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RESUMO

JUSTIFICATIVA: Os gliomas sdo os tumores primarios mais frequentes do sistema nervoso
central (SNC), sendo classificados pela OMS de | a IV de acordo com o grau de malignidade. Os
gliomas apresentam diversas alteracdes moleculares entre seus subtipos, como a mutagdo de
TP53 e IDH1/2 além da deleg¢do de regides cromossOmicas, a observar regido 9p21 onde se
localiza o gene MTAP. Este gene codifica a enzima presente na via das poliaminas e
responsavel pela clivagem de 5’-metiltioadenosina (MTA) e reciclagem de metionina e
adenina celular. Devido a sua proximidade com o gene supressor tumoral CDKN2A, o gene
MTAP é frequentemente deletado em diferentes tipos tumorais, incluindo os gliomas. A perda
de expressdao de MTAP nos gliomas é observada nos diversos subtipos histolégicos, mas
sobretudo, em gliomas de alto grau como os glioblastomas. O glioblastoma (OMS grau IV) é
um tumor altamente agressivo, com taxa de mortalidade e tratamento ainda pouco eficazes,
principalmente pela diversidade de alteragdes moleculares, o que acaba por levar o tumor a
desenvolver resisténcia aos farmacos utilizados na rotina clinica. A terapia padrdao para
glioblastoma é cirurgia, seguida de radioterapia e quimioterapia, utilizando o farmaco
temozolamida (TMZ). Contudo, a alta mortalidade e a auséncia de resposta a TMZ, se mostra
um grande desafio para o tratamento de gliomas. Estratégias terapéuticas tendo como alvo a
presenca de mutacdo ou delecdo de genes, como observado com o gene MTAP, tém sido
propostos, dentre eles, aqueles com o uso de inibidores da sintese de novo de purinas e
pirimidinas. No entanto, sdo pouco conhecidas as alteracdes moleculares resultantes da
modulacdo de MTAP, além de conhecer seu papel bioldgico no desenvolvimento dos
glioblastomas. Este trabalho busca caracterizar este gene, além de avaliar os efeitos de sua
modulag¢do propondo ainda a avaliacdo do seu uso como um possivel alvo terapéutico para
gliomas. OBJETIVO: Caracterizar as alteragGes moleculares de MTAP em gliomas, e determinar
os efeitos da modulagdo génica e o uso como potencial alvo terapéutico utilizando agentes
inibidores de sintese de novo de purinas e pirimidinas com o substrato MTA. MATERIAIS E
METODOS: Avaliacdo da expressdo de MTAP por imuno-histoquimica de 641 amostras de
glioma e associacdao do perfil de expressdo com as caracteristicas clinico-patolégicas dos
pacientes. Estes dados foram comparados com a andlise in silico a partir do banco de dados
TCGA e Oncomine totalizando 444 pacientes. A expressao de mRNA e proteica de MTAP foi
também avaliada em 18 linhagens celulares de gliomas. Por fim, através do silenciamento de
MTAP da linhagem U251 (U251MTAP-/-) pelo método de CRISPR/Cas9 e da superexpressao
de MTAP na linhagem SW1088 (SW1088MTAP+/+) pelo sistema lentiviral, o perfil molecular,
bioldgico e terapéutico desta modulacgado foi avaliado. RESULTADOS: A analise in silico de 350
casos de glioblastoma, indicou uma associac¢do direta entre a perda da regido 9p21, onde esta
localizado o gene MTAP e a sua menor expressao (p<0,01). Além disso, a correlagdo entre a
expressdao de MTAP e a melhor sobrevida em pacientes com diagndstico de glioblastoma, foi
observada apenas para o conjunto de dados (Freije — Oncomine; p=0,00863). A avaliacdo da
expressao de MTAP por imuno-histoquimica, demonstrou uma perda de expressao global de
44,1% dos casos, com a maior perda de expressao observada nos subtipos de maior grau de
malignidade, como os glioblastomas adulto (45,6%) e pediatricos (54,8%). Ja a analise de
sobrevida global, indicou um melhor progndstico para o grupo de gliomas de baixo (p=0,03),
inversamente ao observado nos gliomas de alto grau (p=0,0005) e glioblastoma adulto
(p=0,001). A avaliacdo do perfil de expressdao génica dos clones editados geneticamente,
identificou 17 genes diferencialmente expressos para o clone U251 MTAP-/- (p<0,05) e 6 para



o clone SW1088 MTAP+/+ (p<0,05). Estes genes estdo associados a agressividade e
proliferacdo celular na linhagem U251 MTAP-/-, ao controle de expressdo e transducdo de
sinais na linhagem SW1088 MTAP+/+. O efeito da edi¢do génica ndo alterou a capacidade de
proliferacdo, migra¢cdo e invasdo dos clones U251MTAP-/-, assim como dos clones
SW1088MTAP+/+ comparados aos controles (p>0,05). O efeito dos farmacos temozolamida
(TMZ) e 6-tioguanina (6TG) indicou uma maior sensibilidade do clone U251MTAP-/- ao clone
U251EV (p<0,05). J4 a linhagem SW1088MTAP+/+ se mostrou ligeiramente mais resistente ao
farmaco 6TG quando comparado ao clone parental SW1088 LB. Além disso, a presenca de
MTA reduziu a citotoxicidade de 6-tioguanina tanto para o clone U251MTAP-/- quanto para o
clone SW1088MTAP+/+ (p<0,05). CONCLUSAO: A perda de MTAP acompanha a evolugdo do
grau de malignidade dos gliomas, e ocorre em cerca de metade dos gliomas de alto grau. No
entanto, a auséncia de MTAP nao é um evento determinante no processo biolégico tumoral,
e ndo impacta na sobrevida dos pacientes. Apesar disso, a abordagem de tratamento com
tiopurinas em tumores que apresentem como caracteristica a delecdo de MTAP e
suplementados com MTA sugere uma hipdtese a ser considerada para aumentar a eficacia em
pacientes com glioblastoma.

PALAVRAS-CHAVE: Gliomas, Glioblastoma, Gene supressor tumoral, MTAP
(Metiltioadenosina fosforilase), Inibidores de sintese de novo, delecdo.



