BCR-ABL, foi possivel observar um aumento da expressao de
TRAIL. Estes dados revelam um novo mecanismo de regulagcédo responsavel
por diminuir a expressao de TRAIL, e geram novos possiveis alvos para a
terapia da LMC e, possivelmente, também para outros tumores.

Palavras-chave: BCR-ABL; PRAME; Leucemia Mieldide Crénica; Cancer.



ABSTRACT

CARVALHO, D. D. BCR-ABL-mediated regulation of SH3BGRL2, D53,
PRAME, DAP12 e Calcineurin A beta and biological consequences of this
regulation on CML. 139 p. PhD thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2009.

TRAIL, a member of the TNF-a family and a death receptor ligand, was
shown to selectively kill tumor cells. Not surprisingly, TRAIL is down-regulated
in a variety of tumor cells, including BCR-ABL-positive leukemia. Although the
literature is filled with information about the molecular basis of TRAIL-mediated
cell killing, the mechanism responsible for TRAIL inhibition in tumors remains
elusive. Because TRAIL can be regulate by retinoic acid; PRAME was shown to
inhibit transcription of retinoic acid receptor target genes through the polycomb
protein EZH2; and we have found that TRAIL is inversely correlated with BCR-
ABL in CML patients, we decided to investigate the association of PRAME,
EZH2 and TRAIL in BCR-ABL-positive leukemia. Here, we demonstrate that
PRAME, but not EZH?2, is up-regulated in BCR-ABL cells and is associated with
the progression of disease in CML patients. In addition, there is a positive
correlation between PRAME and BCR-ABL and an inverse correlation between
PRAME and TRAIL in these patients. Importantly, knocking down of PRAME or
EZH2 by RNA interference in a BCR-ABL-positive cell line restores TRAIL
expression. Our data reveal a novel regulatory mechanism responsible for
lowering TRAIL expression and provide the basis of alternative targets for
combined therapeutic strategies for CML.

Key words: BCR-ABL; PRAME; Chronic Myeloid Leukemia; Cancer.
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1 INTRODUGAO

A leucemia mieldide crénica (LMC) € uma doenga mieloproliferativa resultante
de uma expanséo clonal de células tronco hematopoiéticas transformadas. A LMC é
uma desordem bifasica ou trifasica, onde a fase crbnica inicial € caracterizada por
uma expansado massiva de precursores mieldides e células maduras que saem da
medula 6ssea prematuramente, porém ainda possuem capacidade de diferenciagao
normal, a duragdo meédia desta fase é de 3 a 4 anos. Na fase acelerada ocorre
acentuacédo da leucocitose, elevagdo do numero de basofilos no sangue periférico e a
terapia utilizada comega a ndo fazer mais efeito. A aquisicdo de alteragdes genéticas
e/ou epigenéticas causa a progressdo até a fase blastica, uma fase aguda e
geralmente fatal. Esta fase caracteriza-se por um bloqueio da diferenciagdo celular
gue culmina na presenga de 20%, ou mais, células blasticas mieldides ou linféides na
medula 6ssea, podendo, ainda, apresentar um infiltrado extramedular de células
blasticas (REN, 2005; SAWYERS, 2004). A incidéncia da LMC é de dois casos por
100.000 pessoas por ano, representando aproximadamente 15% de todas as
leucemias em adultos, sendo que aproximadamente 85% dos pacientes estao na fase
cronica no momento do diagnostico (FADERL et al., 1999).

A anormalidade genética marcante na LMC € uma translocag&o cromossdmica
t(9;22) (q34;911) que funde o gene BCR (breakpoint cluster region), localizado no
cromossomo 22 ao gene ABL (Abelson leukemia virus), do cromossomo 9,
produzindo o cromossomo Filadélfia (Ph). Essa translocagdo gera o gene BCR-ABL,
que codifica uma proteina quimérica com alta atividade tirosina quinase (PANE et al.,
2002).

O cromossomo Ph esta presente em aproximadamente 95% dos pacientes
com LMC, além de ser encontrado em 15 a 30% dos pacientes com leucemia
linfocitica aguda (LLA) e em aproximadamente 2% dos pacientes com leucemia
mieldide aguda (LMA) (KALIDAS et al., 2001).

Dependendo do ponto onde o gene BCR é quebrado, podem se formar trés
principais isoformas de proteinas BCR-ABL (MELO, 1996). Essas proteinas podem
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variar de tamanho (190 kDa, 210kDa e 230 kDa) em fungdo do comprimento da
porcdo N-terminal codificada pelo segmento BCR, sendo que o tamanho parece
correlacionar-se com o feno6tipo e agressividade da doenga. Na maioria dos pacientes
com LMC a proteina se encontra sob a forma de 210 kDa, enquanto que em
pacientes com LLA, o BCR-ABL apresenta-se com 190 kDa, e 230 kDa, no caso da
leucemia neutrofilica crénica. Ainda nesse contexto, a proteina de 190 kDa parece
apresentar sua atividade tirosina-quinase aumentada em relagdo a proteina de 210
kDa e 230kDa (MCLAUGHLIN et al., 1987; SAWYERS, 1999).

Em contraste a proteina c-ABL, a BCR-ABL exibe sua atividade tirosina-
quinase constitutivamente desregulada e é encontrada exclusivamente no citoplasma
da célula (BEN-NERIAH et al., 1986), sendo estas duas caracteristicas essenciais
para a inducao da transformacgao das células na LMC. Varios dominios funcionais tém
sido identificados na proteina BCR-ABL que podem contribuir para essa
transformacgao. Na por¢cado ABL esses dominios s&do o SH1 (dominio responsavel pela
atividade tirosina-quinase), o SH2 (dominio que se liga a residuos de fosfotirosina e
medeia a interagdo com outras SRC-quinases e substratos celulares), SH3 (dominio
que se liga a sequéncias ricas em prolinas e sao potencialmente inibitérios da
atividade quinase) e o dominio de ligacdo a actina. Na porgdo BCR, o dominio de
homo-oligomerizagao coiled-coil, é o responsavel pela ativagdo do dominio tirosina-
quinase do ABL; a tirosina na posi¢cado 177 (sitio de ligagdo ao GRB-2) e a sequéncia
rica em serina e treonina fosforilados (sitio de ligagdo ao SH2) sdo os principais
dominios (DEININGER et al., 2000).

A expressao de BCR-ABL em células hematopoéticas induz a inibicdo de
apoptose (BEDI et al., 1994), sinalizagdo mitética constitutivamente ativa (PUIL et al.,
1994), adeséo alterada as células estromais e a matriz extracelular (GORDON et al.,
1987) e degradagdo de proteinas inibitérias do ABL (DAl et al.,, 1998). Diversas
evidéncias sugerem que a supressdo da apoptose constitui um importante
mecanismo pelo qual o BCR-ABL leva a expansido das células mieldides. Dentre
estas, a consequéncia primaria da inibicdo da atividade tirosina quinase em células
transformadas pelo BCR-ABL é a indugdo da apoptose (DRUKER et al., 1996;
GAMBACORTI-PASSERINI et al., 1997); em células hematopoiéticas dependentes
de fatores de crescimento, a indugdo de ABCR-ABL induz a proliferacdo e
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sobrevivéncia destas células apos a retirada destes fatores e a subsequente inibicao
deste gene nestas células induz a apoptose (BEDI et al., 1994); outros estudos
demonstram que células que apresentam BCR-ABL sdo extremamente resistentes a
varios estimulos apoptoticos e se tornam sensibilizadas a estes estimulos apds a
inibicdo do BCR-ABL (MCGAHON et al, 1994). E importante ressaltar que
experimentos usando células primarias tém demonstrado que as células progenitoras
apresentam uma resposta proliferativa normal aos fatores de crescimento e né&o
apresentam um potencial proliferativo maior do que progenitores normais (EMANUEL
et al., 1991). Além do mais, na auséncia de soro e de fatores de crescimento nem os
progenitores normais nem os da LMC proliferam, porém os ultimos sado capazes de
manter uma alta viabilidade (BEDI et al., 1994). Assim, estas observacdes ressaltam
a importancia da inibicdo da apoptose mediada por BCR-ABL na expansao de células
mieldides, progressao tumoral e resisténcia a terapia citotoxica na LMC.

Dentre as vias de sinalizagdo alteradas pelo BCR-ABL, algumas
aparentemente sao cruciais para 0 aumento da resisténcia a apoptose,
principalmente as vias de RAS (SAWYERS et al., 1995), PI3K/AKT (SKORSKI et al.,
1997), JAK/STAT (CARLESSO et al., 1996; ILARIA e VAN ETTEN, 1996; SHUAI et
al., 1996) e NFkB que estdo ativadas e PP2A que esta inibida (NEVIANI et al., 2005).
As consequéncias funcionais da desregulacdo destas vias sdo as alteragbes nas
atividades e padrbes de expresséo génica de moléculas importantes na sobrevivéncia

celular.

Os fatores de transcricdo conhecidos como STAT tém sido bastante estudados
nas leucemias. Esta familia de fatores de transcri¢cao participa de diversos processos,
incluindo crescimento celular, diferenciagdo, apoptose e resposta imune. A ligagao de
algumas citocinas ou fatores de crescimento aos seus respectivos receptores
resultam em uma série de eventos de sinalizagdo que resultam na fosforilagédo de
STAT, dimerizagado e consequente translocagéo para o nucleo. Alguns genes alvos de
STAT sao os genes anti-apoptoticos BCL-xL. e MCL-7 (STERNBERG e GILLILAND,
2004). Linhagens celulares BCR-ABL positivas apresentam uma constitutiva
fosforilagao e ativagdo de STAT1 e STATS. A ativagdo de STATS induz um aumento
da expressao de PIM-7, A7 e BCL-xL. (GESBERT e GRIFFIN, 2000; HORITA et al.,
2000; NIEBOROWSKA-SKORSKA et al., 2002).
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A importancia da ativagdo do fator de transcricdo NFkB na transformacgéao
induzida por BCR-ABL permanece controversa, nas quais, alguns trabalhos
mostraram que células hematopoiéticas expressando BCAR-ABL apresentaram uma
maior atividade de ligagdo ao DNA da subunidade p65 (RelA) do NFkB (HAMDANE et
al., 1997). Porém, quando foi utilizada uma forma mutante do IkB, que n&o pode ser
fosforilada e, portanto, inibe de forma constitutiva o NFkB; foi observado que a
ativacao deste fator de transcricdo ndo é necessaria para a protecido da apoptose,
mediada por BCR-ABL, apds a retirada de fatores de crescimento ou apds a
exposicao a agentes que causam dano ao DNA. Por outro lado, a atividade do NFkB
€ necessaria para que ceélulas hematopoiéticas transformadas com o BCR-ABL
formem tumores em camundongos nude e para a transformacao de células primarias
da medula 6ssea (REUTHER et al., 1998).

A via de sinalizagdo do RAS encontra-se constitutivamente ativada em células
expressando BCR-ABL e a inibicdo desta via diminui a capacidade do BCR-ABL de
transformar células da medula 6ssea murina (SAWYERS et al., 1995). Como
explicado anteriormente, a proteina BCR-ABL apresenta um sitio de ligacdo ao GRB-
2, esta proteina adaptadora € capaz de se associar ao SOS, que forma uma
plataforma para o recrutamento de RAS, permitindo a troca do GDP por um GTP e,
consequentemente, ativando-o (PENDERGAST et al., 1993; PUIL et al., 1994). Esta
constante ativagdo de RAS induz a uma maior expressao de MCL-7 em células
primarias de pacientes com LMC, enquanto que a inibicdo de AM/CL-7 induz uma
menor sobrevivéncia de células K562, que expressam o BCR-ABL de forma
constitutiva, tanto resistente quanto sensivel ao Imatinibe, produzindo efeitos
sinérgicos com este farmaco (AICHBERGER et al., 2005).

Recentemente foi demonstrado que a proteina serina/treonina fosfatase PP2A,
um supressor de tumor, esta funcionalmente inativada na crise blastica devido ao
aumento da transcricdo de SET, um inibidor de PP2A, mediada por BCR-ABL
(NEVIANI et al., 2005). Esta inativagdo permite a hiperfosforilagdo e,
consequentemente, inativacdo dos substratos pré-apoptoéticos de PP2A, como o BAD.
Além disto, a hiperfosforilagdo de algumas quinases como AKT e ERK leva a uma
prolongada ativacdo destas proteinas, induzindo a sinalizagcdo de vias de
sobrevivéncia e proliferagdo. A reativacdo de PP2A em células BCR-ABL positivas
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promove a desfosforilagdo destes fatores, suprimindo a proliferagdo e induzindo

apoptose.

Por fim, sabe-se que o BCR-ABL é capaz de ativar a via de sinalizagao
PI3K/AKT (SKORSKI et al., 1997), sendo que a inibicdo farmacologica desta via, em
células BCR-ABL positivas, com Wortmannin, leva a uma menor formagao de colonia
(SKORSKI et al., 1995). Nao se sabe precisamente como o BCR-ABL ativa a PI3K e,
consequentemente, fosforila o AKT. Aparentemente, a tirosina 177 do BCR-ABL tem
um papel central nesta ativagéo, por recrutar o complexo GRB2/GAB2 e fosforilar
GAB2, que se transforma em um sitio de ligacdo para o dominio SH2 da subunidade
p85 da PI3K (SATTLER et al., 2002). O AKT ativado ira fosforilar e, assim, regular a
atividade de diversos substratos, promovendo o aumento da sobrevivéncia. Entre os
substratos de AKT encontram-se: BAD, caspase-9, MDM2, mTOR, FoxO1, FoxO3a e
FoxO4 (BURGERING e MEDEMA, 2003; CARDONE et al., 1998; DATTA et al.,
1997; MAYO e DONNER, 2001).

A fosforilacdo, mediada pelo AKT, dos fatores de transcrigdo da familia FoxO
regula a sua localizag&o celular, pois apds a fosforilagado eles migram do nucleo para
o citoplasma, tornando-se, assim, inativos. Os fatores desta familia regulam a
expressao de genes envolvidos na diferenciagéo, reparo de danos no DNA, controle
do ciclo celular, metabolismo da glicose e apoptose (ACCILI e ARDEN, 2004; TRAN
et al., 2002). Entre os genes alvos, encontram-se os genes que codificam as
proteinas pré-apoptéticas: FasL, p27%7, BiMe TRA/L (DIJKERS et al., 2000; STAHL
et al., 2002).

A proteina TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand ou Apo2L) foi
primeiramente descrita em 1995, como sendo uma proteina capaz de induzir
apoptose de forma bastante rapida e recebeu este nome devido a sua alta homologia
com outros membros da familia do TNF e devido a sua semelhanca com o FasL
(ApoiL) (PITTI et al, 1996; WILEY et al, 1995). O TRAIL € uma proteina
transmembranica com um dominio N-terminal citoplasmatico curto € um dominio C-
terminal extracelular longo, com capacidade de se ligar aos seus receptores. A
ligacdo do TRAIL aos receptores TRAIL-R1 (DR4) ou TRAIL-R2 (DRS5) resulta na
trimerizagao do receptor, o que permite a ligagdo do FADD (Fas-Associated via Death

Domain), uma proteina adaptadora, e na formagao do DISC (death-inducing signalling
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complex). A proteina FADD tem dois dominios funcionais, um dominio C-terminal que
interage com os DR4 ou DR5 e um dominio N-terminal, que é capaz de recrutar as
pro-caspases 8 e 10 para o DISC, onde estas caspases sao ativadas, permitindo a
transmissao do sinal de apoptose (FALSCHLEHNER et al., 2007). Apos a caspase 8
ser ativada no DISC, ela tera dois substratos preferenciais, a caspase 3 e BID, a
ativacao da primeira levara diretamente a cascata da caspase, levando a apoptose,

enquanto que a clivagem de BID ira ativar a via intrinseca de apoptose (Figura 1).

Intrigantemente a cascata de sinalizagao intracelular induzida por TRAIL nao
leva somente a ativagcado das caspases efetoras e, consequentemente, a inicializagao
da apoptose, mas pode também induzir outras vias de sinalizagdo, como por exemplo
a ativagdo de NF-kB, AKT e MAPKs (FALSCHLEHNER et al., 2007). Apesar de todo
o conhecimento dos mecanismos moleculares da indu¢cdo de apoptose por TRAIL,
pouco se sabe sobre sua atividade na diferenciagao e proliferacao celular.

O TRAIL tem demonstrado duas fungdes importantes na defesa contra
tumores. Primeiro, esta proteina é capaz de induzir apoptose seletivamente em
células tumorais, enquanto que células normais sao altamente insensiveis
(ASHKENAZI et al., 1999; WALCZAK et al., 1999; WANG e EL-DEIRY, 2003); por fim,
o TRAIL é critico na vigilancia imunologica contra o desenvolvimento de tumores
(TAKEDA et al., 2002; TAKEDA et al., 2001; TAKEDA et al., 2004), sendo necessario
para a atividade das células T contra os tumores (SCHMALTZ et al., 2002). Isso se
reflete nos camundongos TRAIL™, que apresentam maior susceptibilidade & iniciagao
tumoral e a metastase (CRETNEY et al., 2002; SEDGER et al., 2002).
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Figura 1: Vias de sinalizagdo ativadas pela ligagdo de TRAIL com seus receptores.
(FALSCHLEHNER et al., 2007).

Somente recentemente comegou-se a ter um conhecimento mais aprofundado,
ao nivel molecular, da regulagéo transcripcional do 7/A/L. Diferentes trabalhos tém
demonstrado um aumento do mRNA deste gene por acido retindico (ALTUCCI et al.,
2001) e por citocinas, como os interferons (o, p e y) (CHEN et al., 2001; FANGER et
al., 1999; KAYAGAKI et al., 1999) e o TNF (SIEGMUND et al., 2001). Muito destes
estudos tém identificado sequéncias no promotor de TRAIL que sdo necessarias na
regulagcdo por estes indutores, dentre os fatores de transcricdo identificados,
importantes para a regulagdo da expresséo deste gene, podemos citar o ISGF-3 (INF-
stimulated gene-factor 3) (SATO et al., 2001), NFkB, FOXO3a (FKHRL1), FKHR
(GHAFFARI et al., 2003; MODUR et al.,, 2002) e EGR-2 e EGR-3 (DROIN et al.,
2003).

Tendo em vista a capacidade de TRAIL induzir apoptose seletivamente em
células tumorais (ASHKENAZI et al., 1999; WALCZAK et al., 1999; WANG e EL-
DEIRY, 2003), ele se tornou uma potencial molécula para o tratamento do cancer,
utilizando-se TRAIL recombinante, assim como tem se buscado alvos terapéuticos na
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sua via de sinalizacao, utilizando-se por exemplo anticorpos monoclonais capazes de
ativar DR4 ou DR5 (ASHKENAZI et al., 1999; CHUNTHARAPAI et al., 2001).

Devido & alta resisténcia das células BCR-ABL" & apoptose, o transplante de
medula 6ssea tem sido o unico tratamento definitivo para a LMC. Porém, a maioria
dos pacientes ndo estdo aptos a receber este tratamento, seja devido a idade
avancada ou em fungdo da auséncia de um doador HLA-compativel (GOLDMAN e
DRUKER, 2001). A descoberta que o BCR-ABL é necessario na patogenia da LMC e
gue sua atividade tirosina-quinase € importante na transformacéao celular fez com que
a ABL quinase se tornasse um alvo interessante para a intervengao terapéutica
(DEININGER, 2004). Assim, foi desenvolvido o Mesilato de Imatinibe (Glivec ou
STI571), um derivado de 2-fenilaminapirimidina, que apresenta grande especificidade
pela tirosina-quinase ABL (DRUKER et al., 1996) e que inibe competitivamente e em
concentragbes micro molares a ligagdo do ATP com o dominio quinase de ABL
(MAHON et al., 2000). Dessa forma, a atividade enzimatica da proteina BCR-ABL é
suprimida, levando a morte da célula leucémica por diminuir sua resisténcia a
apoptose. Esse farmaco tem demonstrado ser capaz de induzir a apoptose
seletivamente em células BCR-ABL" e tem obtido sucesso no tratamento de
pacientes com LMC (OHNO, 2006).