ABSTRACT

BACKGROUND: Gliomas are the most frequent primary tumors of the central nervous system
(CNS), being classified by the WHO from | to IV, according to the degree of malignancy.
Gliomas show several molecular changes among their subtypes, such as the TP53 and IDH1/2
mutation, in addition to the deletion of chromosomal regions observing the 9p21 region,
where the MTAP gene is located. This gene encodes the enzyme present in the polyamine
pathway and is responsible for the cleavage of MTA and the recycling of methionine and cell
adenine. Due to its proximity to the tumor suppressor gene CDKN2A, the MTAP gene is often
deleted in different tumor types, including gliomas. The loss of MTAP expression in gliomas is
observed in different histological subtypes, but mainly in high-grade gliomas such as
glioblastomas. Glioblastoma (WHO grade V) is a highly aggressive tumor, with mortality and
treatment rates still ineffective, mainly due to the diversity of molecular changes, which
ultimately leads the tumor to develop resistance to the drugs used in the clinical routine. The
standard therapy for glioblastoma (WHO grade V) is surgery, followed by radiotherapy and
chemotherapy, using the drug temozolomide (TMZ). However, the high mortality and a lack
of response to TMZ, proves to be a great challenge for the treatment of gliomas. Therapeutic
strategies aimed at the presence of mutation or exclusion of genes, as observed with the
MTAP gene, have been proposed, among them, those with the use of inhibitors of purines and
pyrimidines. However, the molecular changes resulting from modulation of MTAP are little
known, in addition to knowing its biological role in the development of glioblastomas. This
work seeks to characterize this gene, in addition to evaluating the effects of its modulation,
proposing the evaluation of its use as a possible therapeutic biomarker for gliomas. AIM: To
characterize the molecular alterations of MTAP in gliomas, and to determine the effects of
gene modulation and use as a potential therapeutic target using inhibitors of de novo synthesis
of purines and pyrimidines with the MTA substrate. MATERIALS AND METHODS: Evaluation
of MTAP expression by immunohistochemistry of 641 glioma samples and association of the
expression profile with the patients' clinical and pathological characteristics. These data were
compared with the in silico analysis from the TCGA and Oncomine database, totaling 444
patients. The expression of MTAP mRNA and protein was also evaluated in 18 cell lines of
gliomas. Finally, by silencing the U251 line (U251MTAP-/-) and overexpressing the SW1088
line (SW1088MTAP+/+) the molecular, biological and therapeutic profile of this modulation
was evaluated. RESULTS: In silico analysis of 350 cases of glioblastoma, indicated a direct
association between the loss of the 9p21 region, where the MTAP gene is located and its lower
expression (p <0.01). Also, the correlation between MTAP expression and better survival in
patients diagnosed with glioblastoma, was observed only for the data set (Freije-Oncomine;
p=0.00863). The evaluation of MTAP expression by immunohistochemistry showed a loss of
global expression of 44.1% of the cases, with the highest loss of expression observed in the
subtypes with the highest degree of malignancy, such as adult (45.6%) and pediatric (54.8%)
glioblastomas. The overall survival analysis, on the other hand, indicated a better prognosis
for the group of low gliomas (p=0.03), inversely to that observed in high-grade gliomas (p =
0.0005) and adult glioblastoma (p=0.001). The evaluation of the gene expression profile
identified 17 differentially expressed genes for the U251 MTAP-/- clone (p < 0.05) and 6 for
the SW1088 MTAP+/+ clone (p <0.05) .These genes are associated with aggressiveness and
cell proliferation in the U251 MTAP-/- line, with the control expression and signal transduction
in the SW1088 MTAP+/+ line. The effect of gene editing did not change the proliferation,



migration and invasion capacity of U251MTAP-/- clones, as well as that of SW1088MTAP+/+
clones compared to controls (p> 0.05). The effect of the drugs TMZ and 6TG indicated a
sensitivity of the U251MTAP-/- clone to the U251EV clone (p <0.05). The strain
SW1088MTAP+/+ was slightly more resistant to the drug 6TG when purchased from the
parental clone SW1088LB. In addition, the presence of MTA reduced the cytotoxicity of 6TG
for both U251MTAP-/- clone and SW1088MTAP+/+ clone (p <0.05). CONCLUSION: The loss of
MTAP accompanies the evolution of the degree of malignancy of gliomas, and occurs in about
half of high-grade gliomas. However, the absence of MTAP is not a determining event in the
biological tumor process and does not impact patient survival. Despite this, the approach to
treatment with thiopurines in tumors that feature the deletion of MTAP gene and
supplemented with MTA suggests a hypothesis to be considered to increase efficacy in
patients with glioblastoma.

KEYWORDS: Gliomas; Glioblastoma; MTAP (Methylthioadenosine phosphorylase), de novo
biosynthesis inhibitors
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1 INTRODUCAO
1.1 Sistema nervoso central

O sistema nervoso central (SNC) é um termo que relne todas as estruturas neurais
situadas dentro do cranio e da coluna vertebral. Anatomicamente o SNC pode ser dividido de
acordo com o grau de complexidade de seus componentes. O encéfalo constitui-se da porcao
do SNC contida no interior da caixa craniana enquanto que a medula espinhal se prolonga a
partir do encéfalo percorrendo o interior da coluna vertebral (Figura 1). A medula espinhal
tem uma forma cilindrica no centro da qual percorre o liquido cefalorraquidiano; apresenta
funcGes motoras e sensitivas relacionadas ao controle do corpo. O encéfalo possui forma
irregular, com saliéncias evidenciando diversas subdivisdes.” > As fun¢bes do encéfalo s3o
bastante complexas, possibilitando todo o funcionamento mecanico, fisioldgico, cognitivo e
sensitivo dos seres humanos, assim como das func¢des presentes nos animais ndo humanos.?
A partir do encéfalo, podemos visualizar trés porcoes: o cérebro, constituido por dois
hemisférios justapostos e separados por um sulco profundo; o cerebelo, também constituido
de dois hemisférios, mas sem sulco de separacdo e o tronco encefalico, estrutura em formato
de haste que se continua com a medula espinhal inferiormente e se inserindo superiormente

ao cérebro.b%5
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Figura 1 - Corte sagital medial do encéfalo.

O cérebro é um orgdo altamente complexo que possui em sua superficie o cortex
cerebral, uma estrutura composta de giros e sulcos, onde se localizam as regides com as
funcgGes neurais mais complexas. Anatomicamente, o cérebro pode ser dividido em grandes
regides denominados lobos: frontal, parietal, occipital, temporal e insular (Figura 2a).” Além
disso, todo o cérebro é recoberto por uma extensa rede de capilares sanguineos que fornecem
oxigénio e nutrientes para manuten¢ao do meio bioquimico 6timo para o funcionamento
neural. 2 O cérebro se divide em dois hemisférios, direito e esquerdo, interligados entre si
pelo corpo caloso. Ao se observar os hemisférios internamente, observa-se uma regido
externa mais cinzenta — o cértex cerebral que contém os corpos celulares dos neurdnios. Logo
abaixo se encontra uma camada de substancia branca, contendo feixes de axdnios neuronais
mielinizados (Figura 2b).># Assim como no cérebro, o cértex cerebelar apresenta a substancia
cinzenta externamente e a substancia branca internamente. Ao contrario, em outras regides

do corpo, a substancia cinzenta é interna em relag¢do a substancia branca.’®
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Fonte: modificado de Sami Souza

Figura 2 - Vista lateral esquerda do encéfalo e corte coronal do cérebro. A) Distribuicao
anatomica dos lobos cerebrais. B) Localizagdo anatomica da substancia cinzenta e substancia
branca no cérebro.