Apesar das altas taxas de resposta hematologica e citogenética, tem sido
observado, em um crescente numero de pacientes com LMC, a resisténcia ao
Mesilato de Imatinibe, principalmente em pacientes nos estagios mais avangados da
doenca. Os dois principais mecanismos de resisténcia sdo o aumento da expressao
de BCR-ABL devido, principalmente, a uma amplificagdo génica e, mais
freqUuentemente, a aquisicdo ou selecdo de mutagdes pontuais especificas em varias
regides criticas do BCR-ALL (GORRE e SAWYERS, 2002; HOCHHAUS et al., 2002;
SOVERINI et al., 2004).

Entretanto, algumas linhagens celulares apresentam resisténcia ao Imatinibe
sem apresentar uma maior expressdo de BCR-ALL ou mutagdes nesta proteina. De
fato, 10 a 50% dos pacientes com LMC, que apresentam resisténcia secundaria ao
Imatinibe, n&o apresentam mutagdes detectaveis no BCR-ABL, sugerindo, neste
processo de resisténcia, o envolvimento de outros mecanismos, que nao estdo sobre
controle direto da atividade de tirosina-quinase de BCR-ABL (MAHON et al., 2000).
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Assim, enquanto o Imatinibe e as novas geragdes de inibidores tém melhorado o
tratamento da LMC, um entendimento detalhado das vias de sinalizagdo que sao
ativadas pelo BCR-ABL, tanto dependentes quanto independentes de sua atividade
tirosina-quinase, € necessario para uma compreensdo detalhada da leucemia
induzida pelo BCR-ABL. Essa informagao podera ser utilizada em novas estratégias
terapéuticas que poderao ser aplicadas independentemente ou combinado com
inibidores de atividade tirosina-quinase para o tratamento da LMC. Isto tem
estimulado alguns grupos, entre os quais o nosso, a utilizarem uma abordagem
genbmica, como técnicas de DNA Microarray, para detectar a expresséo diferencial
de alguns genes que possivelmente estejam envolvidos neste processo de

transformagao maligna e resisténcia ao Imatinibe.

Em trabalhos prévios no nosso laboratério, ainda ndo publicados, foram
estabelecidas trés linhagens celulares transfectadas com o oncogene BCR-ABL, as
quais expressam, de forma constitutiva, a proteina BCR-ABL: HL60.BCR-ABL,
HeLa.BCR-ABL e SKW.6.4.BCR-ABL. A expressao génica global dessas células foi
comparada com suas respectivas contrapartes, transfectadas apenas com o vetor
vazio, a saber, HL60, HeLa e SKW6.4. Para obtengédo da expressao génica utilizou-se
a técnica de hibridizagdo em DNA Microarrays, realizado com CodeLink™ Bioarray
Chips (GE Health Care), compostos por oligonucleotideos representando cerca de
20.000 genes humanos distintos, com sequéncias catalogadas em banco de dados
(Human Unigene, NCBI). Os dados extraidos de cada Microarray foram normalizados
de acordo com os valores de fluorescéncia dos genes de expressao constitutiva,
presentes nos chips como controles internos (GAPDH e BACTINA), e os genes
expressos diferencialmente nas células BCR-ABL™ em relagdo as negativas foram
identificados pelas razdes dos valores de intensidade fluorescente obtidos a partir de
amostras teste e controle, pelo programa CodelLink Expression v.2.3 (GE Health
Care).

Desse modo, a analise de expressao génica diferencial, detectou 465 genes
cuja expressao esta aumentada em células HL60.BCR-ABL e HeLa.BCR-ABL. Além
disso, 70 genes apresentaram expressao diminuida, sendo que a maioria apresentou
uma alteragao discreta (Figura 2). Nao foram selecionados genes diferencialmente
expressos em SKW6.4.BCR-ABL, pois nesta linhagem a presenga do BCR-ABL né&o
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produziu um fendtipo de resisténcia a apoptose. Dentre os genes selecionados que
apresentaram uma maior variagdo e cuja fungédo parece ser importante na patogenia
das leucemias BCR-ABL® encontram-se os genes que codificam as proteinas
SH3BGRL2 (SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2); TPD52L1 (tumor
protein D52-like 1), também conhecida como D53; PRAME (preferentially expressed
antigen in melanoma); DAP12, também conhecido como TYROBP (tyro protein
tyrosine kinase binding protein) e CALCINEURINA A BETA. Os trés primeiros
apresentaram uma expressido aumentada e os dois ultimos apresentaram uma

expressao diminuida.

HL60.Bcr-Abl_vs_HL60 SKW.Bcr-Abl_vs_SKW

47 down

2559 down

2

HeLa.Bcr-Abl _vs_HeLa

Figura 2: Numero de genes que sdo modulados pela expressdo de BCR-ABL nas células
HL60, HeLa e SKW.6.4.

O gene que codifica a proteina SH3BGRL2 esta localizado no cromossomo 6,
na regido 6q13-15, uma regido associada com a diminuigdo da heterogeneicidade em
varias formas de tumores solidos como cancer de prostata (ROKMAN et al., 2001),
carcinomas hepatocelulares (SAKAKURA et al, 1999) e cancer de mama
(RODRIGUEZ et al., 2000). Essa proteina se localiza principalmente no nucleo e na
regido perinuclear, possui uma regiao rica em prolina que apresenta um dominio SH3
e, através de bioinformatica, € classificada como pertencente a superfamilia de
proteinas “Thioredoxin-like” que agrupa um grande numero de proteinas com

atividade de oxirreducéo, sugerindo que a proteina SH3BGRL2 possa estar envolvida
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no controle de processos celulares dependentes de oxirredugao (MAZZOCCO et al.,
2002). Dentre os processos regulados por essa familia de proteinas podemos citar:
defesa ao estresse oxidativo, proliferagado celular, transdugcé&o de sinais e regulagéo
da transcricdo (ARNER e HOLMGREN, 2000; KONTOU et al., 2004; NAKAMURA et
al., 1997).

O gene que codifica a proteina D53 também esta localizado no cromossomo 6,
na regido 6922-23 (BYRNE et al., 1996). Esta proteina apresenta grande homologia
com os membros da familia D52 (D52, D53 e D54), incluindo um dominio coiled-coil o
que indica interacao proteina-proteina. Esta familia de proteinas esta envolvida na
transducao de sinal mediada por calcio e na proliferacao celular (BYRNE et al., 1998).
Sabe-se que o gene D53 esta presente em um “cluster’ de genes implicados na
divisao celular, morte celular e segregagdo de cromossomos, e que a sua regulagao é
dependente da fase do ciclo celular, sendo seu pico de expressao na transi¢cao de
G2-M (BOUTROS e BYRNE, 2005). Entretanto, foi recentemente demonstrado que a
indugcdo da expressdo de D53 em linhagem celular 3T3, n&o induz aumento da
proliferagdo ou capacidade de crescimento independente de ancoragem, enquanto a
expressao ectopica de D52 é capaz de induzir estes fenotipos. Da mesma forma, a
reducdo da expressao de D52 em células SK-BR-3 é capaz de induzir apoptose,
enquanto a reducao de D53, ndo (SHEHATA et al., 2008).

O gene que codifica a proteina DAP12 esta localizado no cromossomo 19, na
regiao 19q13.1. Essa proteina esta associada a ativagao de células natural killer (NK),
ja que varios receptores de ativacdo de NK dependentes de DAP12 tém sido
identificados (LANIER, 2005; TOMASELLO e VIVIER, 2005). Além disso, as células
NK exercem importante papel na resposta imune anti-leucémica na LMC, pois
apresentam atividade citotoxica somente contra as células progenitoras leucémicas
(LIM e COLEMAN, 1997). Finalmente, sabe-se que células NK quando transfectadas
com o BCR-ABL tém sua atividade citotoxica reduzida, porém nao se sabe quais os
mecanismos moleculares envolvidos (CHIOREAN et al., 2003).

O gene que codifica a proteina CALCINEURINA A BETA esta localizado no
cromossomo 10, na regido 10q21-22. Sabe-se que esta molécula apresenta fungdes
pré-apoptéticas e anti-apoptoticas, dependendo do contexto celular (ASADA et al.,
1998; JAYARAMAN e MARKS, 2000; LOTEM et al., 1999; TOMBAL et al., 2000;
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WANG et al., 1999; ZHAO et al., 1995). Porém nao se sabe o comportamento desta
molécula em células que apresentam o BCR-ABL.

O gene que codifica a proteina PRAME foi inicialmente descrito em um
paciente que apresentava um quadro de melanoma recorrente, sendo encontrado um
antigeno capaz de iniciar uma resposta imune citotéxica mediada por linfocitos T
autologos, a esse antigeno foi dado o nome de PRAME (PReferentially expressed
Antigen of MElanoma) (IKEDA et al., 1997). Em trabalhos subsequentes, ao se
analisar o perfil de expressdo génica em diferentes estagios da progressdo do
melanoma, foi demonstrado que o PRAME é expresso em melanomas primarios,
porém ndo €& expresso em tecidos de pele saudavel ou em lesbes melanociticas
benignas. Sugerindo que a expressdao de PRAME & um evento da transformagao do
melandcito (HAQQ et al., 2005).

Em seguida, foi demonstrado que o PRAME é frequentemente expresso em
diferentes tumores e sua expressao se correlaciona com o prognostico e a sobrevida
dos pacientes. Sabe-se que este gene é expresso em carcinomas de pulm&o; mama;
renal; tumores de cabecga e pescogo; linfomas de Hodgkin’s; sarcomas; tumores de
Wilm e meduloblastoma (BEER et al., 2002; BOON et al., 2003; IKEDA et al., 1997,
NEUMANN et al., 1998; WILLENBROCK et al., 2006). Além de ser expresso em
leucemias, como nas fases aguda e crbénica das leucemias mielociticas e linfociticas;
leucemia linfoblastica aguda; leucemia mieldide aguda e, aparentemente, ocorre um
aumento durante a progressao da leucemia mieldide cronica (GREINER et al., 2004;
PAYDAS et al., 2005; RADICH et al., 2006; STEINBACH et al., 2002a; STEINBACH
et al., 2002b; VAN BAREN et al., 1998).

Um outro tumor onde normalmente encontra-se uma alta expressdo de
PRAME é o neuroblastoma, no qual foi observada a expressao deste gene em 93%
dos tumores primarios e em 100% dos pacientes em estagios mais avangados. Neste
tumor observam-se associagdes altamente significativas entre a alta expressédo de
PRAME e o estagio mais avangado da doenga e a um prognéstico desfavoravel
(OBERTHUER et al., 2004). No caso do tumor de mama, foi observado que a alta
expressdo de PRAME funciona como um marcador molecular para um prognostico
desfavoravel, sendo que a alta expressao de PRAME se correlaciona com uma maior
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probabilidade de desenvolver metastases e com uma menor sobrevida do paciente
(VAN 'T VEER et al., 2002).

Diferentemente de outros antigenos do tipo “cancer-testis” (CTA), a expressao
de PRAME também é observada em alguns tecidos saudaveis. Além dos testiculos,
foi observada sua expressao em ovarios, glandulas adrenais, endométrio e células
CD34" da medula 6ssea (IKEDA et al., 1997; STEINBACH et al., 2002b). A alta
expressédo de antigenos do tipo CTA nos testiculos pode ser explicada pela ampla
demetilagdo de ilhas de CpG no genoma das células germinais masculinas, porém
muito pouco se sabe sobre a causa da expressao aumentada de PRAME nos
tumores. Como a maioria dos estudos tem usado técnicas baseadas na quantificagao
da expressdo de mRNA, esta claro que os niveis dos transcritos deste gene s&o
altamente induzidos em amostras tumorais, porém nao se sabe se isto ocorre devido
a amplificagbes génicas, maiores taxas de transcrigdo ou uma maior meia-vida do
mMmRNA. Nao foram descritas até o momento alteragdes genéticas como mutagdes e
translocag¢des neste gene. Porém, recentemente foi demonstrado que a hipometilagao
das ilhas de CpG presentes no promotor do PRAME é responsavel pela sua maior
expressdo em tumores humanos (SCHENK et al., 2007).

Surpreendentemente, uma ampla familia de genes “PRAME-like” e
pseudogenes tém sido observadas no genoma humano. Foram observados 22
‘PRAME-like” genes e 10 Pseudogenes, os quais tém surgido recentemente na
evolugdo por meio de extensivas duplicacbes génicas (BIRTLE et al., 20095).
Entretanto, pouco se sabe sobre a expresséo destes genes e suas possiveis fungdes.
O genoma de camundongo contém varios genes “PRAME-like” em uma regido
ortéloga, porém nao esta claro se um ortélogo funcional do PRAME existe.

Assim sendo, surge a questao se a expressdao de PRAME esta implicada nas
causas da transformagdo oncogénica ou se isto é apenas uma consequéncia da
doenga. Dados recentes indicam que o PRAME pode ser importante na progresséo
tumoral por interferir com a sinalizagdo do receptor do acido retindico - RAR (EPPING
et al., 2005). A sinalizacdo do acido retindico é essencial no desenvolvimento,
determinacao da diferenciagdo celular e homeostase do tecido. O acido retindico (RA)
induz a transcricdo de diversos genes alvos por se ligar e ativar o seu receptor,

resultando em diferenciagdo e parada do ciclo celular em células responsivas
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(ALTUCCI et al., 2001). Assim sendo, a perda da responsividade ao acido retindico é

benéfica para as células tumorais.

A sequéncia de aminoacidos da proteina PRAME revela a presenca de sete
possiveis regides de ligagdo aos receptores nucleares. Estas regides apresentam o
motivo LXXLL (onde L é leucina e X € qualquer outro aminoacido) e normalmente
estdo presentes em proteinas que se ligam e modulam a atividade de receptores
nucleares hormonais. Assim, foi verificado se o PRAME possuiria a capacidade de
reprimir a transativacao de diversos receptores nucleares e foi notado que esta

proteina € capaz de inibir apenas a sinalizagdo do RAR (EPPING et al., 2005).

O RAR reprime a transcricdo dos genes alvo na auséncia do seu ligante e ativa
a transcrigdo apos a ligagdo com o acido retindico (RA). Foi observado que o PRAME
se liga diretamente ao RAR e inibe a transativagdo, mesmo na presencga do acido
retindico, agindo assim, como um repressor dominante da via do RAR. A expresséo
ectdpica de PRAME, em células sensiveis ao RA, foi capaz de induzir resisténcia a
parada do ciclo celular, diferenciagdo e apoptose induzidos pelo RA. Além disto, a
inibicdo da expressdo de PRAME por RNA de interferéncia em linhagens de
melanoma resistentes ao acido retindico, restaurou a sensitividade e induziu a
expressdo dos genes alvos RARB e p21. Outro dado importante, € que o
xenotransplante de melanoma com o PRAME inibido pode ser tratado com acido
retindico, resultando em tumores com tamanho significativamente menor quando

comparado com tumores sem a inibicao deste gene (EPPING et al., 2005).

O mecanismo pelo qual o PRAME inibe a trans-ativacdo mediada pelo RAR é
independente do recrutamento de histona deacetilases (HDACs), e dependente do
recrutamento da proteina EZH2 (Figura 3), do grupo dos polycombs, ja que em
ensaios de co-imunoprecipitacdo foi possivel observar a interacdo de PRAME e
EZH2. Além disto, o silenciamento de EZHZ2 é capaz de reverter a inibicdo da via do
RAR mediado por PRAME. Também é importante ressaltar que mutacédo pontual no
dominio com atividade histona metil-transferase, chamado SET, da proteina EZH2
também restaura a sinalizagdo do RAR e, por fim, o silenciamento do gene EED, que
codifica uma proteina fundamental do complexo PRC2 também é capaz de recuperar
a sinalizacado do RAR (EPPING et al., 2005).
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Figura 3: Inibicdo da via do acido retindico mediada por PRAME (EPPING et al., 2005).

Sabe-se que existem pelo menos quatro diferentes complexos formados pelas
proteinas polycombs. Destes, dois sao extremamente importantes para o
silenciamento génico, o PRC1 (polycomb repressor complex 1) e PRC2. A metilagéo
da lisina 27 de histona H3 (H3K27) é catalizada pelo PRC2, um complexo que
depende de trés principais componentes: EED (“embryonic ectoderm development”),
SUZ12 (“suppressor of zeste 127) e EZH2 (“enhancer of zeste homologue 27), este
ultimo possui um dominio SET, com atividade histona metil-transferase. A lisina 27 da
histona H3 trimetilada serve como um sitio de ligagdo para o complexo PRC1, que
possui as proteinas RING1A, RING1B e BMI1. Apesar de nido ser conhecido o
mecanismo exato pelo qual as proteinas do complexo polycomb reprimem a
transcricdo, sabe-se que os componentes RING1A-B funcionam como uma ubiquitina
ligase para a monoubiquitinacdo da lisina 119 da histona H2A e, aparentemente, a
proteina BMI1 é capaz de aumentar este efeito (CAO et al., 2005; DE NAPOLES et
al., 2004; WANG et al., 2004). Assim, é possivel que a ubiquitinagado da histona H2A
possa interferir com a dindmica do nucleossoma ou com a estabilidade da RNA
polimerase e, portanto, inibir a expressdo dos genes onde os complexos PRC1 e 2
estdo agindo.
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Trés trabalhos recentes mostram evidéncias que locais do genoma onde
ocorre metilagdo da H3K27 estao sujeitos a metilagado de novo de ilhas CpG no DNA,
em células tumorais, o0 que permitiria um silenciamento ainda mais estavel destes
genes (OHM et al., 2007; SCHLESINGER et al., 2007; WIDSCHWENDTER et al.,
2007).

Mais recentemente, quatro grupos descreveram que as proteinas UTX e
JMJD3 séo capazes de demetilar lisina 27 di ou trimetilada, na histona H3 (AGGER et
al., 2007; DE SANTA et al., 2007; LAN et al., 2007; LEE et al., 2007). Estes achados
tém grande importancia em como o silenciamento génico mediado pelo grupo dos

polycombs pode ser revertido.

Assim sendo, € possivel que a expressao de 7ARA/L, que € induzida pelo acido
retindico (ALTUCCI et al., 2001), seja regulada por PRAME, um repressor dominante
da via do acido retindico (EPPING et al., 2005), em um processo dependente de
EZH2, uma proteina do grupo dos polycombs. Este processo, se comprovado, teria
grande relevancia na fisiopatologia e terapéutica da LMC e, possivelmente, também

de outros tumores.

Logo, a hipotese deste trabalho é que APRAME tenha sua expressao
aumentada na LMC o que, por inibir a via do acido retindico, ira reduzir a expressao

de 7RA/L, um importante supressor tumoral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Nosso grupo de pesquisa desenvolve diversos trabalhos que investigam, por
meio de abordagens gendmicas e protedmicas, as vias bioquimicas de sinalizag&o
intracelular que sdo alteradas pelo neo-oncogene BCR-ABL. Ainda nesse contexto,
procuramos melhorar o conhecimento dos mecanismos pelos quais a proteina BCR-
ABL exerce sua atividade de transformacao tumoral, com énfase na sua atividade
anti-apoptética, além de buscar novos alvos terapéuticos e marcadores progndsticos

em leucemias que apresentem o cromossomo Filadélfia.