O tecido nervoso compreende basicamente dois grupos celulares: os neurénios e as
células de suporte (neuroglia) (Figura 3), desenvolvidas a partir de células tronco neurais
(CTNs), que estdo interconectadas em uma complexa rede de comunicagdo e possuem

capacidade proliferativa ao longo da vida em algumas regides do cérebro.8-1°
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Figura 3 - Representacao esquematica do arcabouco celular cerebral

Os astrécitos sdo as maiores células da neuroglia, possuindo um formato estrelado e
caracterizados por inUmeros prolongamentos. Em geral os astrdcitos sdo conhecidos por
auxiliar na arquitetura do cérebro, regular o balango hidrico e manter a barreira
hematoencefélica.'> Os astrdcitos maduros se subdividem em duas categorias: astrécitos
fibrosos e astrdcitos protoplasmaticos. Os astrdcitos fibrosos, sdo encontrados principalmente
na substancia branca, possuem processos que irradiam do corpo celular e terminam em
expansdes denominadas “pés vasculares” que se comunicam com 0s vasos sanguineos dentro
do SNC (Figura 4A). Eles apresentam nucleo com marcagao fraca por imuno-histoquimica,
devido a baixa quantidade de heterocromatina e auséncia de nucléolo e filamentos gliais que
podem ser evidenciados com marcacdo pelo marcador da proteina acida fibrilar glial (GFAP)*
13, J4 os astrécitos protoplasmaticos estdo localizados ao longo da substancia cinzenta
apresentando dendritos mais espessos, curtos e mais numerosos. Possuem poucos filamentos
gliais e ligacdo mais direta com os neurdnios, sendo também conhecidos como células

satélites (Figura 4B).
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Fonte: modificado de Junqueira & Carneiro®

Figura 4 - Representacdo esquematica (a esquerda) e fotomicrografias de preparados com
método de impregnacdo metalica de complexo de Golgi representando parte da neuroglia do
cortex cerebral (a direita). A) Astrécitos fibrosos com prolongamentos envolvendo vasos
sanguineos (VS); aumento 1000x. B) Astrécitos protoplasmaticos préximos a superficie

cerebral; aumento 1900x.

Ambos os astrdcitos, fibrosos e protoplasmaticos, se conectam com corpos neuronais,
dendritos e axénios e atuam de forma especial envolvendo as sinapses contribuindo para as
funcdes de isolamento e sustentac¢do.® Eles também participam da sinalizacdo célula a célula,
regulando o fluxo de calcio, liberando D-serina, produzindo neuropeptidios e modulando a
transmissdo sinaptica. Dependendo da necessidade, os astrécitos também atuam na captacao
de potdssio extraneuronal diminuindo sua concentragao extracelular e na recaptacdao de
neurotransmissores como o glutamato, que em excesso, se torna téxico aos neurdnios. Além

disso, nos casos de lesdao do tecido neuronal, os astrdcitos iniciam processo de mitose
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ocupando o espaco lesionado ou de regides de sinapse em caso de degeneracdo neuronal. Por
fim, os astrdcitos também atuam dando suporte nutricional, secretando fatores neurotréficos
importantes no desenvolvimento e manutencdo dos neurdnios.'#16,

Os oligodendrdcitos sdo células menores que os astrdcitos, possuindo nucleos menores
e nucleoplasma condensado, além de poucos prolongamentos. O citoplasma é preenchido
com mitocondrias, microtubulos e ribossomos, porém com auséncia de neurofilamentos.

Assim como os astrécitos, os oligodendrdcitos se originam de células tronco neurais
(CTNs), que se diferenciam posteriormente em células precursoras de oligodendrdcitos (OPCs)
através da influéncia do gene sonic hedgehog (SHH), e dos fatores de transcricdo Nkx6 e
Olig2.*” As OPCs representam o estagio intermediario na oligodendrogénese e persistem no
cérebro adulto como células Olig2+/NG2+ onde entdo se proliferam, dando origem aos
oligodendrdcitos maduros.'% 17 Os oligodendrécitos maduros expressam diversos marcadores
de mielina incluindo a proteina de mielina, proteina proteolipidica 1 (PLP1) e a proteina
polipose adenomatosa coli (APC), além de expressar Olig2 considerado um marcador da
linhagem de oligodendrocitos.

Cada oligodendrécito consegue mielinizar até 60 axonios, com padrdo de mielinizacdo
gue leva a formacado de regiGes nuas denominadas nédulos de Ranvier. Os nddulos de Ranvier
sdo ricamente povoadas por canais de Na+ e sdo recobertos pelos pés terminais dos
astrdcitos.! Este processo € conduzido pelas proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs), sendo
os sinais bioquimicos (ATP, K+, glutamato e GABA) além do tamanho do ax6nio indutores do
processo de mielinizacdo(Figura 5).18

Existem ainda os oligodendrécitos ndao mielinizantes (oligodendrdcitos satélites)
encontrados na porgdo cinzenta do cortex cerebral préximos aos neurbnios e vasos

sanguineos ®
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Figura 5 - Formacao dos oligodendrocitos. A) Representacdo esquematica do desenvolvimento
de oligodendrdcitos maduros. B) Marcagao imunolégica de oligodendrécitos demonstrando
mieliniza¢do de axénios com pequenos (acima) e grandes diametros (abaixo). As setas indicam

a presenca de oligodendrécitos ndo maduros.

A macréglia se mostra crucial na manutencao das fun¢des neuroldgicas principalmente
pelo papel de suporte oferecido aos neurdnios. Além disso, essas células estdo intimamente
relacionadas com o desenvolvimento de diversas doeng¢as como a esclerose lateral
aminiotrofica, epilepsia e doenca de Parkinson’s e cancer.® 20 O estudo de marcadores
especificos como GFAP (Doenca de Alexander) e a mutacdo de PLP1 que causa falha no
desenvolvimento das células precursoras de oligodendrdcitos sao importantes para o estudo
do processo de desenvolvimento e progressao de doengas neuroldgicas e podem facilitar a

busca de alvos terapéuticos.
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1.2 Cancer

O cancer é um termo genérico para um conjunto de mais de 100 doengas que podem
afetar qualquer parte do corpo. Sua principal caracteristica é o crescimento desregulado de
células que crescem além dos seus limites, invadindo tecidos e 6rgdos adjacentes, podendo
invadir outras regides do corpo, processo conhecido como metdastase. 2* O cancer envolve um
processo continuo de expansdo clonal, diversificacdo genética e selecao clonal dentro do

122 publicou um estudo caracterizando o cancer

microambiente tecidual. Em 1976, Peter Nowel
como um processo evolutivo, conduzido por células somaticas com mutacbes e selecao
sequenciais, paralelo ao visto na selecdo natural darwiniana. Estas células, ao longo do tempo,
necessitam ser constantemente reguladas para auto renovacdo e estabilidade telomérica,
caso contrdrio, se tornam ndo responsivas a sinais especificos que regulam a diferenciacao,
proliferacdo e morte celular, multiplicando rapidamente e se tornando incontrolaveis,
determinando a formacdo dos tumores que podem se espalhar pelo corpo.?3 O processo de
formacdo do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e em geral ocorre a partir
de alteragOes genéticas que alteram a estrutura do DNA da célula levando a sucessivas
alteragdes que resultardo em um tumor posteriormente. Os danos genéticos em duas classes
de genes (os proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais) estdo envolvidos diretamente
na perda desta regulacdo, levando as falhas nos mecanismos de reparo e controle celular.?*
Os proto-oncogenes sao ativados por alteragdes tornando-se oncogenes aumentando a
proliferacao celular, ja a perda dos genes supressores tumorais leva a perda desta regulacao
possibilitando o crescimento descontrolado.