2. 2 Especificos

1- Validar os resultados de expressdo génica global, obtidos anteriormente
pela técnica de cDNA “Microarray” através da quantificagdo da expressédo dos genes
SH3BGRL2, D53, PRAME, DAP12 e CALCINEURINA A BETA em linhagens
celulares BCR-ABL", BCR-ABL" e em células de pacientes portadores de LMC, em

diversas fases da doenca;

2- Verificar se a expressao de PRAME é regulada por BCR-ABL e se a

expressao de PRAME pode ser utilizada como um marcador da progressédo da LMC,;

3- Definir se a expressao de PRAME é capaz de reduzir a expressao de 7RA/L

e verificar se este possivel processo € dependente de EZH2;

4- Avaliar o potencial uso da proteina PRAME como alvo terapéutico, isolado

ou em associagdo com o Mesilato de Imatinibe, nas leucemias Ph™;

5- Analisar se uma maior expressao de PRAME esta correlacionada a uma

menor expressao de 7RA/L em outros tipos tumorais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

No estudo foram utilizadas amostras de sangue periférico 40 pacientes com
LMC, sendo 11 pacientes na fase crbnica, 10 na fase acelerada, 10 na fase blastica e
9 em remissao citogenética completa. O grupo de pacientes € composto por 20
homens e 20 mulheres, com idade média de 40 anos. Os pacientes avaliados nesse
estudo foram selecionados com base no diagnostico da doencga, realizado por meio
de achados clinicos e laboratoriais. O diagnéstico de LMC foi confirmado por meio da
deteccdo do BCR-ABL pela técnica de RT-PCR em tempo real e/ou identificacdo do
cromossomo Philadélfia por citogenética. Os dados clinico-laboratoriais e de
terapéutica utilizados nos pacientes foram obtidos a partir da revisdo dos prontuarios
arquivados em cada hospital de procedéncia dos pacientes. Os pacientes assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) autorizando a obtencgdo e
utilizacdo das amostras de sangue para desenvolvimento desse estudo.

O grupo controle foi formado por 10 individuos com idade média de 41
anos, sendo 5 do sexo masculino e 5 do sexo feminino. Todos também assinaram o

TCLE antes da colheita de 40 ml de sangue periférico.

Células mononucleares de sangue periférico dos pacientes com LMC em
diferentes fases da doencga, antes e apds tratamento com o Mesilato de Imatinibe e
dos individuos saudaveis foram obtidas, armazenadas em Trizol® (Invitrogen Life

technologies) para posterior realizagado da extracdo de RNA.

O sangue periférico dos pacientes foi submetido a separagdo das células
mononucleares pelo método de Ficoll-Hypaque conforme técnica descrita por Boyum
em 1977 (BOYUM, 1977). O sangue foi diluido em solugdo fisiologica e aplicado
delicadamente as paredes dos tubos de polipropileno de 15 ml, contendo Ficoll-
Hypaque 1,077, na proporcédo de 4 para 1 parte em volume, respectivamente. Apds
centrifugacdo a 500 g durante 20 minutos, as células foram retiradas da interface
plasma-Ficoll-Hypaque e lavadas duas vezes com solugéo fisiolégica. As células
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mononucleares na concentragdo de 5 x 10° células foram re-suspendidas em 0,5 ml
de Trizol®.

Essas amostras que estdo sendo utilizadas em diferentes projetos de
pesquisas do laboratério. O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein (CEP/Einstein nimero 06/405)
e do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (CEP/ICB
parecer 725).

3.2 Linhagens celulares
Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares:

K562: Isolada de efusdo pleural de uma paciente com 53 anos em fase
terminal da crise blastica. Linhagem de origem hematopoiética, multipotente que se
diferencia espontaneamente em precursores das séries eritrocitica, granulocitica e

monocitica;
K562pRS: K562 infectada com o vetor pRS vazio;

K562pRS-PRAME: K562 infectada com o vetor pRS-PRAME. Esta linhagem

apresenta baixa expressao de PRAME;

K562pRS-EZH2 3: K562 infectada com o vetor pRS-EZH2 3. Esta linhagem
apresenta baixa expressao de EZH2;

K562pRS-EZH2 4: K562 infectada com o vetor pRS-EZH2 4. Esta linhagem
apresenta baixa expressao de EZH2;

LAMA-84: Linhagem celular de leucemia mieldide crénica estabelecida do
sangue periférico de uma paciente com 29 anos na fase blastica. Essa linhagem tem
caracteristicas morfologicas de blastos da linhagem megacariocitica;

KBM7: Linhagem celular derivada de um paciente de 39 anos na fase blastica.
As células sao fenotipicamente mieldide e expressam atividade quinase do BCR-ABL,;
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HL-60: Linhagem humana derivada de leucemia promielocitica aguda, que

possui uma alta expressédo de c-myc e € extremamente sensivel a apoptose;

HL60.BcrABL: HL60 infectada com o plasmideo pSRaMSNtkneo.p185BCR-
ABL. Essa linhagem é extremamente resistente a apoptose;

HelLa: Linhagem epitelial humana isolada de carcinoma cervical, transformada
pelo papilomavirus humano 18 (HPV18). A expressao de p53 nessa linhagem é
baixa;

HelLa.BCR-ABL HelLa infectada com o plasmideo pSRaMSNtkneo.p185BCR-
ABL. Resistente a apoptose;

SKW6.4: Linfécito B humano transformado pelo virus Epstein-Barr (EBV);

SKW6.4.BCR-ABL.: SKW6.4 infectada com o] plasmideo
pSRaMSNtkneo.p185BCR-ABL. Essa linhagem €& sensivel a apoptose apesar da
presenca do BCR-ABL;

THP1: Mondécito humano derivado de leucemia monocitica aguda;

THP1.BCR-ABL: THP1 infectada com o plasmideo pSRaMSNtkneo.p185BCR-
ABL;

293Phoenix-ampho: Linhagem produtora de retrovirus altamente transfectavel.
Criada a partir da 293T com construgdes capazes de produzir gag, pol e proteinas do

envelope para retrovirus amphotrépicos.

O cultivo das linhagens celulares supracitadas foi realizado em meio
RPMI1640 completo (suplementado com 10% soro fetal bovino, 2 mM glutamina, 100
ug/ml penicilina, 100 ug/ml estreptomicina e 25 mM HEPES), com excecédo das
linhagens 293Phoenix-ampho, HeLa e HelLa.BcrABL que foram cultivadas em meio
DMEM completo.

3.3 Tratamento das Linhagens com Mesilato de Imatinibe
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As linhagens HL-60, HL60.BCR-ABL, K562, K562pRS, K562pRS-PRAME,
K562pRS-EZH2 3 e K562pRS-EZH2 4 foram plaqueadas na concentracdo de 3 x 10°
células por poco em placa de 6 pogos, cultivadas em trés ml de meio RPMI 1640
completo (suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2mM glutamina, 100u/ml
penicilina, 100 ug/ml estreptomicina) e na presenga ou auséncia de STI571 nas
concentracodes finais de 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 10mM. As células foram mantidas
na estufa a 37 °C e 5% de CO, por 8, 24, 48 ou 72 horas. Ao final de cada periodo,
as células foram retiradas e processadas para a obtengao de amostras para cDNA e
Western-blot.

3.4 Extracao de RNA, sintese de cDNA

A extracdo do RNA total das células mononucleares dos pacientes e das
linhagens celulares foi realizada pelo método do Trizol®, de acordo com protocolo do
fabricante (Invitrogen Life Technologies). Em linhas gerais, 4 x 10° células foram
lisadas com 0,5 mL de Trizol e, apos precipitagdo e lavagem do RNA, os precipitados
foram ressuspensos em 30ul de agua livre de RNAses.

A concentragdo de RNA total foi detectada por espectrofotometria (A=260 nm),
observando-se a relagéo entre 1,8 e 2,0 sobre a leitura a 280 nm, e trés microgramas
de RNA total foram usados para obtengdo do cDNA, utilizando-se a Superscript I
(Life Technologies), de acordo com protocolo do fabricante. Todos os produtos

utilizados foram adquiridos da empresa Invitrogen, Life Technologies.

Para a verificagcdo da qualidade dos cDNAs sintetizados foram feitas reagoes
de RT-PCR para b-actina. O primer usado para amplificar a b-actina foi: Forward
(GTG GGC ATG GGT CAG AAG) e Reverse (GGC CAT CTC TTG CTC GAA). Para
essa reacao foi utilizado o seguinte ciclo: (94 °C/1 minuto, 94 °C/ 30 segundos, 54 °C/
30 segundos, 72 °C/45 segundos) x 24 ciclos, 72 °C/5 minutos.

3.5 RT- PCR em Tempo Real
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Para a amplificagado por RT-PCR em tempo real dos genes de interesse, foram
desenhados primers especificos. Para isso foram utilizadas as sequéncias de cDNA
obtidas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a saber: PRAME
(NM_ 206954.1), Calcineurina a beta (NM_021132), D53 (NM_003287), DAP12
(NM_003332), SH3BGRL2 (NM_031469), EZH2 (NM_004456), EED (NM_003797),
SUZ12 (NM_015355), UTX (NM_021140), JMJD3 (NM_001080424) e TRAIL
(NM_003810). Essas sequéncias foram wusadas no programa PRIMER3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi), para o desenho dos
primers. No programa foi escolhido o tamanho do produto da amplificagdo de 100 a
300 pares de base. O programa gera 5 possiveis primers e, para a escolha do
oligonucleotideo a ser sintetizado, foi verificado a qualidade dos primers no programa
Jellyfish, e escolhido o que apresentava uma maior qualidade. Por fim, foi verificado
se 0 primer se anela apenas com o gene de interesse, utilizando-se a sequéncia do
par de primers no BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) e verificando se
apenas o0 gene de interesse se liga a ambos os primers. Os oligonucleotideos
selecionados foram sintetizados pela Invitrogen, Life Technologies.

Os pares de Oligonucleotideos utilizados foram os seguintes:

PRAME Foward: 5’- GGT TCC ATT CAG AGC CGA TA -3

PRAME Reverse: 5- TCA AGT CCA TCA AGC ACA GC -3
Calcineurina a beta Foward: 5- CAG CCC GGA AAG AAATCATA-3
Calcineurina a beta Reverse: 5- ATC CAAACCCTTTGC CTC TT -3
D53 Foward: 5'- CAA AAA CTC GGC ATG AAC CT -3

D53 Reverse: 5'- CCG CCT ACT TTC GTC TTG AG -3’

DAP12 Foward: 5- GCT GGC TGT AAG TGG TCT CC -3’

DAP12 Reverse: 5- TAA GGC GAC TCG GTC TCA GT -3

SH3BGRL2 Forward: 5'- GCT TCG TGG CGA TAA AGA AG -3’
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SH3BGRL2 Reverse: 5°- TGT GTT GCT TTC CTT GGA TTC -3’
EZH2 Foward: 5-AGG ACG GCT CCT CTA ACC AT-3’

EZH2 Reverse: 5'-CTT GGT GTT GCACTG TGC TT-3’

EED Foward: 5-GAG AGG GAA GTG TCG ACT GC-3’

EED Reverse: 5-GGT GTA TCA GGG CGT TCA GT-3’

SUZ12 Foward: 5-CTG CCT CCATTC GAAACA TT-3

SUZ12 Reverse: 5’-GTT TGG CAA TAG GAG CCG TA-3’

UTX Forward: 5-CCT CAT AAC CGC ACA AAC CT-3’

UTX Reverse: 5-ATT AGG ACC TGC CGA ATG TG-3’

JMJD3 Forward: 5-GGC CAC CAG GAG AAT AAC AA-3’
JMJD3 Reverse: 5-ACA GAA AGC GCT GAT GGT CT-3
TRAIL Forward: 5'-AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA AAC-3
TRAIL Reverse: 5-GCC AAC TAA AAA GGC CCC GAA AAA-3’

Para as reacdes de quantificacdo por RT-PCR em tempo real foi utilizado o kit
Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG, da Invitrogen. Para cada reagao foi
utilizado 6,25 ml de SYBR Green; 4,25 ml de agua livre de DNAse/RNAse; 0,5 ml de
cada primer (foward e reverse) e 1 ml do cDNA previamente diluido 1:10 em agua
livre de DNAse/RNAse. O ciclo de amplificagdo utilizado foi: 50 °C/2 minutos, 95
°C/15 minutos, 50x (94 °C/30 segundos, Temperatura de anelamento do
primer/tempo de anelamento do primer, 70 °C/30 segundos), 95 °C/1 minuto e a
curva de dissociacdo até 95 °C. A temperatura de anelamento e o tempo de
anelamento utilizados foram os seguintes: PRAME (57 °C/25 segundos), Calcineurina
a beta (56 °C/25 segundos), D53 (59 °C/20 segundos), DAP12 (63 °C/25 segundos),
SH3BGRL2 (59 °C/20 segundos), EZH2 (56 °C/25 segundos), EED (58 °C/25
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segundos), UTX (56 °C/25 segundos), JMJD3 (56 °C/25 segundos) e TRAIL (59
°C/20 segundos).

Os produtos de amplificacdo foram detectados por eletroforese em géis de
agarose a 2% para verificar se houve formagao de bandas inespecificas.

A Expressdo do gene PRAME foi realizada por meio de ensaios em
colaboragdo com o Dr. Rodrigo Proto-Siqueira e Prof. Dr. Marco Antonio Zago na
Faculdade de Medicina de Riberdo Preto (FMRP-USP). A amplificagao desse gene foi
feita em 40 ciclos, usando o TagMan PCR Master Mix na plataforma SDS 5700. Os
primers utilizados foram: pra2F-GAGGCCGCCTGGATCAG (forward) e pra2R-
CGGCAGTTAGTTATTGAGAGGGTTT (reverse) e a probe utilizada foi: FAM-
TCACGTGCCTGAGCAA-MGBQ.

3.6 Calculo da expressao relativa e Analises estatisticas

Para o calculo da expressao relativa foi utilizado o método de Livak, que
consiste em subtrair o Ct (“threshold cicle”) do gene de interesse pelo Ct do gene
housekeeping (GAPDH), obtendo-se o DCt, em seguida subtrai-se esse DCt pelo DCt
do gene calibrador (gene cuja expressao sera considerada 1), obtendo-se o DDCt e,

por fim, calcula-se o 2°°P¢

, que representa quantas vezes o gene de interesse esta
aumentado ou diminuido em relagdo ao calibrador. Quando o gene n&o apresenta Ct,
por nao amplificar nos 50 ciclos usados no experimento, considera-se o Ct como 50,

para poder se calcular o 27°P¢,

Para o calculo do 224Ct

ser valido é necessario demonstrar que as eficiéncias
de amplificagdo do gene alvo e do gene constitutivo sdo aproximadamente iguais.
Para isso, foi feita uma curva de diluicdo do cDNA utilizado e calculado o ACt. Para
todos os primers utilizados, obteve-se eficiéncias de amplificagdo semelhantes entre

os genes alvos e o GAPDH.

Para as analises estatisticas entre os grupos de pacientes nas diferentes fases
da doenca foi utilizado o método One-way ANOVA com o teste Kruskal-Wallis, pois se

objetiva comparar mais de duas médias amostrais, com distribuicdo ndo paramétrica.
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Para obtencdo das correlagbes entre as expressdes de dois genes nos pacientes foi
calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman, o valor de p “two-tailed”,com
intervalo de confianga de 95%. Este teste foi escolhido porque se desejava verificar

correlagdes entre variaveis intervalares absolutas com distribuicdo ndo paramétrica.

3.7 Eletroforese de proteinas (SDS-PAGE) e “Western-blot”

Este método foi utilizado para detectar a expressédo de proteinas de interesse
(BCR-ABL, c-ABL, PRAME, EZH2, P-FOXO3a e actina), a fosforilagdo induzida pelo
BCR-ABL e o bloqueio desta fosforilagdo induzido pelo Mesilato de Imatinibe (STI-
571). Assim sendo, foram utilizadas 1 x 10° células, tratadas ou ndo com o STI-571,
essas células foram centrifugadas a 240 g, por 5 minutos a 4°C e foram lisadas em
100 wl de tampao de amostra (SDS 1x, “Sodium Dodecyl Sulphate”), seguido pelo
aquecimento a 100 °C por 5 minutos e resfriamento no freezer —20 °C. O estoque
destas amostras foi mantido a -20 °C. As proteinas presentes foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS PAGE - “Sodium dodecyl
sulphate gel electrophoresis®), seguida de “Western-Blot”.

Apos a preparacéo do gel de corrida na percentagem adequada para viabilizar
a deteccido de cada proteina estudada, 25 pl da amostra foram aplicados em cada

poco e a eletroforese foi conduzida a 100 V.

ApOs a eletroforese, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de 0,22 mm de PVDF (0,15 A, amperagem constante) por 4 a 5 horas.
Apos a transferéncia, a membrana foi deixada overnight na solugcdo de bloqueio
composta por 5% Leite em p6 desnatado em TBS Tween (150 mM NaCl; 50 mM Tris-
Cl; 0,05% Tween 20); 0,1% Azida para a maioria dos anticorpos utilizados, a excegéo
do antifosfotirosina, onde foi utilizada uma solugdo composta por 5% BSA (“Bovine
Serum Albumin”) em TBS Tween, 0,1% Azida. Em seguida as membranas foram
incubadas por 12 a 18 horas a 4 °C com o anticorpo primario. Apdés a marcagao a
membrana foi lavada trés vezes em tampao TBS-tween e incubada por 1 hora, a
temperatura ambiente, com o anticorpo secundario apropriado, conjugado a
peroxidase. Apds a marcagéo, a membrana foi submetida a lavagem por trés vezes

consecutivas e a deteccdo dos imunecomplexos foi feita pelo método de
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quimioluminescéncia, ECL (kit ECL Plus, Amersham). Apds esse procedimento a
membrana foi exposta a um filme de autoradiografia (Kodak) e as bandas analisadas
quanto ao peso molecular das proteinas investigadas. O tempo de exposicdo das
membranas ao filme dependeu da intensidade de marcagao e variou de 10 segundos

a 30 minutos.

Os anticorpos utilizados neste trabalho foram:

Anti-PRAME: Abcam (Numero de catalogo: ab32185)

Anti-EZH2: Cell Signaling (Numero de catalogo: 4905), gentilmente cedido
pela Dra. Miriam Galvonas Jasiulionis (UNIFESP)

Anti-g-Actina: Sigma (Numero de catalogo: A 5441)

Anti-fosfo-FOX0O3a: Detecta FOXO3a fosforilado em residuos de serina
(318 e 321). Cell Signaling (Numero de catalogo: 9465)

3.8 Cepas bacterianas

Células competentes das linhagens bacterianas DH10.B e DH5-a foram
utilizadas para as transformagdes dos plasmideos. Para o cultivo destas linhagens
bacterianas foi utilizado o meio de cultura Luria Betani (LB) liquido e/ou solido,

contendo, quando necessario, ampicilina (concentragao final 100 ug/ml).

3.9 Plasmideos

Os plasmideos que foram utilizados no desenvolvimento desse trabalho

pSRaMSVtkneo.BCR-ABL: plasmideo retroviral, contendo o gene BCR-ABL,
gentilmente cedido pelo Dr. Owen Witte (Howard Hughes Medical Institute, University
of California Los Angeles, CA, USA).
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pRS: Plasmideo retroviral gentiimente cedido pelo Dr. René Bernards
(Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Este plasmideo possui
um gene de resisténcia a puromicina que permite selecionar as células infectadas e
foi utilizado como controle (vetor vazio) nos ensaios com os plasmideos pRS-PRAME,
pRS-EZH2 3 e pRS-EZH2 4.

pRS-PRAME: Plasmideo retroviral gentilmente cedido pelo Dr. René Bernards
(Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Este plasmideo foi

utilizado para produzir shRNA a fim de se silenciar a expressao de PRAME.

pRS-EZH2 #3: Plasmideo retroviral gentilmente cedido pelo Dr. René Bernards
(Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Este plasmideo foi

utilizado para produzir shRNA a fim de se silenciar a expressao de EZH?2.

pRS-EZH2 #4: Plasmideo retroviral gentilmente cedido pelo Dr. René Bernards
(Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands). Este plasmideo foi

utilizado para produzir shRNA a fim de se silenciar a expressao de EZH?2.

pMX-IRES-EGFP: plasmideo retroviral bicistrdbnico que, por conter o elemento
IRES (“internal ribosome entry site”), permite a expresséo da proteina reporter EGFP
e de um gene de interesse nele clonado, a partir do mesmo transcrito. No caso do
presente trabalho esse plasmideo foi utilizado para os ensaios de eficiéncia de
transfecgdo e infecgdo. Esse plasmideo foi gentimente cedido pelo Dr. Douglas
Green (La Jolla Institute for Allergy and Immunology, San Diego, CA, EUA).