Além disso, mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA e os microRNA’s que
regulam o padrdo de expressao génica normal dos tecidos, estdo associados a altera¢des que
podem resultar na transformacdo maligna celular.?®> De acordo com estudo de Hanahan e
Weinberg 26, durante o desenvolvimento tumoral, as células adquirem diversas capacidades
que ddo sustentacdo ao processo de tumorigénese. Dentre elas estdo presentes: a
manutencdo da sinalizacdao proliferativa, descontrole dos supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, imortalidade celular, indugdo a angiogénese e ativacdo da invasao

27

e metastase.?® O processo do desenvolvimento tumoral pode ser iniciado

espontaneamente por falhas nos processos de reparacao do DNA assim como pela acao
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externa através de carcindgenos.?* Dentro deste grupo, estdo inseridos fatores ambientais e
de estilo de vida potencialmente indutores do desenvolvimento tumoral, como tabagismo,
alcool, dieta, sedentarismo, fatores ocupacionais, fatores ambientais (ex. poluicdo), além de

agentes infecciosos como o papilomavirus humano (HPV). 8

1.3 Gliomas

Os gliomas sdo tumores primarios, originados a partir da disfuncdo de células da glia:
astrécitos, oligodendrdcitos e células ependimais responsaveis pelo suporte estrutural e
metabdlico aos neurénios.'® 2% 30 Eles representam 26% dos tumores primarios e 81% dos
tumores malignos do SNC, sendo responsaveis pela alta mortalidade presente nestes
tumores!! 31, Apesar da baixa incidéncia (~¥3%) destes tumores, os gliomas representam a
segunda maior incidéncia para a faixa de 0 a 14 anos, sendo portanto, um importante tema
de saude publica.?" 3% 32 No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou, para o
triénio 2020-2022, o surgimento de aproximadamente 11.090 novos casos de tumores do
SNC. Estes valores correspondem a um risco de 5,61 casos novos a cada 100 mil homens e de
4,85 casos novos para 100 mil mulheres?% 32, Os gliomas sdo, em geral, tumores heterogéneos
e que apresentam incidéncia e mortalidade bastante variavel, de acordo com a classificacdo,
subtipo histoldgico e caracteristicas como crescimento e invaso local.'% %!

Até 2016, os gliomas eram classificados em categorias, levando-se em consideragao a
sua histologia e as similaridades morfoldgicas, sendo denominados de forma ampla:
astrocitomas (75,8%), oligodendrogliomas (5,3%), oligoastrocitomas (2,6%), ependimomas
(6,7%) e outros subtipos (9,6%).3 33 Além disso, os padrdes de diferenciacdo e anaplasia
(proliferagdao microvascular, necrose, atividade mitética e anaplasia nuclear) também davam
suporte a classificacdo em graus de malignidade que variam de | a IV, sendo o grau | o
comportamento menos maligno como em astrocitomas pilociticos, frequentes em criangas e
que apresentam um melhor progndstico.3* 3> Uma das limitacdes deste formato estd
relacionado a variabilidade no diagndstico dos observadores, que incluiam um grau de
subjetividade nas classificacdes, devido a heterogeneidade intratumoral presente nas

amostras com similaridades3® 37,
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O melhor entendimento das alteracGes moleculares presentes nos tumores, permitiu a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) introduzir uma classificacdo integrada, unindo os
componentes histolégico e molecular permitindo desta forma, um diagndstico mais preciso
dos gliomas.?> A nova classificacdo também tornou tumores difusos, com origens celulares
distintas (como os astrocitomas difusos e oligodendrogliomas) mais similares, separando
desta forma, tumores com padrdao de crescimento mais circunscrito ou sem alteragdes em
genes “drivers” como mutagdes de IDH1/2 e BRAF ou a perda do cromossomo 1p19q (Figure
6). Agueles tumores ndo testados molecularmente ou com os resultados permanecendo

inconclusivos, foi criado a categoria de tumores ndo especificados (NE).

Histologia Gliomas astrocitico difuso e oligodendroglial Gliomas astrociticos/ Glioblastomas
9 OMS grau Il ou grau Il OMS grau IV
l l J, l l lLocaIizacéo
linha média
IDH status llDH-mutante IDH mutante‘ IDH-selvagem IDH-selvagem {lDH-mutante§ IDH-selvagem‘
; Perda de ; ; [ Perda de | ATRX
ATRX retido * ATRX retido |
ATRX status ATRX | ATRX retl.do | ATRX rotido ot Perdido
) l < Localizagao =+~ .
1p/199- H 1p/19g-ndo- | linha média -
1p/19 -~
ReADY st |codeletado|| codeletado | SEecty
H3-K27M 7> [Haka7m- |
status N mutante
« v
Oligodendroglioma, Astrocitoma, Astrocitoma, Glioblastoma, Glioblastoma, Glioma de linha média
IDH-mutante e IDH-mutante, IDH-selvagem, IDH selvagem IDH-mutante H3-K27M-mutante,
diagnéstico | 1p/19q-codeletado, OMS grau I/l * OMS grau IV OMS grau IV OMS grau IV

integrado OMS grau Il or Il OMS grau II/ill
NE: Ndo especificado
Teste genético ndo realizado
ou inconclusivo

Astrocitoma difuso, NE ¢
Oligodendroglioma, NE
Oligoastrocitoma, NE
Glioblastoma, NE

Fonte: modificado de Reifenberger et al®®

Figura 6 - Diagrama representativo da classificacdo histoldgica e molecular integrada de
gliomas difusos de acordo com a classificagao dos tumores do sistema nervoso central de 2016
da OMS.3> 38 Além da classificacdo histoldgica, os gliomas difusos s3o avaliados para status de
IDH1/2 e ATRX e codelecdo de 1p/19q. Gliomas com /DH-tipo selvagem localizados em
estruturas da linha média (tdlamo, tronco cerebral ou medula espinhal) sdo adicionalmente

testados para mutagdes de histona-H3-K27M. Linhas tracejadas indicam subgrupos menores
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de tumores com respectivos diagndsticos. * A expressdo de ATRX nuclear é mantida na

maioria dos astrdcitos grau Il ou lll com IDH-selvagem.