3.10 Recuperagao dos plasmideos recebidos

Os plasmideos pRS, pRS-PRAME, pRS-EZH2 3 e pRS-EZH2 4, cedidos pelo
Dr. René Bernards (Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, The Netherlands)
foram recebidos em papel filtro. Para recuperar estes plasmideos foi cortado o
pedaco do papel onde se encontrava o plasmideo e adicionado 50 ml de Tris 10 mM,
pH 7,6; vortex e deixado re-hidratar por 5 minutos. Apés uma rapida centrifugagéo, o

sobrenadante péde ser usado para transformar bactéria competente.
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3.11 Transformacao bacteriana

As transformacdes foram feitas a partir de bactérias competentes das
linhagens DHS5-a (Life Tecnology) e DH10B, utilizando-se o método do choque
térmico. Este procedimento consiste na adicdo do plasmideo de interesse as
bactérias competentes, seguido de incubagao no gelo por 30 minutos e um choque
térmico a 42 °C por 45 segundos, para permitir que o plasmideo entre na bactéria. Foi
feita uma incubacdo por uma hora, em meio sem antibiético, para a expressao do
gene de resisténcia ao antibidtico. Em seguida, essa solugédo foi semeada em placa
contendo o antibiotico de selegéo e cultivada overnight, para selecionar as bactérias

transformadas.

3.12 Purificagao de DNA plasmidial

Para a purificacdo de DNA plasmidial foi adotado o procedimento padrao, que
consiste em uma adaptagdo do protocolo de lise alcalina empregado para
preparagdes em pequena escala. Assim sendo, foram utilizadas colunas QIAGEN
para MidiPrep. Num primeiro momento foram utilizados, nesta ordem, os reagentes 1
(50 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA e 100 ug/ml de RNAse), 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) e
3 (3,0 M acetato de potassio, pH 5.5), para que haja a lise bacteriana e a precipitagéo
das proteinas. ApoOs a lise das bactérias, o DNA ¢ ligado a uma resina de silica,
sendo posteriormente lavado e filtrado com uma solugéo de lavagem composta de 1.0
M NaCl, 50 mM MOPS e 15% de etanol 100%, diluida em volume igual de etanol
(100%). No final o plasmideo foi eluido em 50 ul de um tamp&o de baixo sal (TE: 5.0
mM Tri-Cl, 0.1 mM EDTA).

3.13 Transfecc¢ao celular

Com o intuito de se transfectar as células 293phoenix ampho foi utilizado o
meétodo do fosfato de calcio. Para a obtengdo de uma confluéncia de 50-80%, dois
dias antes da transfeccédo, 2x10° células foram distribuidas em placas de cultura de
10 cm. No dia da transfecgao, de 2-4 horas antes de acrescentar o precipitado, foi
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adicionado um volume de 9 ml de meio DMEM completo (suplementado com soro
Defined). O Precipitado foi obtido por adigdo de 10 ug do plasmideo de interesse em
50 ul de 2,5 M CaCl,. Acrescentou-se a esta solucdo que contém DNA, 500 ul do
tampao 2x HeBS (280 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na;HPO,) e o volume foi
completado para 1ml com agua miliQ. Apds isso, a solugdo foi agitada gentilmente
por 5 segundos e, entdo, incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, para que
seja formado o precipitado que, em seguida, foi transferido para a placa de cultura.

As células 293phoenix foram transfectadas apenas com o plasmideo de
interesse, tendo em vista que essa linhagem possui as proteinas GAG, POL e ENV
para a producéao de retrovirus.

As células foram deixadas na estufa a 37 °C por 6 horas, em seguida troca-se
0 meio de cultura por meio novo e foram mantidas por 24 horas em 10 ml de meio
DMEM completo. Apds este periodo, as amostras que foram utilizadas como controle
de eficiéncia de transfeccédo (pMX-IRES-EGFP) foram tripsinizadas (Tripsina 0,25%) e
separadas para analise no citbmetro de fluxo. O sobrenadante das células
293phoenix ampho transfectadas com o plasmideo de interesse foi recolhido para ser
utilizado na infecgédo das células-alvo descritas neste projeto.

3.14 Infeccao viral

Antes de utilizar o sobrenadante para a infecgéo, este foi centrifugado a 500 g
para que restassem somente as particulas virais, impedindo, assim, a contaminagao

da cultura alvo com as células empacotadoras.

As células-alvo foram, entdo, incubadas por 4-18 horas na estufa na presenca
do sobrenadante viral e 8ug/ml de polibrene, uma molécula pequena carregada
positivamente que se liga a superficie celular neutralizando sua carga. Esse
composto parece facilitar a ligagdo das glicoproteinas virais com os seus receptores
presentes na membrana celular, aumentando a eficiéncia de infeccdo. 48 horas apds
a infeccao as células infectadas foram selecionadas pela expressdao de EGFP, por
citometria de fluxo ou por sele¢do com antibiotico.
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3.15 Avaliacao e quantificagao de morte celular por citometria de fluxo

Uma amostra da ordem de 10° células foi submetida & centrifugacdo por 5
min/210 g e apos o descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em
300 ul de solugéo fluorocrémica (HFS, hypotonic fluorochromic solution - 0,1% citrato
de sadio, 0,1% Triton X-100, 50 ug/ml iodeto de propideo) para a determinagdo do
nivel de fragmentacdo do DNA, através da analise do ciclo celular por citometria de
fluxo de acordo com o protocolo descrito por NICOLETTI e colaboradores (1991). Os
nucleos definidos como apoptdoticos, sao hipodipléides e, por isso, quando é
analisado o ciclo celular, se encontram a esquerda do pico GO-G1.

3.16 Meta-analises

As meta-analises de bancos de dados publicos de microarrays foram

realizadas utilizando-se a pagina da web <www.oncomine.org>. Foram utilizadas os

algoritimos e analises estatisticas previamente descritos (RHODES et al., 2004).

Neste banco de dados estdo reunidos diversos microarrays publicos de
amostras de tumores humanos. As analises de expressao diferencial foram realizadas
usando-se teste t “two-sided” para quantificar a diferenca de expressado e “false
Discovery rates” para quantificar a significancia (valor de p corrigido) (RHODES et al.,
2004).
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4 RESULTADOS

4.1 Confirmacgao dos resultados do microarray

Existem duas abordagens para a confirmagao dos resultados de Microarray: in
silico ou analise laboratorial (CHUAQUI et al., 2002). A primeira compara os resultados
do Microarray com resultados previamente disponiveis na literatura, permitindo, assim,
a validagdo sem necessidade de mais experimentos. Como as linhagens que foram
empregadas nos ensaios de Microarray foram desenvolvidas no nosso laboratorio, ndo
existindo na literatura resultados prévios de Microarray comparando estas linhagens e
como nao existia na literatura resultados de Microarray comparando linhagens
celulares BCR-ABL positiva versus BCR-ABL negativas, esta abordagem in silico nao
foi possivel. Assim, foi necessaria uma abordagem experimental para confirmar estes
dados. Entre as técnicas disponiveis estdo: RT-PCR, RT-PCR em tempo real ou
northern blot. A técnica de RT-PCR em tempo real foi escolhida para validar os
resultados, tendo em vista ser um método empregado mais usualmente e que, uma

vez padronizado, € rapido, requer pouca amostra, e é bastante sensivel.

Dessa forma, foram realizadas reagbes de RT-PCR em tempo real para os
genes selecionados (tabela 1) conforme descrito na secdo Materiais e Métodos para
as linhagens HL-60 e HL60.BCR-ABL e calculado a expresséo relativa pelo método
descrito por Livak, estabelecendo-se um valor arbitrario para a HL60 como 1 (um).

Foram confirmados os resultados de cDNA Microarray para todos os genes
estudados. Para os genes que tiveram sua expressdo diminuida pelo BCR-ABL, foi
observada uma diminuigdo de 1,44 vezes na expressao de CALCINEURINA A BETA
(Figura 04) e de 1,58 vezes na expressao de DAP12 (Figura 05) na linhagem BCA-
ABL" quando comparada a BCR-ABL .
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Tabela 1: Identificagdo dos genes escolhidos.

#NCBI Gene Sinénimos Aumento*
NM_206953.1 PRAME MAPE, OIP4 (OPA- 13,45
INTERACTING PROTEIN 4)
NM_021132.1 PPP3CB Calcineurina A Beta, 0,25
Calcineurina A2
NM_003332 TYROBP DAP12 0,053
NM_001003396 TPD52L 1 D53 159,78
NM_031469 SH3BGRL2 14,93

* Os dados correspondem a quantas vezes o gene esta aumentado em HL-60.BCR-ABL em

relacdo a HL-60.
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Figura 4: Expresséo relativa de CALCINEURINA A BETA em HL60 e HL60.BA obtida por Real
Time PCR.

Para os genes que tiveram sua expressdo aumentada pelo BCR-ABL, foi
observado um aumento de aproximadamente 1,5 x 10° vezes na expresséo de D53
em HL60 BCR-ABL" (HL60.BA) quando comparada com a HL-60 BCR-ABL" (Figura
6), um aumento de aproximadamente 4,3 x 10" vezes na expressdo de SH3BGRL?2
(Figura 7), e um aumento de 48,33 vezes na expressdo de PRAME (Figura 8). E
importante ressaltar que este valor excessivamente alto para a expressdo de
SH3BGRL?2 nas células BCR-ABL" deve-se ao fato de ndo haver expresséo deste
gene na HL-60, sendo considerado, para fins matematicos, um Ct de 50 nesta
linhagem. Ja no caso do D53, observa-se alguma expressdo na HL60, porém a

HL60.BA apresenta uma expressao extremamente maior.
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Figura 5: Expresséo relativa de DAP12 em HL60 e HL60.BA obtida por Real Time PCR.
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Figura 6: Expresséo relativa de D53 em HL60 e HL60.BA obtida por Real Time PCR.
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Figura 7: Expresséo relativa de SH3BGRL2 em HL60 e HL60.BA obtida por Real Time PCR.
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Figura 8: Expresséo relativa de PRAME em HL60 e HL60.BA obtida por Real Time PCR.

4.2 Validacao dos resultados em outras linhagens celulares

Apo6s a confirmagédo da modulagdo destes genes por BCR-ABL, no contexto
celular de HL-60, é necessario verificar estes resultados em outros contextos
celulares, para avaliar se este perfil de expressao é uma caracteristica universal da
transformagdo maligna por BCR-ABL ou um achado acidental em HL60.BA. Assim,
utilizamos as linhagens THP1.BA, SKW6.4.BA e Hela.BA, transfectadas com o
plasmideo pSRaMSVtkneo.BCR-ABL, expressando o oncogene BCR-ABL e
comparamos a expressao dos genes em questdo com suas contrapartes selvagens

(THP1, SKW6.4 e Hela). Cabe aqui ressaltar que na selegdo dos genes
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diferencialmente  expressos no  Microarray, foram selecionados genes
diferencialmente expressos na HL60.BA versus HL60, e HelLa.BA versus HelLa sendo
que estes genes nao eram diferencialmente expressos na SKWG6.4.BA versus
SKW6.4. Foi escolhido este critério porque a presenca de BCR-ABL gera uma maior
resisténcia a apoptose apenas nas linhagens HLG60.BA e HelLa.BA, ndo alterando a
resisténcia a apoptose na SKW6.4.BA. Assim, & coerente esperar que o perfil de
expressao destes genes nas linhagens SKW6.4 versus SKW6.4.BA seja diferente em
relagdo as outras linhagens.

Z
o
S

=}
T

=}
T

e
3

°
o
expressao relativa
o

expressao relativa
expressao relativa

g
o
°
o
T
o
o

HelLa HeLa.BA THP1 THP1.BA SKW6.4 SKW6.4.BA

Figura 9: Expresséo relativa de CALCINEURINA A BETA em A) HeLa X HelLa.BA; B) THP1 X
THP1.BA e C) SKW6.4 X SKW6.4.BA.

Para o gene CALCINEURINA A BETA, observa-se uma redugao de 35,38
vezes na sua expressao em HelLa.BA quando comparada a Hela, e de 1,74 vezes na
THP1.BA quando comparada a THP1, além de um aumento de 1,59 vezes na
SKW6.4.BA quando comparada a SKW6.4 (Figura 9).

Com relagao ao gene DAP12, observa-se uma redugao de 17,27 vezes na sua
expressao em HelLa.BA quando comparada a HelLa, e de 2,06 vezes na THP1.BA
gquando comparada a THP1, e uma diminuicdo de 4,47 vezes na SKW6.4.BA quando
comparada a SKW6.4 (Figura 10). Esses resultados reforgam a universalidade da
reducao da expressao de DAP12 na transformagao mediada por BCR-ABL.
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Figura 10: Expresséo relativa de DAP12 em A) HelLa X HelLa.BA; B) THP1 X THP1.BA e C)
SKW6.4 X SKW6.4.BA.

No gene D53 observam-se aumentos de 1,49 vezes na sua expressao em
HelLa.BA quando comparado a Hela, 15,72 vezes em THP1.BA quando comparado a
THP1, e uma diminui¢cdo de 1.84 vezes na SKW6.4.BA quando comparado a SKW6.4
(Figura 11).
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Figura 11: Expresséo relativa de D53 em A) HeLa X HelLa.BA; B) THP1 X THP1.BA e C)
SKW6.4 X SKW6.4.BA.

N&o foi observada a expressdo do gene SH3BGRL2 em THP1, THP1.BA,
SKW6.4 e SKW6.4.BA, e observou-se uma diminuigado de apenas 1,15 vezes na sua
expressdo em HelLa.BA quando comparada a Hela (Figura 12).
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Figura 12: Expresséo relativa de SH3BGRL2 em HelLa X HelLa.BA. Nao foi observada a
expressao deste gene em THP1, THP1.BA, SKW6.4 e SKW6.4.BA.

No gene PRAME observa-se uma reducéo de 1,33 vezes na sua expressao em
HelLa.BA quando comparada a HelLa selvagem, uma expressao igual em THP1.BA, e
THP1 e uma redugdo de 1,67 vezes na SKW6.4.BA quando comparada a SKW6.4
(Figura 13).
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Figura 13: Expressao relativa de PRAME em A) HelLa X HelLa.BA; B) THP1 X THP1.BA e C)
SKW6.4 X SKW6.4.BA.
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Figura 14: Expresséo relativa de PRAME em células que ndo expressam o BRC-ABL e em
células que o expressam de forma constitutiva.

Porém, ao se comparar os niveis de expressao de FPRAME em células
leucémicas, € possivel observar que as células BCR-ABL" apresentam uma maior

expressdo deste gene do que as células BCR-ABL (Figura 14).

Com o intuito de avaliar se a tirosina-quinase de BCR-ABL tem influéncia sobre
a expressdo de PRAME, foram realizados tratamentos com 10mM de STI571 nas
linhagens celulares HLG0 (controle), HL60.BA (transfectada com o BCR-ABL) e K562
(expressao constitutiva de BCR-ABL), por 8 e 24 horas. Como controle do
experimento foram realizados Western-Blots para deteccdo da expressao das
proteinas c-ABL, que marca também o BCR-ABL; para fosfotirosina que marca as
proteinas fosforiladas em tirosina, a fim de se verificar a eficacia do tratamento; e
para actina, como controle do experimento (Figura 15). Como esperado, verificou-se
a auséncia da banda para BCR-ABL nas células HL60 e a presencga nas células
HL60.BA e K562. Nota-se também uma auséncia de proteinas fosforiladas em
tirosina nas células HL-60, uma grande quantidade destas proteinas nas células
BCR-ABL" e redugdo pos-tratamento com STI571, mostrando a eficacia do
tratamento na redugao da atividade tirosina-quinase de BCR-ABL.
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Figura 15: Western-blot de HL60, HL60.BA e K562 tratadas ou ndo com 10mM de STI571,
marcadas para c-ABL, Actina e fosfotirosina.

N&o foram observadas diferencas consistentes entre as células BCR-ABL*
tratadas ou ndo com STI571, para a expressao de PRAME (Figura 16), sugerindo que
caso ocorra uma regulagao por BCR-ABL neste gene, esta é independente da sua
atividade tirosina-quinase, ou que a via que gerou estas alteragbes seja dependente
de BCR-ABL, porém mantém-se ativa por um periodo maior que 24 horas sem a

atividade tirosina-quinase.
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Figura 16: Expressao relativa de PRAME em HL60, HL60.BA e K562 tratadas ou ndo com
10mM de STI571 por 8 ou 24 horas.

4.3 Quantificagao da expressao génica em pacientes com LMC

Com intuito de avaliar se a regulagdo destes genes por BCR-ABL pode ter
alguma relevancia na progressdo da leucemia mieldide cronica (LMC), foram
realizadas reagbes de RT-PCR em tempo real para os genes em questdo em
amostras de cDNA obtidas a partir de sangue periférico de pacientes nas diversas
fases da doenca e em doadores saudaveis. Estes dados serdo usados,
posteriormente, para tentar associar a variagdo da expressao destes genes com
achados clinico-laboratorias, a fim de tentar se estabelecer futuros marcadores de

prognastico.

Até esta fase do projeto, foram usadas amostras de 11 pacientes na fase
cronica, 10 na fase acelerada, 11 na fase blastica, 10 em remissédo citogenética
completa e 10 controles saudaveis, para a analise de expressdo dos genes
CALCINEURINA A BETA, DAP72 D53 e SH3BGRL2. Para o gene PRAME, foram
usadas amostras de 15 pacientes na fase cronica, 12 na fase acelerada, 15 na fase
blastica, 8 em remissé&o citogenética completa e 9 controles saudaveis.
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Figura 17: Expressao relativa de CALCINEURINA A BETA em individuos saudaveis, pacientes
com LMC (nas fases crbnica, acelerada e blastica) e em remisséo citogenética
completa.

Inicialmente os dados foram divididos em trés subgrupos: saudaveis
(individuos saudaveis), LMC (pacientes com LMC na fase cronica, acelerada e
blastica) e remissao (remissao citogenética completa), para analisar se a presenga do
BCR-ABL altera o padrao de expressao dos genes estudados na LMC. Em seguida,
os dados foram separados em 5 grupos: controle, crénica, acelerada, blastica e
remissdo, a fim de estudar se a modulagdo destes genes esta associada com a

progresséo da doenca.

Para o gene CALCINEURINA A BETA, observa-se uma clara redugdo na
expressao nos individuos doentes em relacdo aos saudaveis, e nota-se que 0s
individuos em remisséo citogenética apresentam um padrdo de expressao mais
préximo aos saudaveis (Figura 17), mostrando uma possivel modulagdo negativa
deste gene pelo BCR-ABL, e também uma recuperagcédo dos niveis de calcineurina
quando o BCR-ABL esta inibido. Porém, esta diminuicdo de expressdo ndo se

acentua conforme a doenga progride, tendo em vista que s6 foi observada uma
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diferencga significativa entre o grupo controle e o grupo de pacientes na fase crénica
(Figura 18).
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Figura 18: Expresséo relativa de CALCINEURINA A BETA em pacientes com LMC nas
diferentes fases da doencga e em individuos saudaveis.
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Figura 19: Expresséo relativa de DAP12 em individuos saudaveis, pacientes com LMC (nas
fases cronica, acelerada e blastica) e em remisséo citogenética completa.
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Figura 20: Expressédo relativa de DAP12 em pacientes com LMC nas diferentes fases da
doenga e em individuos saudaveis.

Ao se avaliar o perfil de expressdo do gene DAP1712, observa-se uma
significativa (p<0,05) redu¢do na sua expressdo em individuos com LMC, quando
comparados aos individuos saudaveis, porém os individuos em remissdo n&o
apresentaram um padrao de expressao semelhante ao controle, apresentando um
padrdao mais heterogéneo, com uma amplitude de valores muito grande e sem
diferencga significativa com os outros grupos (Figura 19). Neste caso, também n&o foi
possivel observar nenhuma correlagédo entre a expressido deste gene e a progressao

da doenga (Figura 20).

Para o gene D53 nao foi observada nenhuma diferenga significativa entre os
individuos com LMC, saudaveis e em remissao citogenética completa (Figura 21),
nem entre as diferentes fases da doenga (Figura 22). Assim, apesar deste gene ter
sua expressao aumentada nas células HL60.BA quando comparadas a HL60, ele ndo

parece ter o mesmo comportamento in vivo, em pacientes com LMC.
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Figura 21: Expresséo relativa de D53 em individuos saudaveis, pacientes com LMC (nas fases
cronica, acelerada e blastica) e em remiss&o citogenética completa.
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Figura 22: Expresséo relativa de D53 em pacientes com LMC nas diferentes fases da doenca e
em individuos saudaveis.
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Figura 23: Expressao relativa de SH3BGRL2 em individuos saudaveis, pacientes com LMC
(nas fases crbnica, acelerada e blastica) e em remiss&o citogenética completa.

Também nao foi observada nenhuma diferenga significativa na expressao de
SH3BGRLZ2 entre os individuos controle, pacientes com LMC e individuos em
remissao citogenética completa (Figura 23). Esse gene também n&o apresentou
qualquer associagdo com a progressao da doenga, tendo em vista que nenhuma
diferenga estatistica pode ser observada entre as diferentes fases, controle e

remisséo (Figura 24).

O PRAME foi o gene que apresentou resultados mais promissores nesta fase
do projeto, sendo observado um aumento significativo (p<0,05) na sua expressao em
pacientes com LMC, quando comparados aos individuos saudaveis. Observou-se,
também, uma tendéncia na reducdo da expressdo nos individuos em remissao
quando comparados aos doentes (Figura 25), esta diferenga nao foi estatisticamente
significativa, porém ¢é possivel que ao aumentar o numero de amostras,
principalmente no grupo remissao (atualmente com 8 individuos), este resultado seja
significativo. Outro resultado bastante interessante é observado quando se avalia a
expressao deste gene nas diferentes fases, observando-se uma associagao bastante
clara entre o aumento de sua expresséo e a progressao da LMC (Figura 26), observa-

se um significativo aumento na crise blastica, tanto em relagdo ao controle (p<0,001)
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quanto em relagédo a fase crénica (p<0,01), além de uma diminuigdo significativa na

remiss&o quando comparada a crise blastica (p<0,01).
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Figura 24: Expressao relativa de SH3BGRL2 em pacientes com LMC nas diferentes fases da
doenga e em individuos saudaveis.

Tendo em vista que a expressdo de PRAME aumenta com a progressao da
doenca e sabendo-se que a expressdao de BCR-ABL também aumenta com a
progressdo da doenca (BARNES et al, 2005), foi avaliada a correlagdo entre a
expressdo destes dois genes entre as amostras de pacientes presentes neste
trabalho (Figura 26). Para essa correlagéo, foram utilizados os valores de expresséo
relativa de PRAME em log na base 2 e os valores de expresséo relativa de BCR-ABL,
j& obtidos para estes pacientes em outros projetos do laboratério. E possivel observar
uma correlagao positiva, forte e estatisticamente significativa, com um coeficiente de
Spearman de 0,6117.
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Figura 25: Expresséao relativa de PRAME em individuos saudaveis, pacientes com
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Figura 26: Expresséo relativa de PRAME em pacientes com LMC nas diferentes fases da
doenga e em individuos saudaveis.
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Figura 27: Correlacédo positiva entre a expressdo de PRAME e de BCR-ABL em amostras de
individuos saudaveis, pacientes nas trés fases da LMC e em individuos em
remissao citogenética completa.

44 O aumento da expressdao de PRAME esta correlacionada com a

inibicao da expressao de TRAIL

Tendo em vista o0 aumento da expressédo de PRAME em células BCR-ABL" e
que este gene esta aumentado conforme a Leucemia Mieldide Crénica progride surge
a questdo se este gene tem uma fungdo na transformagdo por BCR-ABL e/ou na
progressdo da doenga, ou se seria um mero marcador da progressdo. Dados
recentes indicam que o PRAME possa ter uma fungao na progressao tumoral, por ser
um repressor dominante do receptor do acido retindico (RAR), interferindo, assim, na
via do acido retindico (EPPING e BERNARDS, 2006). O &acido retindico induz a
expressdo de diversos genes alvos, apds se ligar ao RAR. Entre estes alvos,
encontram-se genes relacionados a diferenciagdo celular, controle do ciclo celular e
apoptose, assim, o bloqueio desta via é benéfico para as células tumorais (Figura 3).
Porém, o modelo usado para descrever esta fungao foi o melanoma, nao existindo

ainda evidéncias que esta proteina tenha esta fungdo em células BCR-ABL positivas.

Com o objetivo de avaliar se a alta expressdo de PRAME poderia ter um papel
na fisiopatologia da LMC, foi realizada uma analise in silico dos dados de Microarray,
buscando-se genes que apresentaram uma expressao reduzida nas células HL60.BA
e HeLa.BA em relag&o as suas contrapartes e, dentre estes genes, quais apresentam
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uma regulacdo pelo acido retindico. Foi observado que o gene TRAIL (também
conhecido como TNFSF10 ou APO2L e com o numero no NCBI: NM_003810)
apresentou uma menor expressao nestas ceélulas. Sabe-se que o TRAIL apresenta
uma maior expressao na presenga do acido retindico (ALTUCCI et al., 2001) e, em
dados nao publicados do nosso laboratério, € possivel observar uma menor
expressado deste genes em pacientes com LMC, apresentando uma diminuicdo de

sua expressao conforme a doencga progride.
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Figura 28: Células com alta expressdo de PRAME apresentam baixa expressdo de TRAIL. A)
Expresséo relativa de PRAME em HL60, HL60.BA e K562 obtida por Real Time
PCR. B) Expresséo relativa de TRAIL em HL60, HL60.BA e K562 obtida por Real
Time PCR.

Ao analisarmos a expressao de PRAME e de TRAIL em células BCR-ABL
positivas e negativas, observamos uma maior expressdo de PRAME nas células
positivas enquanto o 7/RA/L apresenta uma maior expressao nas células negativas
(Figura 28).

Em seguida, foi verificado que a alta expressédo de PRAME esta correlacionada
com a baixa expressdo de 7ARA/L em pacientes, pois € possivel observar uma
correlagdo inversa, moderada, estatisticamente significativa e com coeficiente de
Spearman de -0,497 (Figura 29).
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Figura 29: Correlagdo negativa entre a expressdo de PRAME e de TRAIL em amostras de
individuos saudaveis, pacientes nas trés fases da LMC e em individuos em
remissao citogenética completa.

4.5 Analise do promotor de TRAIL

A fim de verificar se no promotor do gene TRAIL existe algum elemento
responsivo ao acido retindico (RARE), foi utilizado o programa Gene2Promoter,
disponivel na pagina da web: www.genomatix.de. Como organismo foi selecionado o
Homo sapiens e como “sequence input’” foi utilizado o numero de acesso
NM_ 003810, do TRAIL. Como parametros da Matrix de fatores de transcri¢do, foram
utilizados a versao da biblioteca mais recente (7,0) e o grupo dos vertebrados. Como
resultado, encontrou-se a sequéncia tgtgagggtgggaagAGGGcagggt, na qual observa-
se um sitio DR1 (Direct Repeat 1), de ligagado ao heterodimero RAR-RXR, com matrix
de similaridade 0,819 (Figura 30). E importante ressaltar que o valor maximo para
esta matrix € 1, onde cada posi¢cdo na sequéncia corresponde ao nucleotideo mais
conservado na matrix e que este resultado de 0,819 é considerado como um bom

valor de sobreposicio.

Tendo em vista os resultados anteriores, nos quais € possivel observar uma
correlagdo negativa entre a expresséo de TRAIL e de PRAME; dados da literatura
que demonstram que o PRAME é capaz de inibir a expressao de genes responsivos
ao acido retindico e estes dados de bioinformatica que demostram que o TRAIL
apresenta uma regido no seu promotor onde é predita a ligagao do receptor do acido
retindico. Foi, entdo, formulada a hipétese de que a alta expressao de PRAME,
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observada na progressdo da LMC, poderia estar inibindo a expressao de TRAIL por
interferir na via do acido retindico, sendo este um mecanismo importante para a

progresséo tumoral.

Promotor do TRAIL
RARE —

TSS

100 bp

Figura 30: Analise, por bioinformatica, do promotor de TRAIL usando o programa
gene2promoter da genomatix (WWW.genomatix.de). RARE, Retinoic Acid
Responsive Element. TSS, Transcript Start Site.

4.6 Inibicao da Expressao de PRAME em linhagem K562

O préximo passo foi verificar se a baixa expressdo de TRAIL é diretamente
dependente da presenca de PRAME. Portanto, foram infectadas células K562 com o
shRNA para este gene. Para isto, foram transfectadas células Phoenix
Amphotropicas, por fosfato de calcio, com o plasmideo retroviral pRS-PRAME,
gentiimente cedido pelo Dr. René Bernards (Netherlands Cancer Institute,
Amsterdam, The Netherlands). Este plasmideo possui um cassete onde esta clonado
uma sequéncia capaz de gerar um shRNA para PRAME, além de um gene de
resisténcia a puromicina. Foi entdo utilizado o sobrenadante retroviral para infectar as
células K562 e, apds 48 horas, estas células foram selecionadas com 2ug/ml de
puromicina por dez dias. Esta dose do antibidtico é capaz de matar todas as células
K562 néo infectadas. Foram feitas duas infec¢des distintas. Apos o estabelecimento
da linhagem, foi verificada por RT-PCR em tempo real a expressao de PRAME,
observando-se uma diminuicdo de aproximadamente trés vezes na expressao deste
gene, em ambas as infecgbes (Figura 31A). Também foram analisados os niveis
protéicos de PRAME, podendo ser observado uma clara redugcao desta proteina apos
o silenciamento (Figura 31B).
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Figura 31: O shRNA para PRAME ¢ capaz de inibir a expressdo deste gene. A) Expresséo
relativa de PRAME em K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio (pRS)
e duas infecgbes distintas com o shRNA para PRAME (pRS-PRAME) obtida por
Real Time PCR. B) Western Blot de K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor
vazio (pRS) e duas infecgdes distintas com o shRNA para PRAME (pRS-PRAME),
marcados para PRAME e Actina. **P<0,01 em relagdo ao vetor vazio.

ApOs a obtengao da linhagem K562 com o PRAME silenciado, foi avaliada a
expressédo de TRAIL, por RT-PCR em tempo real, observando-se um aumento de
aproximadamente 11 vezes nas células infectadas (Figura 32). Este resultado sugere
que a menor expressao de TRAIL, observada na progressado da doenga, seja devido
ao aumento na expressao de PRAME.
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Figura 32: O silenciamento de PRAME ¢é capaz de restaurar a expressédo de TRAIL. Expressao
relativa de TRAIL em K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio (pRS) e
duas infecgbes distintas com o shRNA para PRAME (pRS-PRAME) obtida por Real
Time PCR. *P<0,05 em relagao ao vetor vazio.
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4.7 Inibicao da Expressao de EZH2 em linhagem K562

A fim de verificar se a inibicado de TRAIL, devido a maior expressao de PRAME
era dependente da proteina EZH2, foram infectadas células K562 com o shRNA para
este gene. Para isto, utilizamos a mesma metodologia para a geragdo das células
K562 silenciadas para o PRAME. Porém, neste caso, utilizamos dois plasmideos
diferentes que produziam shRNAs distintos para o EZH2. Apés o estabelecimento das
linhagens, foi verificada por RT-PCR em tempo real a expressdo de EZHZ2 e
observou-se uma diminuicdo de aproximadamente duas vezes na expressao deste
gene, em ambas as infecgbes (Figura 4A). Também foi notado, por Western Blot, que
os niveis protéicos de EZH2 também diminuiram apods o silenciamento, sendo que
aparentemente o segundo shRNA funcionou um pouco melhor na diminuicdo dos

niveis protéicos de EZH2 (Figura 4B).

ApOs a obtengdo da linhagem K562 com o EZHZ2 silenciado, foi avaliada a
expressédo de TRAIL, através da técnica de RT-PCR em tempo real, observando-se
um aumento de aproximadamente 4 vezes nas células infectadas com o plasmideo
pRS-EZH2 #3 e de aproximadamente 15 vezes nas células infectadas com o
plasmideo pRS-EZH2 #4 (Figura 34). Estes resultados sugerem que a menor
expressédo de TRAIL, observada na progressao da doenga, € devido ao aumento na
expressao de PRAME e dependente da expressao de EZH?2.
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Figura 33: O shRNA para EZH2 é capaz de inibir a expressdo deste gene. A) Expressao
relativa de EZH2 em K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio (pRS) e
duas infecgbes distintas com dois shRNAs para EZH2 (pRS-EZH2 3 e pRS-EZH2 4)
obtida por Real Time PCR. B) Western Blot de K562 selvagem (WT), transfectada
com o vetor vazio e duas infec¢des distintas com os shRNAs para EZH2, marcados
para EZH2 e Actina. *P<0,05 em relagéo ao vetor vazio.
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Figura 34: O silenciamento de EZH2 é capaz de restaurar a expressdo de TRAIL. Expresséo
relativa de TRAIL em K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio (pRS) e
duas infecgbes distintas com dois shRNAs para EZH2 obtida por Real Time PCR.
**P<0,01 em relagdo ao vetor vazio.

4.8 A expressao de EZH2 nao é modulada por BCR-ABL

Apos verificarmos que a expressdo de BCR-ABL é capaz de induzir um
aumento na expressdo de PRAME (Figura 14, 25, 26 e 27), fomos verificar se o
mesmo ocorria com £Z/HZ, para isso, quantificamos a expressdo génica deste em
células leucémicas que expressam endogenamente o CR-ABL (KBM7, LAMAS84 e

K562) e em células leucémicas que ndo o expressam (SKW, THP1 e HLG60).
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Figura 35: Expresséo relativa de EZH2 em Células que ndo expressam o BCR-ABL e em Células que o
expressam de forma constitutiva.

Como pode ser observado na figura 35, tanto as células BCR-ABL" quanto as
células BCR-ABL apresentam uma similar expressdo de £ZH2 Ao estender esta
analise para os pacientes com LMC, também €& possivel notar (Figura 36) que a
expressao de £ZAH2nao varia conforme a doenga progride.
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Figura 36: Expressao relativa de EZH2 em pacientes com LMC nas diferentes fases da doenga e em
individuos saudaveis.

Isto sugere que apesar da regulagdo da expressao génica de 7ARA/L mediada
por PRAME ser dependente de EZH2 (Figura 34), a simples presenga deste €&
suficiente para esta regulagdo ocorrer. Assim sendo, ndo € necessario um aumento
na expressao de £2//2, basta um aumento na expressdo de PRAME, desde que na
presencga de quantidades fisiolégicas de EZH2, para que ocorra um recrutamento de
EZH2 para diferentes alvos. Logo, ao correlacionamos a expressao de 7~/RA/L com a
expressao de £ZHZ, em pacientes com LMC, nao foi possivel encontrar uma
correlagao entre estes dois genes (Figura 37).

A



rs=0.00459

p=06777
101 s
:’ * ’:': . . .
§ 0 . L) L} L) L) L
~ 1. 2 3 4 5
- + EZH2
-1 0..

Figura 37: Correlagdo entre a expressdo de TRAIL e EZH2 em individuos saudaveis, pacientes com LMC
nas trés fases da doenca e individuos em remissao citogenética completa.

4.9 A inibicao da expressao de PRAME e de EZH2 nao interfere na via do
FOXO3a

A constante ativagdo da via de PI3K/AKT por BCR-ABL tanto em células
transformadas por este oncogene quanto em células CD34" primarias de pacientes
com LMC leva a uma fosforilacdo constitutiva de FOXO3a e, consequentemente, a
sua retencao citoplasmatica (GHAFFARI et al., 2003). Uma das consequéncias da
inibicdo da atividade de FOXO3a por BCR-ABL é a supressao da expressado de
TRAIL. Para se excluir a hipétese de que o aumento da expressdo de TRAIL em
K562, uma célula BCR-ABL", apds o silenciamento de PRAME ou de EZH?2 fosse
devido a uma ativagéo na via do FOXO3a, foi realizado um Western Blot para a forma
fosforilada em serina 318/321 de FOXO3a (Figura 38A e B). A fosforilagdo de
FOXO3a nestes residuos sdo importantes para a retencdo do FOXO3a no citoplasma
e sua consequente inativacdo. Foi possivel observar que os silenciamentos de
PRAME ou de EZH?2 nao interferem na fosforilagdo de FOXO3a, evidenciando que o
aumento da expressao de TRAIL é mediado por uma via independente de FOXO3a.

TA



A) ©  PRAMEKD B) o EZH2KD
N N
® (L] -~ N
53 : 3 3
o ¢ 9 IS
t s £ ¢ t s £ &
> £ € > » B
wﬁ
E | P-FOXO3a { S P-FOXO3a
— - Pra—
P ———

R cin: | -

Figura 38: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH2 néo interferem na fosforilagdo de FOXO3a. A)
Western Blot de K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio (pRS) e duas infecgdes
distintas com o shRNA para PRAME, marcados para FOXO3a fosforilado (P-FOXO3a) e
Actina. B) Western Blot de K562 selvagem (WT), transfectada com o vetor vazio e duas
infecgdes distintas com os shRNAs para EZH2, marcados para FOXO3a fosforilado e Actina.

410 A inibicao da expressdo de PRAME e de EZH2 interfere na

proliferacao celular

Intrigantemente, a sinalizacdo de TRAIL ndo leva apenas a ativagdo das
caspases efetoras e, subsequentemente, a iniciacdo da apoptose. Essa sinalizagao
pode induzir vias de sinalizacdo nédo apoptdticas, que incluem a ativacdo de NFkB,
AKT e MAPKs (Figura 1). Assim, o TRAIL é capaz de induzir proliferacdo celular
(FALSCHLEHNER et al., 2007).

Para avaliarmos se o silenciamento de PRAME e EZHZ2 é capaz de interferir na
taxa de proliferacdo celular, 2X10* células foram plaqueadas e mantidas em cultura
por até sete dias. A cada dois dias o meio foi trocado por meio fresco, e as células
foram contadas diariamente em cadmara de Neubauer. Na figura 39 €& possivel
observar que as células que apresentaram maior expressao de 7RA/L também

apresentaram uma maior proliferagao.
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Figura 39: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH2 interferem na proliferagdo celular. Niumero de
células obtido por contagem em camara de Neubauer. *P<0,05 e ***P<0,001 em relagéo ao
Vetor Vazio.

411 A inibicao da expressdo de PRAME e de EZH2 interfere na

resisténcia a apoptose mediada pelo Mesilato de Imatinibe

Tem sido demonstrado que o Mesilato de Imatinibe (STI571) é capaz de
aumentar significativamente a apoptose induzida por TRAIL em células transformadas
com o BCR-ABL (NIMMANAPALLI et al., 2001). Tendo em vista que células K562
apos o silenciamento génico de PRAME ou de EZHZ2 apresentam alta expresséo de
TRAIL, fomos avaliar se esta diminuicdo da expressao de PRAME ou de EZH?2, pela
técnica de RNA de interferéncia, seria capaz de aumentar a susceptibilidade de

células BCR-ABL", no caso a linhagem K562, ao tratamento com STI571.

TR



STIS713 Controle 0.05uM 0,1uM 0,25uM 0,5umM 1M

Vetor Vazio

Prame*®

EZH2KP

Figura 40: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH?2 interferem na resisténcia a apoptose induzida por
STI571. As células foram incubadas com as doses indicadas de STI571 por 48 horas e lisadas
em tampéo HFS contendo Pl (5.000 eventos/duplicata) e analisadas em citométro de fluxo
(FacsCalibur.Becton&Dickinson). FL2-H: log PI fluorescéncia. Os valores apresentados sédo de
um experimento representativo.

Para isso, avaliamos a porcentagem de células em apoptose apos o estimulo
com 0,05uM, 0,1 uM, 0,25 uM, 0,5 uM ou 1 pM de STI571 por 48 ou 72 horas, ou
sem o tratamento com esta droga. A apoptose foi mensurada pela quantidade de
células em subGy,. Como pode ser observado na figura 40 e na figura 41A, apos 48
horas de tratamento, a partir de 0,25 yM de STI571 ja é possivel observar uma maior
sensibilidade & apoptose nas células PRAME® e £ZHZ®, e esta maior sensibilidade
persiste até a dose de 1 uM. Este resultado se repetiu também no tempo de 72 horas
(Figuras 42 e 43A).