1.3.1 Tratamento

Antes do surgimento da classificacdo baseada em perfis moleculares, os tumores eram
definidos para tratamento de acordo com varidveis clinicas e similaridades morfolégicas, mas
gue geralmente apresentam perfis genéticos distintos. De forma geral, o primeiro passo no
tratamento dos gliomas se baseia na resseccdo cirurgica, a mais ampla possivel. O foco é a
retirada do tumor afim de diminuir o seu tamanho para diagndstico preciso, planejamento do
tratamento e, em alguns casos eliminar o tumor. 313° A radiacdo, assim como a quimioterapia
apos a resseccao cirurgica é utilizada na reducdo dos tumores com ressec¢do incompleta
levando a um aumento da sobrevida global dos pacientes com gliomas de baixo grau. Em
relacdo aos gliomas de alto grau, a exemplo dos glioblastomas, a op¢ao de tratamento padrao
tem sido a ressecgdo cirurgica, o mais ampla possivel, seguido de um regime combinado de
radioterapia e quimioterapia adjuvante com agentes alquilantes como a temozolamida (TMZ).
40-43

A TMZ é um quimioterapico alquilante de DNA com agdo sobre o crescimento celular e
reparacdo do ciclo celular, metilando as posi¢cdes N’ e 0° da base nitrogenada guanina além
de metilar a posicdo N3 do sitio da adenina. A acdo do farmaco leva a alteracdes estruturais
no DNA, impedindo a agdo dos mecanismos de reparo de DNA celular, comprometendo as
funcdes vitais para a célula e resultado no processo de apoptose e morte celular.?46 A
presenca da metilagio em MGMT tem sido utilizado como marcador terapéutico no
tratamento com TMZ. A enzima O°®-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) é uma
enzima reparadora de DNA atuando na retirada de grupos metil da posi¢cdo O° das moléculas
de guanina, induzidos por agentes alquilantes. Contudo, a metilagdao do promotor do gene
MGMT resulta na falha transcricional do gene e portanto, aumentando a sensibilidade destas
células a agentes alquilantes como a TMZ, aumentando desta forma a eficacia do tratamento,
se tornando o MGMT um importante biomarcador no direcionamento do tratamento aos
glioblastomas.*”- 48 Fatores progndsticos como idade, qualidade de vida e estado de salde

geral, devem ser levados em consideracdo na definicdo de tratamento a ser seguida, ja que
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estes pacientes acabam sofrendo diversos efeitos colaterais. Apesar do avanco terapéutico, a
maioria dos casos continuam incuraveis, se tornando um grande desafio e estimulando a

busca por melhoria no tratamento dos gliomas 4°-°2,

1.3.2 Gliomas com crescimento delimitado

Os gliomas com crescimento delimitado compreendem principalmente os astrocitomas
pilociticos (PAs, grau ), xantoastrocitomas pleomorficos (PXAs, grau Il) e os astrocitomas de
células gigantes subependimais (SEGAs, grau 1).3° Estes tumores apresentam maior frequéncia
em criangas e jovens adultos, diminuindo com o avanco da idade3!, apresentando como
caracteristicas marcantes, o crescimento lento e circunscrito a determinada regido do
cérebro, além de raramente apresentarem caracteristicas de anaplasia (atipia celular, alta
atividade mitdtica, necrose), apesar de se observar modificacGes a nivel celular, segundo o
subtipo histoldgico. O astrocitoma pilocitico é o representante mais relevante deste grupo,
com aproximadamente 5,1% dos casos de glioma e o tumor mais frequente na faixa etaria de
0-19 anos com aproximadamente 30% dos casos>?. Estes tumores apresentam alteracdes
moleculares frequentemente relacionados aos genes da via da proteina cinase ativada por
mitégenos (MAPK).33 5354 A fusdo dos genes KIAA1549 e BRAF (KIAA1549-BRAF), resultado de
rearranjos no cromossomo 7q34, é a alteracdo mais observada em PAs (~70%) gerando a
ativacdo permanente de BRAF.>> °® Em aproximadamente 60% dos xantoastrocitomas
pleomdrficos hd mutacdo de BRAFY69%F | que pode vir acompanhada da perda homozigdtica
dos genes CDKN2A e CDKN2B. >’ Também sdo descritas neste grupo de tumores, alteracdes
em diversos genes da via das MAPKs, como as mutac¢des de KRAS, PTPN11, FGFR1 e BRAF'%%%¢,

além de fusdes relacionadas ao gene NTRK. 11,5658

1.3.3 Gliomas difusos

Os gliomas difusos sao tumores malignos mais frequentes nos adultos, sendo a maioria
composta por glioblastomas (~57%).1%3! De forma geral estes tumores incluem: o astrocitoma

difuso (AD, grau ll), astrocitoma anaplasico (AA, grau lll), glioblastoma (GBM, grau 1V)
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oligodendroglioma (OD, grau |Il), oligodendroglioma anaplasico (ODA, grau lll),
oligoastrocitoma (OA, grau Il) o oligoastrocitoma anaplasico (OAA, grau lll) e o glioma difuso
de linha média (grau IV), H3 K27M.3> 37 A classificacdo histoldgica, tanto dos astrocitomas
guanto dos oligodendrogliomas, levam em considerac¢do caracteristicas especificas, além de
critérios como: grau de atipia celular, frequéncia de mitose, proliferacdo endotelial
(vascularizacdo) e a presenca de necrose nos tumores33, A classificacdo histoldgica, levando
em consideracdo a morfologia dos tumores auxilia principalmente no diagndstico inicial,
possibilitando aos neuropatologistas definirem a melhor conduta a seguir, principalmente

com o0s avancgos no sistema de classificacdo baseando-se em marcadores moleculares.>®?

Desde de 2016, a OMS incluiu a avaliacdo de IDH como parte do diagndstico integrado
de astrocitomas, oligodendrogliomas e glioblastomas.?> A familia das enzimas isocitrato
desidrogenases (IDHs) sdo responsaveis pela conversdao do isocitrato em a-cetoglutarato,
convertendo a nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) na sua forma reduzida NADH,
atuando diretamente no ciclo de Krebs.®? As mutac¢des em IDH atingem entre 65 e 90% dos
gliomas de baixo grau (GBG), aproximadamente 5-10% dos glioblastomas e quase a totalidade
dos oligodendrogliomas.?" 33 A grande maioria das mutacdes (~¥90%) s3o causadas pela
substituicdo do aminoacido arginina (R) pela histidina (H) no cddon 132 (R132H) dentro do
gene IDH1. Menos frequente, as mutacdes no gene IDH2 ocorrem no cédon 172 pela
substituicdo da arginina (R) pela lisina (K) R172K.5% ¢4 Esta mutac3o, confere uma mudanc¢a no
sitio ativo resultando em uma nova fung¢ao da enzima que passa a converter a-cetoglutarato
em 2-hidroxiglutarato (2HG).%? A presenca da mutac3o de IDH parece ocorrer nos primeiros
estdgios do desenvolvimento dos gliomas e apesar de ndo completamente elucidado, ela
confere um melhor progndstico aos pacientes independente do grau histoldgico e tratamento
utilizado.®> ® A codele¢do de 1p/19g tem sido descrito como um importante marcador
molecular para oligodendrogliomas.®> % Ela ocorre devido a perda de parte dos cromossomos
1p e 19q durante a sua translocacdo t(1p;19q) %’ %8 e sua presenca em oligodendrogliomas e
oligodendrogliomas do tipo anapldsico atribui uma melhor sobrevida aos pacientes quando
tratados com radiacdo ou quimioterapia. %

Nos oligodendrogliomas com codelecdo de 1p/19g, também tém sido descrito a

presenca de mutagdes em genes supressores tumorais presentes nos cromossomos 1p
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(Proteina 1 de ligacdo ao FUSE — FUBP1) e 19q (repressor transcricional capicua - CIC).17- 6670
Por fim, a combinacdo destes dois biomarcadores (IDH e 1p19q), além da avaliacdo adicional
da mutacdo dos genes da sindrome da a-talassemia/retardo mental ligado ao X (ATRX), TP53
e do promotor da transcriptase reversa da telomerase (TERT), podem confirmar
respectivamente os componentes astrocitico e oligodendroglial dos gliomas. No caso dos
gliomas mistos como os oligoastrocitomas, a nova classificacdo da OMS preconiza seu uso
apenas quando o diagndstico molecular ndo estd disponivel, sendo denominado ndo
especificado (NE), assim como para outros gliomas com dificuldades ou falta de classificacdo.?

No caso dos gliomas difusos com presenca de IDH-selvagem, estudos tém demonstrado
gue varios destes tumores apresentam progndstico desfavoravel se assemelhando em
agressividade e sobrevida, aos tumores com maior malignidade como os GBMs, sendo por

vezes sdo denominados gliomas pré-GBM.”* 72

1.3.4 Glioblastoma

Cerca de 80% dos astrocitomas difusos apresentam mutacdo de /DH, onde se situam a
maioria dos gliomas de baixo grau. Dentro dos 20% restantes, abriga-se 90% dos
glioblastomas, o tumor de maior malignidade entre os astrocitomas difusos. Os glioblastomas
sdo os gliomas mais frequentes (~57%), com incidéncia aumentando de acordo com a idade,
possuindo pico acima de 65 anos, apesar de se manifestar em todas as idades.3% 7374

Os GBMs se diferenciam dos demais astrocitomas por serem bastante heterogéneos e
apresentarem principalmente aumento na proliferagdo vascular em torno do tumor e
necrose. Estes tumores também possuem crescimento rdpido e capacidade altamente
infiltrativa no parénquima cerebral, impactando sobremaneira a sobrevida média destes
pacientes, que, em 5 anos, é de aproximadamente 6%, comparado com 94% nos PAs.3% 7
Tradicionalmente, os GBMs tem se dividido em GBM primario (de novo, ~90% dos casos) ou
secundario (desenvolvimento a partir de GBG pré-existentes, 10% dos casos). 3> 7677

Atualmente, assim como nos demais gliomas difusos, os GBMs tém sua classificagao
baseada na presenca ou auséncia de mutacdo de IDH, tornando este diagndstico mais

importante que a definicdo clinica de GBM primario ou secundario.”®8 Os GBMs com

presenca de mutacdo de /IDH sdo normalmente menos agressivos ocorrendo em pacientes
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mais jovens conferindo um melhor progndstico ao paciente.® Este subgrupo apresenta entre
as alteracdes moleculares mais frequentes: mutacdo de TP53, perda/mutacdo de PTEN,
amplificacdo de PDGFRA, perda de heterozigosidade do cromossomo 10g e 17p, além de
aumento da express3o do promotor de TERT e presenca de metilagdo do DNA.”® 8! Por outro
lado, os tumores com presenca de IDH selvagem, ocorrem em pacientes idosos, sendo mais
agressivos e apresentando diversas alteracdes moleculares, entre elas: amplificacdo de EGFR,
amplificagdo de MDM2, mutacdo de PTEN, amplificagdo/mutacdo de PI3K, superexpressio de
VEGF e dele¢do de CDKN2A/B.51 72,80, 82-84

Paralelamente a classificagdo molecular da OMS que leva em consideragao a presenga
de mutacdo de IDH, o grupo de Wang et al. revisou aproximadamente 500 GBM'’s IDH
selvagem de acordo com a expressdo génica que entdo permitiram a classificacdo dos GBM'’s
em subtipos: classico, mesenquimal e proneural (Tabela 1).8% 886 De forma geral, os GBM’s
do subtipo classico, possuem geralmente o pior progndstico, apresentando alteragOes
moleculares frequentemente associadas a amplificagdo/mutacdo do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e a dele¢cdo de CDKN2A/B. A mutagdo de NF1 esta presente
no subtipo mesenquimal, com sua inativagdo relacionada a ativa¢cdo de macrdofagos/microglia.

O grupo de GBMs com subtipo proneural possui amplificacdo de PDGFRA e mutacdo em
IDH1, que leva os pacientes a terem melhor progndstico além de estar associado ao

desenvolvimento de gliomas com fenétipo metilador de ilhas CPG (G-CIMP) (Figura 8).74 8687
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Tabela 1 - Sumario dos subtipos moleculares de glioblastomas com as principais alteracdes

moleculares.86 88

GBM - Classico

GBM - Mesenquimal

GBM - Proneural

Amplificagdo EGFR

Mutacdo de EGFR

Perda de PTEN

Perda de CDKN2A/B
Amplificagdo do cromossomo 7
Perda do cromossomo 10
Superexpressao Nestin

Ativ. da via Notch e SHH

Perda de NF1
Mutacdo de NF1
Ativ. da via NFkB
Perda de TP53
Mutagdo de TP53
Mutagdo de PTEN

Expressdo (MET/CD44/Ch3L1)

Amplificacdo PDGFRA
Mutacdo de IDH1

Mutacdo de TP53

Expressdo de OLIG2

Perda de CDKN1A

Perda de CDKN2A/B
Expressao genes proneurais:

SOX/DCX/DLL3/ASCL1/TCF4

AbreviacOes: Ativ: Ativacdo. EGFR: Receptor do fator de crescimento epidérmico; PTEN:

Fosfatase homologa a tensina; CDKN2A: Inibidor de cinases ciclina dependentes 2; CDKN2B:

Inibidor de cinases dependentes de ciclinas 2B; SHH: Sonic hedgehog; NF1: Fator de

neurofibromatose 1; NFkB: Fator nuclear kappa B; TP53: Proteina de tumor 53; Ch3L1:

chitinase3-Like 1; IDH1: Isocitrato desidrogenase 1.

Isocritrato a-cetoglutarato
COO~ COO~
' [
CH, CH,
' I
H—-C-COO- IDH1 H—-C-H
: IDH2 !
H—-C—OH c=0
! ; N |
COO" COO~
@ ‘m’ |
|
1
miDH1 :
mIDH2
2-hidroxiglutarato :
I
COO- 1
I v
CH, Proteinas TET
(IZH Histona desmetilase
| 2
H—-C-0OH It
I
Coos G-CIMP

Fonte: modificado de Weller et al. 11

Figura 7 - Modificacdo bioquimica a partir da mutac¢do IDH associadas ao glioma. IDH mutada

produz menos a-cetoglutarato e NADPH, resultando em estresse oxidativo, anormalidades de
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metilacdo e surgimento do fendtipo de metilador de ilha CpG de glioma (G-CIMP). A seta
tracejada indica a funcdo de a-cetoglutarato como cofator para a translocacdo da proteina

ten-eleven translocation (TET) e histona desmetilases.