A viabilidade celular, por incorporacéo de azul de tripan, também foi avaliada
nestas células, ap6s os mesmos tratamentos e também foi possivel observar uma
maior sensibilidade das células PRAME® e £zHZP ao STI571, principalmente a
partir de 0,5 uM (Figuras 41B e 43B).

7Q



A) ... B) 1o,
e 3
= o $ &
5
§w- - E
§ Q
! E
Lk 3
Kl
>
0 T T T T T T
O K R . SRR
TSI

Figura 41: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH2 interferem na resisténcia a apoptose induzida por

STIS71:
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STI571. A) As células foram incubadas com as doses indicadas de STI571 por 48 horas e
lisadas em tampao HFS contendo PI (5000 eventos/duplicata) e analisadas em citométro de
fluxo (FacsCalibur Becton & Dickinson). Os valores apresentados séo de dois experimentos
independentes, em duplicata. B) As células foram incubadas com as doses indicadas de
STI571 por 48 foras e analisada a viabilidade celular por exclusdo com Azul de Tripan, em
camara de Neubauer. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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Figura 42: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH?2 interferem na resisténcia a apoptose induzida por

STI571. As células foram incubadas com as doses indicadas de STI571 por 72 horas e lisadas
em tampéo HFS contendo Pl (5.000 eventos/duplicata) e analisadas em citométro de fluxo
(FacsCalibur.Becton&Dickinson). FL2-H: log Pl fluorescéncia. Os valores apresentados sdo de
um experimento representativo.
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A viabilidade celular, por incorporacéo de azul de tripan, também foi avaliada
nestas células, apés os mesmos tratamentos e também foi possivel observar uma
maior sensibilidade das células PRAME® e £ZHZP ao STI571, principalmente a
partir de 0,5 uM (Figuras 41B e 43B).
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Figura 43: Os silenciamentos de PRAME ou de EZH2 interferem na resisténcia a apoptose induzida por
STI571. A) As células foram incubadas com as doses indicadas de STI571 por 72 horas e
lisadas em tamp&o HFS contendo Pl (5000 eventos/duplicata) e analisadas em citométro de
fluxo (FacsCalibur Becton & Dickinson). Os valores apresentados sdo de dois experimentos
independentes, em duplicata. B) As células foram incubadas com as doses indicadas de
STI571 por 72 foras e analisada a viabilidade celular por exclusdo com Azul de Tripan, em
camara de Neubauer. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.

412 Quantificacdo da expressdao dos genes responsaveis pela

demetilagdo da H3K27 em pacientes com LMC

No nosso modelo experimental a inibicdo da expressdo de TRAIL se mostrou
dependente da presenca de EZH2 (Figura 34), e sabe-se que esta proteina é capaz
de promover o silenciamento génico através da sua atividade enzimatica,
promovendo a di- ou tri-metilagdo da H3K27 (SCHUETTENGRUBER et al., 2007).
Recentemente foram descritas duas proteinas, UTX e JMJD3, capazes de demetilar
H3K27 e, assim, contrabalancgar o silenciamento promovido por EZH2 (AGGER et al.,
2007; DE SANTA et al., 2007; LAN et al., 2007; LEE et al., 2007). Ao analisarmos a
expressdo destes dois genes nos pacientes com LMC, notamos uma reducgéo
estatisticamente significativa na expressdo de UTX na fase blastica da doenca,
quando comparado com individuos saudaveis e que a expressao deste gene volta
para niveis semelhante aos dos individuos saudaveis quando os pacientes entram em
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remissao citogenética completa (Figura 44A). Em relagdo a expressdao de JMJD3,
observamos uma clara tendéncia de queda conforme a doenga progride, porém esta
diferengca nao foi estatisticamente significativa, provavelmente devido ao pequeno
numero de pacientes analisados, com uma recuperacido da expressao apos a

remiss&o citogenética completa (Figura 44B).

Figura 44: Expressao relativa das enzimas capazes de demetilar a lisina 27 da histona H3 em amostras
de PBMC de individuos saudaveis, individuos nas diferentes fases da LMC e individuos em
remissdo citogenética completa. A) Expressdo relativa de UTX. B) Expressado relativa de
JMJDS3.

4.13 Meta-analises

Utilizamos a base de dados publica: <WWW.oncomine.org>, que compila

aproximadamente 20000 transcriptomas relacionados ao cancer, para fazer duas
abordagens. Inicialmente utilizamos para confirmar nossos dados obtidos em
pacientes com LMC e em seguida tentamos expandir os nossos achados para outros
tipos de tumores, a fim de avaliar-se a universalidade da regulagado de 7/RA/L por
PRAME/EZH2.

Para validar nossos dados, utilizamos um estudo com pacientes portadores de
LMC, onde foi avaliado, por microarray os perfis de expressédo génica de 57 pacientes
na fase cronica, 17 na fase acelerada e 37 na fase blastica (RADICH et al., 2006). Foi
possivel observar uma redugdo na expressao de 7/RA/L, associada com um aumento
na expressao de FRAME conforme a doenga progride, enquanto no foi possivel
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notar uma variagdo na expressdo de £ZAH2 (Figura 45), confirmando o0s nossos

achados em um grupo diferente de pacientes. Também foi possivel confirmar que

ocorre uma redugdo na expressao de JMJD3, conforme a doenga progride e que a

expressdo de U7X permanece estavel nas trés fases da doencga (Figura 45).
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Figura 45: Expressdo normalizada de TRAIL, PRAME, EZH2, JMJD3 e UTX obtidos em amostras de
pacientes nas trés fases da LMC (RADICH et al., 2006). O eixo y representa a expressao
normalizada. Os retangulos representam o interquartilo (25° ao 75° percentil). A barra

representa a mediana.
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Figura 46: Expressdo normalizada de TRAIL e PRAME obtidos em amostras de Adenocarcinoma de
pulméo (STEARMAN et al., 2005) (A) e (BEER et al, 2002) (B). O eixo y representa a
expressao normalizada. Os retangulos representam o interquartilo (25° ao 75° percentil). A
barra representa a mediana.
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Figura 47: Expressao normalizada de TRAIL e PRAME obtidos em amostras me melanoma (HOEK et al.,
2006) (A) e (HAQQ et al., 2005) (B). O eixo y representa a expressdo normalizada. Os
retdngulos representam o interquartilo (25° ao 75° percentil). A barra representa a mediana.

Em seguida utilizamos a mesma plataforma para avaliar se este perfil de
expressao, aumento de PRAME acompanhado a uma redugao de 7ARA/L, ocorria em
outros tumores. Assim, avaliamos a expressao de PRAME e 7RA/L em 135 amostras
de adenocarcinoma de pulmao e pulm&o normal (Figura 46), em 53 amostras de
melanoma e melandcitos normais (Figura 47) e em 47 amostras de carcinoma de

mama e mama normal (Figura 48). Em todos estes estudos foi possivel notar um
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aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na expressédo de FPRAME
acompanhado de uma reducéo na expressao de 7RA/L.
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Figura 48: Expressdo normalizada de TRAIL e PRAME obtidos em amostras de carcinoma de mama
(RICHARDSON et al., 2006). O eixo y representa a expressdo normalizada. Os retangulos
representam o interquartilo (25° ao 75° percentil). A barra representa a mediana.
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5 DISCUSSAO

Com o objetivo de aumentar a compreensdo dos mecanismos celulares
alterados pela oncoproteina BCR-ABL, o nosso grupo gerou diversas linhagens
tumorais, transfectadas com o gene BCR-ABL, entre elas as linhagens HLG60,
HL60.BCR-ABL, HelLa, HeLa.BCR-ABL, SKW.6.4 e SKW.6.4.BCR-ABL. Destas, a
presenca do BCR-ABL foi capaz de aumentar drasticamente a resisténcia a apoptose
nas células HL60 e Hela, enquanto que na linhagem SKW.6.4 a presenca do BCR-
ABL nao altera o padrao de resisténcia a apoptose. Tendo em vista que o0 aumento da
resisténcia a apoptose tem sido descrito como um dos mecanismos mais importante
pelo qual este neo-oncogene leva a expansao das células mieléides (JAGANI et al.,
2008), foi utilizado por nosso grupo uma obordagem gendmica, a fim de identificar
genes cuja expressao esteja alterada nas células HL60.BCR-ABL e HelLa.BCR-ABL,
em relagdo as suas contrapartes infectadas apenas com o vetor vazio e cuja
expressdo ndo esteja alterada nas células SKW.6.4.BCR-ABL, em relacdo a sua
contraparte infectada apenas com o vetor vazio. Esta abordagem nos permitiu
identificar 465 genes cuja expresséo esta aumentada e 70 genes cuja expresséo esta
diminuida (Figura 2). Estes genes potencialmente poderiam participar no fenotipo de

resisténcia a apoptose, induzido pela proteina BCR-ABL.

Dentre estes genes, encontram-se os genes que codificam as proteinas
SH3BGRL2 (SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2); TPD52L1 (tumor
protein D52-like 1), também conhecida como D53; PRAME (preferentially expressed
antigen in melanoma); DAP 12, também conhecido como TYROBP (tyro protein
tyrosine kinase binding protein) e calcineurina A beta. Os trés primeiros apresentaram
uma expressdo aumentada e os dois Ultimos apresentaram uma expressao
diminuida. Estes genes foram selecionados para posterior validagdo devido a dois
fatores. Primeiro, foram genes que apresentaram grande variagdo de expresséo, de
no minimo quatro vezes; segundo, foram genes que participam de processos que

potencialmente poderiam interferir no fenétipo de resisténcia a apoptose.

Para a validag&o dos resultados de Microarray, foi escolhida a técnica de RT-
PCR em tempo real, pois este € um método rapido, que requer pouca amostra e é
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bastante sensivel. A validagdo foi feita em diversas linhagens, com o intuito de
verificar se as alteragcdes encontradas seria um processo universal da transformacao
mediada pelo BCR-ABL ou se seria um processo dependente do contexto celular. Por
fim, ainda na etapa de validacédo, foi feita uma analise da expressédo génica destas
moléculas em amostras obtida de pacientes com LMC, nas diversas fases da doenga,
para poder verificar se a mudancga no perfil de expresséo destes genes poderia se
correlacionar com a progressao da doenga e a fim de tentar se identificar possiveis
marcadores de progndstico ou alvos terapéuticos.

Dentre os genes estudados, a CALC/INEURINA A BETA, o DAP72 D53 e
SH3BGRL2 nao apresentaram resultados muitos promissores na etapa de validacgao,
pois as alteragbes na expressdo destes genes mediada por BCR-ABL parece ser
extremamente dependente do contexto celular, isso reflete nos dados obtidos em
células de pacientes, onde nao foi possivel observar uma correlagcao estatisticamente
significativa entre a expressédo destes genes e a progressdo da doenga e, portanto,
nao se correlaciona diretamente com o nivel de expressdo de BCR-ABL, ja que este
aumenta conforme a doencga progride (BARNES et al., 2005).

O gene que apresentou resultados mais promissores na fase de validagéo dos
resultados foi o PRAME. Este teve um aumento de aproximadamente 13,5 vezes em
HLG60 transfectada com o BCR-ABL em relacdo ao vetor vazio (tabela 1). Na
validagao deste dado por RT-PCR em tempo real, foi observado um aumento de
48,33 vezes na HL60.BCR-ABL em relagéo a HL60. Porém, o aumento da expressao
de PRAME mediado por BCR-ABL nao é visto nas linhagens HelLa, THP1 e SKW6.4,
apos a transfec¢cdo com este gene. Por outro lado, existem evidéncias na literatura
que PRAME possa ser um gene induzido por BCR-ABL, tendo em vista que ao se
transfectar a linhagem celular humana TF-1 com BCR-ABL, ocorre um aumento da
expressdo de PRAME (WATARI et al., 2000). Estes dados sugerem que o aumento
da expressao de PRAME, mediado por BCR-ABL, é um evento dependente do
contexto celular. Por fim, ao compararmos a expressédo de PRAME em linhagens
celulares, derivadas de leucemias, que nao expressam BCR-ABL com linhagens
leucémicas que o expressam de forma endogena, € possivel observar que as células
BCR-ABL" apresentam uma maior expressdo de PRAME (Figura 14). Condizente
com estes dados, ao avaliarmos a expressao deste gene nos pacientes com LMC, foi
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possivel observar um aumento significativo da sua expressdo em pacientes quando
comparado a expressao dos controles saudaveis (Figura 25). Do mesmo modo, é
possivel observar um aumento da expressao deste gene conforme a doenga progride
e uma redugdo para niveis semelhantes aos individuos saudaveis apds a remisséo
citogenética completa (Figura 26 e 45), sendo que a expressao de PRAME se
correlaciona de forma significativa com a expressao de BCR-ABL (Figura 27). Estes
dados sugerem que PRAME seja um gene regulado por BCR-ABL, apesar de que em
alguns contextos celulares a simples presenga deste neo-oncogene ndo seja capaz
de aumentar a expressdo de PRAME, provavelmente devido ao fato deste gene ja
apresentar alta expressdo em diversas linhagens tumorais. Existe uma sugestao na
literatura de que a expressdo de PRAME aumente conforme a LMC progride da fase
cronica para a crise blastica (RADICH et al., 2006), porém este dado foi obtido
através de técnica de Microarray em pacientes com LMC, sem uma posterior
validacdo experimental. Assim, os nossos dados validam também este estudo,
mostrando definitivamente um aumento da expressdgo de PRAME conforme a

progresséo da doenca (Figura 26).

O préximo passo foi verificar se a atividade tirosina quinase do BCR-ABL teria
um papel fundamental no aumento da expressao de PRAME, para isso foi feito um
tratamento com 10uM de Imatinibe por 8 e por 24 horas. Este tratamento foi capaz de
inibir a atividade tirosina quinase do BCR-ABL (Figura 15), porém n&o foi capaz de
reduzir a expressao de PRAME (Figura 16), sugerindo que apesar de BCR-ABL ser
capaz de induzir a expressao de PRAME, este mecanismo € independente de sua
atividade tirosina-quinase desregulada, ou que este mecanismo seja inicialmente
dependente da atividade tirosina-quinase, porém a manutencao da alta expressao de
PRAME seja independente. Condizente com esta segunda hipotese, tem sido
demonstrado que a alta expressdo de PRAME em linhagens celulares derivadas de
pacientes com LMC ocorra devido a hipometilacdo de ilhas CpG no promotor deste
gene (ROMAN-GOMEZ et al., 2007). Assim, é possivel formular a hipotese de que a
presenca de BCR-ABL altera vias de sinalizagao que irdo gerar uma hipometilagao de
ilhas CpG no gene PRAME, revertendo a inibicdo da expressao deste gene, o que
permitiria que a sua expressdo permaneca elevada, mesmo apds o bloqueio da

atividade tirosina-quinase do BCR-ABL, apds o tratamento com Mesilato de Imatinibe.
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Neste ponto, surge a questdo se o aumento da expressdao de PRAME tem uma
funcdo na transformacéo celular, mediada ou ndo por BCR-ABL, e/ou na progressao
da LMC - e possivelmente outros tumores - ou se é meramente um marcador da
progressdo. Evidéncias recentes sugerem a primeira hipotese, ja que foi demonstrado
que a proteina PRAME é capaz de inibir a diferenciacdo mieldide em células
hematopoiéticas progenitoras, tanto normais quanto leucémicas, e que pacientes na
fase crénica da LMC que apresentam maior expressao de APRAME tém maiores
chances de nao responder a terapia com Mesilato de Imatinibe e de apresentarem
mutag¢des no dominio tirosina quinase do BCR-ABL (OEHLER et al., 2009).

Outra evidéncia de que esta proteina tem um papel ativo na transformacao
tumoral € a sua atividade como um repressor dominante do receptor do acido
retindico (RAR), bloqueando a expressdo dos genes alvos deste receptor nuclear
(EPPING et al., 2005). Acredita-se que a via do acido retindico seja uma importante
via supressora de tumores, pois a ligagdo do acido retindico com o RAR permite a
ligacdo deste receptor a elementos responsivos (RARE - retinoic acid responsive
element) no promotor dos genes alvos, induzindo a transcrigdo destes genes. Entre
estes alvos, encontram-se genes relacionados a diferenciacdo celular, controle do
ciclo celular e apoptose. O PRAME é uma proteina nuclear que é capaz de se ligar ao
RAR, mesmo na presenca do acido retindico, e recrutar a proteina EZH2, uma
enzima pertencente ao grupo dos polycombs, capaz de di e tri-metilar lisina 27 da
histona H3 e, assim, promover um silenciamento epigenético dos genes alvos
(EPPING et al., 2005). Poréem, o modelo usado para descrever esta fungao foi o
melanoma, ndo existindo ainda evidéncias que esta proteina tenha esta fungdo em
outros tipos tumorais e os unicos genes alvos do acido retindico que ja foram

descritos como sendo inibidos na presenca de PRAME foram p271 e RARS.

Para tentarmos entender se a alta expressdo de PRAME poderia ter um papel
na fisiopatologia da LMC, foi realizada uma analise in silico dos dados de Microarray,
buscando-se genes que apresentaram uma expressao reduzida nas células
HL60.BCR-ABL e HeLa.BCR-ABL em relagdo as suas contrapartes e, dentre estes
genes, quais apresentam uma regulacdo pelo acido retindico. Esta analise nos
permitiu identificar o gene TRAIL, que apresentou uma menor expressao nestas
células BCR-ABL".
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Diversas evidéncias na literatura sugerem que TRAIL possa ser um gene
regulado por PRAME: (1) PRAME é um repressor dominante do acido retinoico
(EPPING et al., 2005) e TRAIL é um gene induzido pelo acido retindico (ALTUCCI et
al., 2001); (2) tem sido demonstrado que o PRAME é capaz de inibir a apoptose
induzida por inibidores de HDAC (EPPING et al., 2007), por outro lado, tem sido
demonstrado que um dos eventos mais importantes na indugcao de apoptose pelos
iniBIDores de HDAC ¢ a indugéo de TRAIL (INSINGA et al., 2005; NEBBIOSO et al.,
2005); (3) apesar do RNA mensageiro de TRAIL ser expresso de forma constitutiva
na maioria dos tecidos, varios trabalhos avaliando o perfil global de expressao génica
em tecidos humanos saudaveis revelam que os testiculos sdo o sitio com menor
expressao deste gene, por outro lado, apenas neste 6rgao € possivel encontrar, em
condigbes fisiologicas, alta expressdo de PRAME (EPPING e BERNARDS, 2006;
ROTH et al., 2006; SHYAMSUNDAR et al., 2005; SU et al., 2002; SU et al., 2004).
Apesar destas diversas evidéncias, ndo existe nenhum trabalho mostrando
diretamente que TRAIL possa ser regulado por PRAME.

Ao analisarmos a expressao de PRAME e de TRAIL em células BCR-ABL
positivas e negativas, observa-se uma maior expressdo de PRAME nas células
positivas enquanto o TRAIL apresenta uma maior expressao nas células negativas
(Figura 28), sugerindo que exista uma correlagédo inversa na expressao destes dois
genes. De fato, ao correlacionarmos a expressao destes dois genes nos pacientes
com LMC, encontramos uma correlacdo negativa, moderada (rs=-0,497) e
estatisticamente significativa (p=0,0009) entre eles (Figura 29), corroborando ainda
mais a hipotese de que a alta expressdo de PRAME diminui a expressao de TRAIL,

provavelmente por interferir na via do acido retindico.

Apesar de ser sabido que o acido retindico é capaz de induzir a expressao de
TRAIL (ALTUCCI et al., 2001), nunca foi demonstrado que o promotor deste gene
apresente um elemento responsivo ao acido retindico. Para confirmar a nossa
hipétese de que, na presengca de PRAME, o RAR se assentaria no promotor de
TRAIL, em um RARE, e bloquearia e expressdo deste gene por recrutar EZH2,
avaliamos a regido promotora de TRAIL. Para isso, foi utilizado o programa
Gene2Promoter, disponivel na pagina da web: www.genomatix.de, e foi encontrada a
sequéncia tgtgagggtgggaagAGGGcagggt, na qual observa-se um sitio DR1 (Direct
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Repeat 1), de ligacdo ao heterodimero RAR-RXR, com matrix de similaridade 0,819
(Figura 30). E importante ressaltar que o valor méaximo para esta matrix é 1, onde
cada posicao na sequéncia corresponde ao nucleotideo mais conservado na matrix e

que este resultado de 0,819 é considerado como um 6timo valor de sobreposicao.