Os GBMs com esta assinatura molecular (G-CIMP+), normalmente apresentam
sobrevida favoravel e similaridades moleculares com gliomas de baixo grau, quando
comparados aos do subgrupo G-CIMP —, que apresentam comportamento molecular e clinico
similares aos GBMs IDH selvagem. %7 8789 Recentemente, Cecarelli et al.”* °9 identificaram
dentro do subtipo IDH-mutado/G-CIMP + dois subgrupos, denominados G-CIMP-low e GCIMP-
high. Os GBMs G-CIMP-high estdo presentes em 55% dos casos, apresentando alta taxa de
metilacdo e um melhor progndstico ao tratamento quimioterapico. Ja os GBMs G-CIMP-low

possuem uma menor taxa de metilacdo e pior progndstico. 74

1.4 O gene MITAP

O gene MTAP (EC 2.4.2.28) esta localizado no braco pequeno do cromossomo 9, na
regido 9p21.3, de 21,802,636 até 21,865,971 (5’ -> 3’), localizado proximo aos genes CDKN2A
que codificam p16™44 e p14*fF e CDKN2B, que codifica p15. O gene MTAP consiste de 8 éxons

e 7 introns que codificam a proteina com 283 aminodcidos e 32 kDa.(Figura 9).5*°3

Cromossomo 9p21

C NI HHIIEID

[ MTAP ‘ [CDI{NEA

{PiEINKMA}

/| CDKN2A ‘ /| COKN2B ‘
- |_p14#FF | (p15)

1 24 5 6-8

Figura 8 - Localiza¢ao genémica do gene MTAP, com énfase nos seus 8 éxons.
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A enzima MTAP estd presente em todos os tecidos atuando no metabolismo das
poliaminas com importante fungao na reciclagem de adenina e metionina. Ela catalisa a
fosforilacdo de 5’-deoxi-5'-metiltioadenosina (MTA) em metiltioribose-1-fosfato (MTR-1P)
que é entdo convertido apds uma série de reagbes, em metionina (Figura 10) .°* Adenina é
reciclada, sendo convertida em nucleotideos através da acdo de fosforibosil transferases

tendo grande importancia na via da reciclagem das purinas.®?
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Fonte: modificado de Casero et al®®

Figura 9 - Via metabdlica das poliaminas em que a enzima MTAP estd envolvida. A
metiltioadenosina (MTA) é resultado da via das poliaminas e metabolizada pela enzima MTAP
para producdo de adenina necessaria para sintese de DNA e 5-metilltioribose -1 fosfato (MTR-
1P) para sintese de metionina. A Adenina produzida é convertida para adenosina trifosfato
(ATP) via acdo da enzima adenina fosforibosil transferase (APRT). Abrevia¢des: SMPSY:
Espermina sintase, SPDSY: Espermidina sintase; dcAdomet: S-adenosilmetionina
descarboxilase, PRPP: Fosforibosil pirofosfato, AMP: Adenosil monofosfato, ADP: Adenosil

difosfato, ATP: Adenosil trifosfato, MAT2: Metionina adenosiltransferase .
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A perda de MTAP leva a diminuicdo das funcdes da via das poliaminas alterando os niveis
de putrescina. O aumento da concentracao de MTA no interior celular que atua como potente

inibidor de espermina e espermidina sintase, duas enzimas chave nesta via.%> %

1.5 Expressao de MTAP em tumores

Por apresentar grande importancia no processo de reciclagem de adenina e metionina,
assim como contribuir para a via das poliaminas, a enzima MTAP estd expressa em
praticamente todas as células e tecidos do organismo humano. °” °® Por outro lado, em
tumores, estudos tém demonstrado auséncia de expressdo devido a delecdo do gene ou a
fatores epigenéticos.®-101

Como anteriormente referido, o gene MTAP esta localizado ao lado do gene supressor
tumoral CDKN2A (p14/p16) o que faz com que ele acabe por sofrer codelecdo entre 35 e 70%

dependendo do tumor.192-1%4 Entretanto, em muitos tumores, esta ligacdo parece ndo ser

exclusiva.'%® 1% Normalmente, a delecdo homozigética de MTAP (9p21) tem sido descrita em

101 107 52, 108
7

diferentes tipos tumorais, tais como mesotelioma %!, cancer pancreatico'®’, sarcoma
cancer gastricol® 19 |infoma de células T 19 e leucemia linféide e mieldide aguda'!! devido
principalmente a delec¢3o da regido do cromossomo 9, local onde se localiza o gene MITAP. 102

Mecanismos epigenéticos também podem inibir a expressdao de MTAP, como descrito
em tumores como melanomas e cancer hepatico.''? 13 A delecdo de MTAP acaba por
interferir diretamente na via das poliaminas, resultando no aumento da expressao da enzima
ornitina descarboxilase (ODC). Este efeito, leva a interferéncia na via de reciclagem de
metionina e consequentemente na tumorigénese.!0” 114116 Além disso, a dele¢do da enzima
aumenta a concentracdao de MTA, que pode estimular efeitos tumorigénicos, como a migracao
de células tumorais.®®

Em tumores cerebrais, a perda de expressao de MTAP tem sido descrita em gliomas
difusos, mas principalmente em GBMs, sendo aproximadamente 50% dos pacientes

119 com 69 casos de astrocitoma

adultos.''” 118 Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo,
pilocitico, demonstrou que a perda de expressao de MTAP nestes pacientes alcangava apenas

15% dos casos. Estes dados juntamente com dados da literatura, sugerem que a perda de
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expressdao de MTAP estd associada a gliomas difusos e de maior grau de malignidade. Em
trabalho recente, nosso grupo analisou uma série de astrocitomas por meio de analise de
aCGH e validacdo in silico revelou que a perda de expressdo do gene MTAP estd
frequentemente presente nos pacientes com GBM.'?° J4 em pacientes pedidtricos, Frazdo e
et al.'?! demonstraram que pacientes diagnosticados com glioma de alto grau apresentam
reducdo de expressdao de MTAP, demonstrando a associacdo entre a delecdo homozigética de
MTAP e a sua perda de expressao.

Estudos tém indicado que o gene MTAP atua como supressor tumoral e que sua
reexpressdao em alguns tecidos, como em células de adenocarcinoma mamario, promove a
perda da ancoragem in vitro e da capacidade tumorigénica em camundongos com
imunodeficiéncia combinada severa (SCID). 122 A expressdo de MTAP também estd relacionada
com importantes vias celulares, tais como: adesdo, comunicacdo e migracdo celular. Sua
inibicdo leva ao aumento da expressdo de /L-8 e das enzimas MMP-1 e MMP-9, que estdo
associadas a invas3o celular e ao aumento da agressividade tumoral °°.