Em seguida, para provarmos a existéncia de uma regulacdo de 7RA/L
mediada por PRAME e por EZH2, foi utilizada uma abordagem mais direta, onde
células K562, derivadas de pacientes com LMC na crise blastica, foram infectadas
com shRNA para PRAME, sendo feita duas infecgdes distintas, com o mesmo
plasmideo. Apos o estabelecimento das linhagens, foi verificada por RT-PCR em
tempo real a expressdo de PRAME, observando-se uma diminuicdo de
aproximadamente trés vezes na expressao deste gene, em ambas as infecgdes
(Figura 31A). Também foi analisado o nivel protéico de PRAME, podendo ser
observado uma clara reducdo desta proteina apos o silenciamento (Figura 31B).
Confirmando nossa hipdtese, estas linhagens K562 com o PRAME silenciado
apresentaram um aumento de aproximadamente 11 vezes na expressao de TRAIL
(Figura 32). Da mesma forma, ao se inibir a expressao, por RNA de interferéncia, de
EZH2, em linhagem K562 (Figura 33), é possivel observar um aumento significativo

na expressao de TRAIL (Figura 34).

Estes experimentos demonstram claramente que a alta expressao de PRAME
€ responsavel por diminuir a expressdao de TRAIL, no contexto da transformacao
mediada pelo BCR-ABL. Isto tem diversas implicagbes no entendimento da
fisiopatologia da leucemia mieldide crénica e na terapéutica desta patologia.

O TRAIL é um ligante de morte, membro da superfamilia do TNF, que foi
inicialmente identificado e clonado baseado na sua homologia com o CD95L e com o
TNF (WILEY et al., 1995). Esta proteina apresenta a caracteristica de ser citotoxica
para células tumorais, sem afetar células normais (WALCZAK et al., 1999). O TRAIL
induz a apoptose apos se ligar aos receptores DR-4 ou DR-5, o que resulta na
trimerizacdo do receptor e formagao do complexo indutor da sinalizacdo de morte
(DISC - death-inducing signalling complex). Em seguida, ocorre o recrutamento e a
clivagem da pro-caspase-8 em caspase 8, que ira ativar as caspases efetoras, como
a caspase-3, levando a morte celular (ASHKENAZI et al., 1999; AZA-BLANC et al.,

2003). A caspase-8 ativa também pode clivar BID, um membro pro-apoptotico da
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familia Bcl-2, ligando a via extrinseca de indugdo de morte com a via intrinseca (LUO
et al., 1998).

Existem diversas evidéncias de que o TRAIL pode agir como uma proteina
supressora de tumores. Camundongos knockout para TRAIL sao mais susceptiveis a
tumorigénese induzida por carcinégenos quimicos e a metastases (CRETNEY et al.,
2002; SEDGER et al., 2002). Outras evidéncias de que TRAIL possa agir como um
supressor de tumor sdo os experimentos utilizando anticorpos neutralizantes de
TRAIL em camundongos, que significantemente aumentam as metastases no figado
(CLARKE et al., 2004; CRETNEY et al., 2002). Corroborando com estes dados,
diversos estudos de expressao génica global em tumores tém demonstrado que a
expressédo de TRAIL diminui durante a progressédo do cancer (DANIELS et al., 2005;
POPNIKOLQOV et al., 2006; VIGNESWARAN et al., 2007). Além disto, existem
estudos demonstrando que a inducédo da expressao de 7RA/L € um mediador central
da apoptose em diversos tratamentos para o cancer, como o acido retindico, os
inibidores de HDAC e o interferon (ALTUCCI et al., 2001; CLARKE et al., 2004;
INSINGA et al., 2005; NEBBIOSO et al., 2005). Além disto, o TRAIL também aparenta
ser um importante mediador na apoptose, em células derivadas de LMC, induzida
pelo Mesilato de Imatinibe, sendo importante ressaltar que a inducédo deste € capaz
de reverter o fenotipo de resisténcia ao STI571 (KIKUCHI et al., 2007). Estes dados
sugerem que a diminuigdo da expressao de TRAIL tem uma fungdo central na
iniciacdo e/ou progressdo do cancer, e a re-expressao de TRAIL é uma opgéo
terapéutica muito interessante a fim de induzir apoptose nas células transformadas,

sem afetar as células normais.

De fato, existe uma quantidade enorme de grupos de pesquisa buscando
desenvolver uma terapia anti-tumoral baseada no TRAIL, entre estas terapias pode-
se citar o TRAIL humano recombinante e soluvel, anti-corpos agonistas dos
receptores de TRAIL (DR4 e DRS5), terapia génica utilizando-se adenovirus capazes
de expressar 7RA/L sob promotores especificos para o tecido de origem do tumor
(GRIFFITH et al., 2009). Os primeiros trabalhos examinando a atividade anti-tumoral
de TRAIL /7 vivo também avaliaram a sua toxicidade a tecidos normais. Por exemplo,
a administragdo intravenosa de TRAIL (200 ug) recombinante soluvel em

camundongos nao resultou em nenhum efeito toxico observavel, mesmo o tratamento
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diario por longos periodos (14 dias) ndo apresentou toxicidade, enquanto que a
administragao de FasL (50 ug) € capaz de matar os animais em uma hora (WALCZAK
et al., 1999). Estudos com primatas também demonstraram a seguranga da
administragdo de TRAIL por longos periodos (ASHKENAZI e DIXIT, 1999). Estes
estudos claramente demonstram que o TRAIL apresenta baixa toxicidade.

Porém, apesar da baixa toxicidade e da sua atividade anti-tumoral /77 vifro e /in
vivo, o tratamento de humanos com TRAIL dependeria da administracdo sistémica e
repetida de grandes doses de TRAIL soluvel para ser efetiva. Isto pode ser
problematico, do ponto de vista da farmacodinamica, ja que iria requerer repetidas
injecbes para manter um concentragao plasmatica suficientemente alta para ter uma
potencial resposta terapéutica. Uma alternativa seria a inducdo da expressao de
TRA/L, que poderia ser obtida de forma exdgena, utilizando-se vetores adenovirais
nao-replicativos. De fato, diversos estudos pré-clinico e clinicos tem demonstrado a
eficiéncia deste método para induzir a expressdo deste gene e para induzir a
apoptose nestes tumores (GRIFFITH et al., 2009). o grande problema deste método é
a utilizagdo de vetores adenovirais, ja que adenovirus s&o altamente imunogénicos e
a maioria das pessoas ja foram expostas a adenovirus em algum momento de sua
vida (COLLINS et al., 2008; KAPLAN, 2005). Baseado nos dados apresentados nesta
tese, uma outra terapia anti-tumoral baseada em TRAIL poderia ser proposta, visando
a indugdo da expressao de 7RA/L enddégeno pela inibicdo do seu repressor, o
complexo PRAME/EZH2. Esta possivel terapia teria a vantagem da baixissima
toxicidade de TRAIL, devido este ser bastante seletivo para células tumorais, sem os
problemas farmacodindmicos da terapéutica com TRAIL soluvel ou anticorpos
agonistas dos receptores de TRAIL, nem os problemas imunolégicos da utilizagdo de
vetores virais. Ainda neste sentido, o alvo ideal seria o PRAME, pois sabe-se que
este gene praticamente ndo € expresso em células normais (EPPING e BERNARDS,
2006), o que limitaria o aparecimento de efeitos adversos no caso de sua inibigdo.
Alternativamente, poderia se buscar moléculas capazes de inibir a ligagdo entre
PRAME e EZH2 ou a atividade enzimatica de EZH2.

Estes dados tém grande relevancia na terapéutica da LMC, pois se sabe que o
TRAIL é capaz de induzir apoptose em diversas linhagens celulares BCR-ABL", ja
que estas células frequentemente expressam os receptores de morte DR-4 e DR-5.
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Além disto, células leucémicas primarias, de pacientes com leucemia linfoblastica
aguda, positiva para o cromossomo Filadélfia, também s&o sensiveis a morte por
TRAIL. Outro dado interessante € que as linhagens celulares estudadas que se
demonstraram resistentes a apoptose induzida pelo Mesilato de Imatinibe, o inibidor
seletivo da atividade tirosina-quinase de BCR-ABL, sao sensiveis ao TRAIL e vice-
versa, sendo que nenhuma linhagem estudada se mostrou resistente aos dois
estimulos de morte (UNO et al., 2003). Isto sugere que o co-tratamento com TRAIL,
ou a re-expressao deste gene, possa ter uma fungédo importante na erradicagao das
células resistentes ao Mesilato de Imatinibe, a terapia de escolha para a LMC

atualmente.

Além disto, nés demonstramos que o co-tratamento com Mesilato de Imatinibe
aumenta a morte induzida por TRAIL nas células BCR-ABL", K562, que sdo
normalmente resistentes a esta proteina. Sabe-se, também, que o co-tratamento com
0,25uM do inibidor da atividade tirosina quinase do BCR-ABL aumenta
significativamente a morte induzida por 100 ng/ml de TRAIL soluvel nestas linhagens
celulares (NIMMANAPALLI et al., 2001). E possivel notar nas linhagens K562, tanto
com o PRAME silenciado, tanto com o EZH?2 silenciado, onde ambas apresentam alta
expressao de TRAIL, nao existem diferengas basais na taxa de apoptose (Figuras 40-
43), o que esta de acordo com estes dados da literatura de que a linhagem K562 é
resistente a morte por TRAIL. Porém, apds o tratamento com Mesilato de Imatinibe,
as linhagens K562 PRAMEXP e EZH2"P apresentaram maiores taxas de apoptose do
que as ceélulas infectadas apenas com o vetor vazio (Figuras 40-43). Estes dados
sugerem que novas estratégias terapéuticas podem ser adotadas para o tratamento
da LMC, visando inibir a expressdo de PRAME e/ou de EZH?2 ou inibir a atividade
destas proteinas, como por exemplo desenvolvendo novas drogas que sejam
capazes de inibir a atividade metil-transferase de EZH2 ou a utilizagcdo de DZNep,
uma droga capaz de diminuir os niveis celulares de EZH2 e dos seus co-fatores EED
e SUZ12 (TAN et al., 2007). Porém, como dito anteriormente, o PRAME seria um alvo
ainda mais interessante. Neste sentido, tem-se buscado desenvolver imunoterapias
utilizando-se PRAME como alvo, sendo que a indugdo de clones de linfécitos T
citotéxicos contra PRAME sao capazes de lisar células derivadas de tumores sélidos
e sao capazes de reconhecer e responder a células primarias de pacientes com LMC
(KESSLER et al., 2001; QUINTARELLI et al., 2008; REZVANI et al., 2009). Isso nos
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permite vislumbrar uma terapéutica para a LMC que consistiria na combinagado da
imunoterapia contra PRAME combinada como o tratamento com Mesilato de
Imatinibe, onde as células que sao resistentes a esta droga seriam lisadas pelas
células CTLs e as células com baixa expressdo de PRAME e, portanto, resistentes a
imunoterapia seriam mortas pelo tratamento com STI571, ja que foi demonstrado aqui
que as ceélulas com menor expressao de PRAME s&o mais sensiveis a esta droga.

Também foi demonstrado que apesar da reduzida expressao de 7ARA/L na
linhagem K562 ser dependente de EZH2, ja que o silenciamento deste por shRNA foi
capaz de restaurar a expressao de TRAIL (Figura 34), aparentemente a expresséao de
EZH2 nado é dependente de BCR-ABL, ja que células positivas e negativas para o
cromossomo Filadélfia expressam niveis semelhantes de E£ZA2 (Figura 395).
Semelhantemente, ndo foi possivel encontrar diferenga na expressdo de £Z/2 nas
diferentes fases da LMC (Figura 36), nem tampouco uma correlagdo entre a
expressao deste com a expressao de 7/RA/L em pacientes com LMC e em individuos
saudaveis (Figura 37).

Isto sugere que o processo de regulacao da expressao de 7/RA/L, que vai gerar
o bloqueio da expressao deste gene na LMC, é dependente do aumento da
expressado de PRAME e nao de £ZH2. Este PRAME, que fisiologicamente ndo estaria
presente nestas células é, entdo, capaz de recrutar o EZH2 para alvos que
normalmente ndo seriam silenciados por EZH2, neste caso o promotor de 7RA/L e,
possivelmente, outros promotores responsivos ao acido retindico, gerando entdo o
silenciamento observado, provavelmente através da sua atividade metilar a histona

H3 no residuo de lisina 27.

Assim, fomos avaliar a expressao dos genes que codificam as proteinas UTX e
JMJD3, que s&o responsaveis por remover o grupo metil da lisina 27 di- ou tri-
metilada, na histona H3 (AGGER et al., 2007; DE SANTA et al., 2007; LAN et al.,
2007; LEE et al., 2007) e notamos que ambos apresentam uma expressao reduzida
na fase blastica da LMC, sendo que JMJD3 apresenta uma reducdo na sua
expressdo conforme a doenga progride (Figura 44). Isto sugere que 0s genes
silenciados por metilacdo da lisina 27 de histona H3 vao apresentar uma diminuigcéo

da expressdo de forma mais estavel. E, entdo, coerente sugerir que a diminui¢do da
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expresséo de 7RA/L, dependente de EZH2, sera ainda mais estavel na fase blastica,
onde ocorre uma menor expressao de U7X e JMJDS3.

Recentemente o gene {7X foi descrito como um novo gene supressor de
tumor, este gene foi descrito como sendo inativado por mutagbes somaticas em
diversos tipos de tumores solidos, o que interfere na regulacdo da metilagdo da
histona H3 em residuos de lisina. Sendo que a reintroducdo de {7X em células
tumorais que apresentavam este gene mutado resultou em uma diminuigdo da
proliferagao celular e mudanga no perfil de transcricdo génica (VAN HAAFTEN et al.,
2009). Este dado sugere que a inibicdo do gene U7X tem um papel importante no
processo tumoral e, tendo em vista a baixa expressdo deste gene em pacientes

(Figura 44), possivelmente na patologia da LMC.

Da mesma forma, a proteina JMJD3 também tem sido implicada como sendo
importante para evitar a tumorigénese, pois tem um papel ativo na ativagéo do Iécus
génico INK4-ARF. Este locus esta epigeneticamente silenciado em células normais e
se torna ativado em resposta ao estresse oncogénico, o que induz a senescencia,
impedindo, assim, a formacdo do tumor. Esta inducdo ocorre devido a atividade
demetilase de JMJD3. Assim, a inibicdo da expressdo de JMJD3 em fibroblastos
embrionarios de camundongos resulta na imortalizagcao destas ceélulas (AGGER et al.,
2009; BARRADAS et al., 2009). Importante notar que leucemias linfociticas agudas
positivas para o cromossomo Philadélfia geralmente apresentam delecdo do I6cus
INK4-ARF, porém em pacientes com LMC, mesmo na crise blastica, ndo costumam
apresentar esta delecdo. Alem disto, em modelos animais de leucemia BCR-ABL
positiva, a inativacdo de ARF atenua a responsividade a inibidores da atividade
tirosina-quinase de BCR-ABL, aumenta a manutengao de células tronco leucémicas,
e facilita o surgimento de clones resistentes ao Mesilato de Imatinibe com mutagdes
no dominio quinase de BCR-ABL (WILLIAMS e SHERR, 2008). Assim, a baixa
expressdo de JMJD3 em pacientes com LMC (Figura 44), possivelmente tem um
papel importante na patologia desta leucemia, por impedir a ativagdo do l6cus INK4-
ARF.

Na ultima etapa deste projeto buscamos por evidencias de que este processo
de inibicdo da expressao de 7RA/L, mediado por PRAME, possa ser um fendmeno

mais geral da transformagdo tumoral pois se sabe que FPRAME apresenta-se
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altamente expresso em diversos tipos de tumores, como por exemplo carcinomas de
pulmdo; mama; renal; tumores de cabega e pescogo; linfomas de Hodgkin's;
sarcomas; tumores de Wilm, melanoma, neuroblastoma e meduloblastoma (EPPING
e BERNARDS, 2006). Assim, utilizamos meta-analises de dados de microarray

obtidos na base de dados <WWW.oncomine.org>, de tumores de mama, pulmao e

melanoma. Analisamos ao todo 186 amostras tumorais e 49 saudaveis e, em todos
estes tumores, foi possivel observar uma redugéo estatisticamente significativa na
expressdo de 7RA/ acompanhado por um aumento também significativo na
expressédo de PRAME, sugerindo, assim, que esta via possa ser responsavel pela
reduzida expressdo de 7ARA/L também em tumores sdlidos. Isso também reforga a
possibilidade de utilizar o PRAME como um alvo na terapia contra diversos outros

tipos tumorais.
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6 CONCLUSOES

Ildentificamos um novo mecanismo de regulacdo da expressdo de 7RA/L,
dependente da alta expressdo de PRAME e da presenca de EZH2. Esta via foi
demonstrada como sendo responsavel pela diminuicdo de expressao de 7RA/L em
pacientes com LMC e sugerida como sendo responsavel por este processo em outros

tumores.
O PRAME é um potencial biomarcador de progressao tumoral na LMC.

O PRAME e o EZH2 sio dois interessantes alvos terapéuticos na LMC, e
possivelmente em outros tumores, devido a sua capacidade de bloquear a expressao
de 7RAI/L.

A inibicao de PRAME ou de £Z/H2 é capaz aumentar a capacidade tumoricida
do Mesilato de Imatinibe, in vitro. Reforcando a teoria de que estas moléculas sao
dois importantes alvos terapéuticos na LMC.
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ABSTRACT

TRAIL, a member of the TNF-a family and a death receptor ligand, was shown to
selectively kill fumor cells. Not surprisingly, TRAIL is down-regulated in a variety of tumor cells,
including BCR-ABL-positive leukemia. Although we know much about the molecular basis of
TRAIL-mediated cell killing, the mechanism responsible for TRAIL inhibition in tumors remains
elusive. Because a) TRAIL can be regulate by retinoic acid; b) PRAME was shown to inhibit
transcription of retinoic acid receptor target genes through the polycomb protein EZH2; and c)
we have found that TRAIL is inversely correlated with BCR-ABL in CML patients, we decided to
investigate the association of PRAME, EZH2 and TRAIL in BCR-ABL-positive leukemia. Here, we
demonstrate that PRAME, but not EZH2, is up-regulated in BCR-ABL cells and is associated with
the progression of disease in CML patients. There is a positive correlation between PRAME and
BCR-ABL and an inverse correlation between PRAME and TRAIL in these patients. Importantly,
knocking down of PRAME or EZHZ2 by RNA interference in a BCR-ABL-positive cell line restores
TRAIL expression. Our data reveal a novel regulatory mechanism responsible for lowering
TRAIL expression and provide the basis of alternative targets for combined therapeutic

strategies for CML.



INTRODUCTION

Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disorder of transformed
hematopoietic progenitor cells. It is characterized by the Philadelphia chromosome (Ph), which
is generated by a 1(9:22)(q34:q11) translocation’?. This translocation results in the appearance
of the constitutively active chimeric protein tyrosine-kinase BCR-ABL, a hallmark of CMLS.
Expression of BCR-ABL activates multiple signaling pathways leading to proliferation, reduced
growth factor-dependence, abnormal interaction with bone marrow extra-cellular matrix, and to
an state of extreme resistance to apoptosis*®. While the development of tyrosine-kinase
inhibitors (TKIs) have revolutionized the freatment of BCR-ABL-positive leukemia, it has
become increasingly clear that TKI treatment alone will not be curative in many cases, in
particular in the advanced phase of the disease’. Thus, proper knowledge of molecular
alterations triggered by the expression of BCR-ABL, especially during the disease progression,
should provide rationale for the development of novel therapeutics strategies for CML.

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) is a type II
transmembrane protein belonging to the TNF-a family that is constitutively expressed in a wide
range of tissues'®. TRAIL is critically involved in anti-cancer surveillance by immune cells"** and
has also the ability to trigger apoptosis in a cell autonomous way, in a variety of tumor cell lines
but not in most normal cells'". Importantly, TRAIL” mice display an increased susceptibility to
tumor initiation and metastasis'’*#, highlighting the importance of TRAIL in the defense against
tumors. Therefore, it is not surprising that one of the key mechanisms of tumor escape is a
general down-regulation of TRAIL. Despite the enormous amount of knowledge gained in the last
few years on TRAIL regulation and TRAIL-mediated cell death, the molecular basis of TRAIL
inhibition in tumors is poorly understood.

PRAME (preferentially expressed antigen of melanoma) is overexpressed in a variety of

neoplasia, such as melanoma, breast carcinomas, renal cell carcinomas, non-small cell lung



carcinomas, head and neck cancers, Hodgkin's lymphomas, medulloblastomas, sarcomas, Wilm's
tumors, myelocytic and lymphocytic leukemia®, but its expression is low or absent in normal
tissues®. Although PRAME can triggers autologous cytotoxic T cell-mediated immune responses,
its expression is preserved in several fumors cells, suggesting that PRAME expression can
confer a selective advantage that outweighs its role in CTL-mediated tumor killing'*?°. The
way(s) PRAME overexpression contributes for the tumorigenic process still remains elusive.

We have recently observed that TRAIL is downregulated by BCR-ABL in cell lines as well
as in PBMC obtained from CML patients (J.M.6.L and G.P.A.M., manuscript in preparation).
Importantly, we found that decreased levels of TRAIL were associated with the progression of
the disease. Because it is known that TRAIL can respond fo retinoic acid (RA)®#22 gnd that
PRAME can act as a repressor of RA/retinoic acid receptor signaling®®, we decided to
investigate a possible association between upregulation of PRAME and decreased levels of
TRAIL in CML.

We report here that BCR-ABL-mediated upregulation of PRAME is the molecular event
responsible for knocking down TRAIL in Philadelphia chromosome-positive leukemia. The
polycomb protein EZH2, which is necessary for PRAME-mediated transcriptional inhibition of
TRAIL, is not a target of BCR-ABL. Finally, in silico analysis of gene-expression profiling studies
suggest that the downregulation of TRAIL by PRAME may be a more general phenomenon
characteristic of a variety of tumors. This implicates the franscription repressive activity of
the PRAME/EZH2/RA/RAR complex in the TRAIL promoter as a possible major target for novel

anti-cancer therapies.

Materials and Methods

Patient Samples. All samples were obtained under protocols approved by all Hospitals and

Institutional Ethics Committees after patient's written informed consent. Peripheral blood was
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collected from 10 healthy individuals, 40 CML patients (11 chronic phase (CP), 10 accelerated
phase (AP), 10 blastic phase (BP) and 09 with complete cytogenetic remission (CCyR) post-
imatinib mesylate (Gleevec®) (400mg/day)). CML diagnosis of the patients enrolled in this study
was confirmed by Ph chromosome and BCR-ABL rearrangement detection. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from patients and controls were isolated according to standard

protocol with Ficoll-Hypaque 1,077 density technique.

Plasmid construction and Antibodies. PRAME and EZHZ2 shRNA vectors were kind gifts of Dr. R.

Bernards (Amsterdam, The Netherlands) and were generated as previously described?.
Antibodies against EZH2 (4905), and phospho-FOXO3a (9465) were from Cell Signaling. Anti-
PRAME was from Abcam (ab32185), and anti-ACTIN was from ICN Biomedicals Inc (C4).

Cell Culture and Cell Lines. All cells were cultured in RPMI medium 1640 supplemented with
10% Fetal Bovine Serum (FBS), 25 mM Hepes, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and
100 pg/ml streptomycin, except for Phoenix packaging cell, which were grown in DMEM medium
supplemented with 10% FBS, 25 mM Hepes, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin and for KBM7 cell line which were grown in IMDM supplemented with 20% FBS,
25 mM Hepes, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 ug/ml streptomycin. HL-60 and
K562 cells were obtained from ATCC. LAMA-84 was kindly provided by James 6riffin (Dana-
Farber Cancer Institute, MA, USA). HL-60.Bcr-Abl cells were derived from wild-type HL-60 by
retroviral transfection with pSReMSVp185°Phkneo 24?°. SKW6.4 cells were kindly provided by
Dr. Henning Walczak (German Cancer Research Center, Heidelberg, Germany). Phoenix
packaging cells were transfected with retroviral plasmids to generate amphotropic retroviruses.
K562 were infected with pRS or pRS-PRAME or pRS-EZH2 #3 or pRS-EZH2 #4 retrovirus and
selected for puromycin resistance.

Western-Blot. Protein samples were resolved under reducing conditions as previously described

% Separated proteins were blotted onto polyvinylidene difluoride membranes and reactions
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were detected with suitable secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, USA and Amersham, Arlington, IL, USA) using enhanced
chemiluminescence (Pierce, Rockford, IL, USA).

Quantitative PCR. Total RNA was extracted using Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). RNA
concentration and purity were determined spectrophotometrically by measuring fluorescence at
260 nm and 280 nm. Three microgram of RNA was reverse transcribed into cDNA in a total
volume of 20 pl using Superscript III (Invitrogen) transcription reagents according to the
manufacturer's instructions. After obtaining the cDNA, genes expression was quantified by
gPCR methodology using Platinum SYBRGreen Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in Mx3005P
detector equipment (Stratagene, USA). qPCR conditions were as follows: enzyme activation at
94 °C for 15 min, initial denaturation at 94 °C for 15 s, annealing temperature specific for each
gene during 25 s and extension at 72 °C for 30 s (50 cycles). The following primers, with its
respective annealing temperature, were used: BCR-ABL 5'-666 6TC CAG CGA GAA GGT T-3'
(forward) and 5'-GCA TTC C6C TGA CCA TCA AT-3' (reverse), 60°C; GAPDH 5'-6GA GAA GGC
T6G 6GC TCA T-3' (forward) and 5'-GTC CTT CCA CGA TAC CAA AGT T-3' (reverse), 60°C;
TRAIL 5'- AAG GCT CTG 6GC C6C AAA ATA AAC-3' (forward) and 5'-6CC AAC TAA AAA GGC
CCC GAA AAA-3' (reverse), 59°C; EZH2 5'-AGG ACG GCT CCT CTA ACC AT-3' (forward) and 5'-
CTT GGT 6TT GCA CTG TGC TT-3' (reverse), 56°C. Results were given as relative expression,
amplicon ratio: investigated gene/gapdh housekeeping gene. The PRAME quantitative PCR was
performed using TagMan PCR master mix as previously described?’.

Meta-analysis. Patient information and gene expression data was obtained from and analyzed
using Oncomine. The microarray meta-analysis algorithms and statistical analysis used were as
previously described?. p-values were calculated as described at http://www.oncomine.org, using

adjustment for multiple testing and false discovery®.
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Statistical Analysis. Experiments were performed always in triplicates and at least three times.
Kruskall-Wallis followed by Dunn's multiple comparison tests were used fto compare gene
expression data from controls and CML patients in different phases of the disease. Associations
between BCR-ABL and PRAME or between PRAME and TRAIL mRNA levels were assessed
through non-parametric Spearman's rank correlation test. One-way ANOVA and Tukey's post-
test were used to compare gene expression data from knockdown cell lines. Differences
between experimental groups were considered significant when p<0,05. All statistical analysis
was performed using GraphPad Prism version 5.00 for Windows (6raphPad Software, San Diego,

CA).

RESULTS

PRAME but not EZH2 is a BCR-ABL induced gene

We first surveyed human leukemia cell lines for expression of PRAME and EZH2 and
verified that cell lines endogenously expressing BCR-ABL, such as KBM7, LAMA8.4 and K562,
showed higher expression of PRAME than the BCR-ABL-negative cell lines, SKW6.4, THP1 e
HL60 (Fig. 1A). The expression of EZH2 was not significantly different between BCR-ABL-
positive and -negative cells (Fig. 1B). To confirm that the relatively higher level of PRAME is a
direct consequence of the expression of BCR-ABL we compared the mRNA levels of PRAME in
our HL-60.vector and HL-60.Bcr-Abl cell line and verified that the ectopic expression of BCR-
ABL dramatically up-regulated PRAME (Fig. 1C).

Next, we quantitatively determined the mRNA of PRAME and EZHZ in PBMC from
healthy individuals and CML patients in different phases of the disease. We found that PRAME
(Fig. 1D), but not EZH2 (Fig. 1E), was up-regulated in CML patients when compared to the
healthy controls. In addition, there was significant positive correlation between levels of

PRAME and BCR-ABL (Fig. 1F; P < 0.0001, rs = 0.6117). Altogether, these data confirm that
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PRAME, but not EZH2 is a transcriptional target for BCR-ABL and its higher expression

correlates with the progression of the disease.

PRAME is responsible for BCR-ABL-mediated repression of TRAIL
In the light that PRAME acts as a dominant repressor of RA/RAR signaling 2* and that

TRAIL can be induced by retinoic acid treatment 2%

we established a relationship analysis
between PRAME and TRAIL in our cohort of CML patients. We found out a moderate but
significant inverse correlation (P=0.0009, rs=-0.4971) between the expression of these two
genes (Fig. 2A). In addition, we found no correlation between EZHZ and TRAIL (Fig. 2B).

To further confirm that the downregulation of TRAIL detected in BCR-ABL-positive
cells is a direct consequence of Bcr-Abl-mediated upregulation of PRAME, we generated a CML
blastic crisis-derived cell line, namely K562, stably infected with a shRNA against PRAME. The
sequence-specific short hairpin RNA vector pRS-PRAME significantly reduced endogenous
PRAME mRNA (Fig. 2C) and protein (Fig. 2D) in K562 cells. As we expected, knocking-down of
PRAME significantly reverted the low levels of TRAIL found in wild-type K562 cells (Fig. 2E).
This result is in agreement with a direct role of PRAME as a repressor of TRAIL in BCR-ABL-
positive leukemia cell lines.

EZH2 is required for PRAME-mediated repression of TRAIL

Despite the fact that the expression of EZH2 is not modulated by BCR-ABL, EZH2 was
shown to be required for the transcriptional repression activity of PRAME 23, Therefore, we
test the functional relevance of EZH2 in PRAME-mediated repression of TRAIL. We inhibited
endogenous EZH2 in K562 cells using two specific shRNAs vectors (Figs. 3A,B) and verified that,
as a result, TRAIL expression increased significantly (Fig. 3C). These data argue that although
EZH2 does not seem to be a target for BCR-ABL, it is still an important mediator of PRAME-

dependent repression of TRAIL.
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PRAME-induced downregulation of TRAIL is independent of FOXO3a phosphorylation state
It was demonstrated that BCR-ABL-mediated inhibition of TRAIL is partially mediated
via phosphorylation of FOXO3a, a member of FoxO family of transcription factors ?°. The
members of the FoxO family are regulated by AKT-mediated phosphorylation which cause their
re-localization to the cytoplasm, thereby preventing FoxO-dependent transcription *°. To verify
the possibility that the knocking down of PRAME or EZH2 was interfering somehow with the
activity of FOXO3a, we looked at the phosphorylation state of FOXO3a by western blot. We
found out that in both cases it remained unchanged (Fig. 4A-B), suggesting that the upregulation
of TRAIL observed after PRAME or EZHZ2 knockdown (Fig. 2E and 3C) is independent of re-

activation of FOXO3a.

Inverse correlation between PRAME and TRAIL in different tumors

Finally, we addressed the question as whether downregulation of TRAIL by PRAME is a
more general phenomenon in cancer patients, we performed a meta-analysis using the
ONCOMINE platform (http://www.oncomine.org). By assessing 6 studies and more than 200
samples of lung adenocarcinoma, melanoma, breast carcinoma and matched healthy tissues (Figs.
5-7), we could find several situations where the expression of PRAME was inversely correlated
with the expression of TRAIL, suggesting that TRAIL could be indeed a target for

transcriptional regulation by PRAME in a variety of cancer.

DISCUSSION

There are several evidences that TRAIL can act as a fumor suppressor. First, TRAIL

knockout mice are more susceptible to ftumorigenesis induced by chemical carcinogens and

17,18

metastasis Second, experiments that used neutralizing antibodies against TRAIL
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demonstrated that it could significantly increase liver metastases in mice 7%, Indeed, several
expression profiling surveys in cancer have shown that TRAIL expression is lost upon cancer

progression 3%

and there are diverse studies demonstrating that TRAIL expression is a central
mediator of apoptosis in some cancer treatments such as retinoic acid, HDAC inhibitors and
interferon 2423438 These data suggest that TRAIL down-regulation has a central role in tumor
initiation and/or progression, and that TRAIL re-expression is a promising therapeutic avenue to
kill transformed cell lines without affecting normal cells.

PRAME is frequently expressed in many different cancers, *°, including BCR-ABL-positive
leukemia®®*®, We confirmed that PRAME is a target for BCR-ABL tyrosine-kinase and showed
that PRAME expression correlates well with BCR-ABL in CML patients, in particular as a marker
of disease progression. Importantly, our results corroborate the suggestion that PRAME
overexpression is involved in tumorigenesis, possibly by suppressing the retinoic acid signaling %.
PRAME can bind to the retinoic acid receptor in the presence of retinoic acid and prevent
receptor activation and target gene transcription. This mechanism seems to require the histone
methyltransferase activity of the polycomb protein enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), which
forms a complex with PRAME and mediate the epigenetic silence of the retinoic acid target
genes 2. As a result, PRAME may be able to confer growth or survival advantages to cancer cells.
However, this mechanism has been well established only in melanoma and, presently, it is not
clear whether PRAME inhibits RA signaling in other forms of cancer. In fact, PRAME expression
was not found associated with down-regulation of the retinoic acid signaling in acute myeloid
leukemia (AML)*. Interestingly, although PRAME is an independent prognostic marker of poor
clinical outcome in different solid tumors “°*, in childhood AML patients, PRAME was shown to
be rather a marker of favorable prognosis 2.

Another important point that remains obscure is the nature of target genes that are

repressed by the PRAME-EZH2-RAR-RA system and vital for one of more aspects of
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tumorigenesis. At the moment, only the p21 and the RARS expression were shown to be down-
regulated in melanoma cells in a PRAME-mediated way 2°. Some evidences suggested that TRAIL
expression could be regulated by PRAME. First, PRAME is a dominant repressor of retinoic acid
receptor signaling %%, whereas TRAIL is a gene inducible by retinoic acid treatment. Second,
PRAME is capable of inhibiting the induction of apoptosis by HDAC inhibitors in a concentration-

3, an event shown to be modulated, at least in leukemia, by TRAIL 3**°

dependent manner
Indeed, our results clearly showed that in the CML line K562, downregulation of either PRAME
or EZH2 resulted in upregulation of TRAIL. Because TRAIL frequently induces apoptosis in
BCR-ABL-positive leukemia* and it was suggested that TRAIL production can overcomes
imatinib mesylate resistance in CML cell lines*, we strongly believe that our results open new
therapeutics possibilities for combined treatment of CML patients. In fact, co-treatment with
imatinib mesylate enhances TRAIL-induced apoptosis of BCR-ABL positive cell lines, even in
K562, a TRAIL-resistant cell line*. Therefore, interference in the expression of PRAME or in
the activity of histone methyltransferase of EZH2 may be a good alternative or coadjuvant
strategy for CML.

Finally, by analyzing the expression changes in cancer microarray databases, using the
Oncomine platform, we found out that several forms of cancer, such as lung adenocarcinomas,
melanomas, and breast carcinomas show a higher PRAME expression associated with a lower
TRAIL expression when compared to matched healthy tissues. These data associated with our in
vitro knockdown results suggest that PRAME may be involved in the fumorigenic process in a
wide range of cancer, at least in part by blocking the tumor suppressor pathway mediated by

TRAIL expression.
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LEGENDS

Figure 1. PRAME, but not EZH2, is a BCR-ABL induced gene and is up-regulated during
the disease progression. (A) RT-qPCR analysis of PRAME mRNA in different leukemia cell lines
that endogenously express BCR-ABL or not. The BCR-ABL" cells show higher PRAME expression
than the BCR-ABL  cells. (B) RT-qPCR analysis of EZHZ mRNA in different leukemia cell lines
that endogenously express BCR-ABL or not. There is no difference on EZHZ expression Between
the BCR-ABL positive and negative cells. (C) RT-qPCR analysis of PRAME expression in HL-60
empty vector (HL60) and HL60.BCR-ABL, which ectopically expresses BCR-ABL, cell lines. The
graph shows a dramatic up-regulation of PRAME after the BCR-ABL transfection. (D) Relative
expression of PRAME in healthy individuals (control) and CML patients in chronic (CP),
accelerated (AP), blastic phase (BP), and patients who achieved complete cytogenetic remission
(CCyR). The lines represent the median values. (E) Relative expression of EZHZ in healthy
individuals (control) and CML patients in chronic (CP), accelerated (AP), blastic phase (BP), and
patients who achieved complete cytogenetic remission (CCyR). (F) Correlation between PRAME
and BCR-ABL in all CML patients. Spearman R=0.6117, /#0.0001. **, ~0,01.

Figure 2. PRAME is responsible for knocking-down TRAIL expression in CML. Correlation
between PRAME and TRAIL (A) and EZHZ and TRAIL (B) in all CML patients. RT-gPCR (C) and
Western Blot (D) analysis of PRAME expression in K562 wild type (WT) or stably transfected
with pRS (empty vector) or two infections with pRS-PRAME to knock down endogenous PRAME
and are indicated as PRAMEX®. (E) RT-qPCR analysis of TRAIL mRNA in K562 cell lines before
and after PRAME knockdown. *, <0,05; **, P<0,01.

Figure 3. EZH2 Knockdown restores TRAIL expression. RT-qPCR (A) and Western Blot (B)
analysis of EZHZ expression in K562 wild type (WT) or stably transfected with pRS (empty
vector) or pRS-EZH2 #3 (shRNA 1) or pRS-EZH2 #4 (shRNA 2), two different shRNAs to
knock down endogenous EZH2Z (indicated as EZHZ®). (C) RT-qPCR analysis of TRAIL mRNA in
K562 cell lines before and after EZHZ knockdown. *, /<0,05; **, P<0,01.

Figure 4. The PRAME® and EZHZ*® did not change FOXO3a phosphorylation state. (A)
Western Blot analysis of phospho-FOXO3a at Ser 318/321 in K562 wild type (WT) or stably
transfected with pRS (empty vector) or two infection with pRS-PRAME (Infec. 1 and Infec. 2),
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to knock down endogenous PRAME and are indicated as PRAME®. (B) Western Blot analysis of
phospho-FOXO3a at Ser 318/321 in K562 wild type (WT) or stably transfected with pRS
(empty vector) or pRS-EZH2 #3 (shRNA 1) or pRS-EZH2 #4 (shRNA 2), two different shRNAs
to knock down endogenous EZH2 (indicated as EZHZ®).

Figure 5. TRAIL is down-modulated in lung adenocarcinoma while PRAME is up-regulated.
Box-plots showing decreased expression of TRAIL and increased expression of PRAME on
datasets performed on the reference * (A) and *® (B). The y-axis represents normalized
expression. Shaded boxes represent the interquartile range (25th-75th percentile). Whiskers

represent the 10th-90th percentile. The bars denote the median.

Figure 6. TRAIL is down-modulated in melanoma while PRAME is up-regulated. Box-plots
showing decreased expression of TRAIL and increased expression of PRAME on datasets
performed on the reference *° (A) and *° (B). The y-axis represents normalized expression.
Shaded boxes represent the interquartile range (25th-75th percentile). Whiskers represent
the 10th-90th percentile. The bars denote the median.

Figure 7. TRAIL is down-modulated in breast carcinoma while PRAME is up-regulated. Box-
plots showing decreased expression of TRAIL and increased expression of PRAME on datasets

% The y-axis represents normalized expression. Shaded boxes

performed on the reference
represent the interquartile range (25th-75th percentile). Whiskers represent the 10th-90th

percentile. The bars denote the median.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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