A falta desta enzima pode ser utilizada como uma nova estratégia de tratamento para
glioblastomas, utilizando-se farmacos que atuem na via da sintese de novo de purinas.
Farmacos desenvolvidos como analogos de purinas e pirimidinas tais como 5-fluorouracil (5-
FU), 6-thioguanina (6TG) e 6-mercaptopurina (6MP), atuam in vivo sendo convertidas em
analogos toxicos de nucleotideos, desregulando o metabolismo do DNA, causando inibi¢ao da
divisdo celular e consequente morte da célula '22. Como consequéncia, as células tumorais
que apresentam dele¢do do gene MTAP se tornam mais sensiveis a acdo desses farmacos 24,

Foi também demonstrado a relagao entre a deficiéncia de MTAP e falta de purinas e
metionina. Células com deficiéncia na proteina MTAP sdo mais sensiveis a metotrexato (MTX),

5,10-dideazafolato e L-alanosina 3 (Figura 11).
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Fonte: modificado de Munshi et al.1?>

Figura 10 - Fungao enzimdtica de MTAP. A). Via metabdlica em células com expressdao normal
de MTAP. B) Células com perda de expressao de MTAP sdo incapazes de reciclar adenina e
dependem apenas da biossintese de novo de purinas. Abreviagdes: 5-FU: 5-Fluorouracil; 6-TG:
6-thioguanina; MTA: metiltioadenosina; MTR-1-P: metiltioribose-1-fosfato; PRPP: 5’ -

fosforibosil-1-pirofosfato.

Porém, segundo alguns autores, um dos potenciais problemas associados a esta classe
de farmacos sdo seus indices terapéuticos, ja que ndo sdo altos o suficiente para o tratamento
da maioria dos tumores sem que haja algum efeito colateral de toxicidade no organismo. 2®

Uma das alternativas para melhorar o indice terapéutico é a busca de alvos especificos
em vias metabdlicas nas células tumorais, encontrando vias que protejam os tecidos normais

do aumento da dose terapéutica, levando apenas as células tumorais a morte.*?® De fato,
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Lubin e Lubin, demonstraram que a adicdo de MTA em células de fibroblastos com
reexpressdao de MTAP promove acdo protetora contra os efeitos téxicos de certos andlogos
de purinas, enquanto que em células com delecdo no gene MTAP esse efeito protetor ndo
permanecel®,

O substrato MTA clivado pela enzima, quando adicionado junto aos inibidores de sintese
de purinas, mantém as células que expressam MTAP protegidas dos efeitos téxicos desses
agentes, diferentemente daquelas que n3o expressam. 2 Em modelos in vivo, tem sido
demonstrado que o MTA possui efeito protetor contra danos no figado e, mesmo em periodos
longos, nao revelou toxicidade aos tecidos. De forma semelhante, um estudo avaliando a
administracdo oral de MTA na concentracdo de 600 mg/dia por um més e 1600 mg/dia em
voluntdrios, ndo demonstrou qualquer tipo de toxicidade. 197127128 Em estudo recente, Tang
et al. 1?° utilizando modelo xenografico, observaram que o tratamento com anélogos de purina
e pirimidina (2-fluoroadenina) tem demonstrado resultados promissores. Por outro lado,
estudos também tém utilizado o consequente aumento da concentracdo de MTA intracelular
como um mecanismo de morte celular. O aumento da concentracdo de MTA leva a inibicdo
da proteina arginina N-metiltransferase 5 (PRMT5), e como consequéncia a morte celular.'3*
132 A importancia de MTAP na manutencdo de metionina e ATP, pode ser utilizado como um
potencial marcador terapéutico, ja que em tumores de préstata, a expressao do gene mantém
o fluxo de metionina, essencial para o crescimento tumoral.’3® Desta forma, a avaliagdo do
uso de drogas alvo para inibir ou mesmo a delegdao desta enzima possa ter potencial no
tratamento de diversos tumores.

Neste contexto, a avaliagdo molecular da perda de expressao de MTAP em linhagens
celulares de glioma assim como seus efeitos, se mostra oportuna. Da mesma forma, a busca
por novas abordagens terapéuticas, como o uso de especificos da via de sintese de novo, se
mostra potencialmente importante e pode constituir um grande auxilio no conhecimento e

desenvolvimento de novas linhas de tratamento para pacientes acometidos por esta doenga

fatal.
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2. JUSTIFICATIVA

A delegdao homozigdtica do gene MTAP tem sido descrito em diferentes tipos tumorais, tanto
tumores hematoldgicos quanto tumores sélidos, incluindo os tumores cerebrais. A perda de
expressdao de MTAP nos gliomas é observada ao longo dos diversos subtipos, mas sobretudo
em gliomas de alto grau como os glioblastomas, apresentando frequéncia superior a 40%. O
glioblastoma é um tumor altamente agressivo, com taxa de mortalidade e tratamento ainda
pouco eficazes, principalmente pela diversidade de alteracGes moleculares, o que acaba por
levar o tumor a desenvolver resisténcia aos fdrmacos utilizados na rotina clinica. Estratégias
terapéuticas tendo como alvo a presenca de mutacdo ou delecdo de genes, como observado
com o gene MTAP tém sido propostos, dentre eles, aqueles com o uso de inibidores da sintese
de novo de purinas e pirimidinas. No entanto, as alteracGes moleculares resultantes da
modulacdo de MTAP sdo pouco conhecidas, assim como seu papel bioldgico no
desenvolvimento dos glioblastomas. Este trabalho busca caracterizar a expressdo deste gene
em uma série de gliomas, além de, avaliar os efeitos de sua modulacdo em nivel celular,
propondo ainda a avaliacdo do seu uso como um possivel biomarcador terapéutico para

gliomas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Caracterizar as alteracdes moleculares de MTAP em gliomas, e determinar os efeitos da perda
ou ganho de funcdo do gene MTAP, além de avaliar o uso como biomarcador para resposta
terapéutica utilizando agentes inibidores de sintese de novo de purinas e pirimidinas com o

substrato MTA.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar in silico, a expressdao de MTAP em glioblastomas e sua associa¢cdo com a sobrevida

dos pacientes nas bases de dados TCGA e Oncomine;

- Avaliar a expressdo de MTAP em pacientes com diagndstico de glioma, por meio de ensaio
de imuno-histoquimica, correlacionando os dados moleculares com a evolucdo clinica dos

pacientes;

- Caracterizar o status de expressao de MTAP em painel de linhagens comerciais e primarias

de gliomas;

- Editar geneticamente (silenciar/expressar) o gene MTAP em linhagens celulares selecionadas
e avaliar os efeitos bioldgicos basais da perda e do ganho de fungdo génica, além de avaliar a
expressao diferencial de genes associados ao cancer, assim como nos processos de

proliferacao, migracao e invasao celular;

- Avaliar a citotoxicidade (IC50) dos agentes inibidores de sintese de novo de purina e
pirimidina, nas linhagens celulares editadas para o gene MTAP, na auséncia e presenca de

MTA;

- Avaliar os efeitos bioldgicos dos agentes inibidores de sintese de novo de purina e pirimidina
no ciclo celular, proliferagdao, migracao e invasao celular nas linhagens editadas para o gene

MTAP;
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- Comparar o potencial terapéutico dos agentes inibidores de sintese de novo de purina e
pirimidina com o agente quimioterapico usado na pratica clinica para o tratamento de GBM,

TMZ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Fluxograma do projeto

TCGA/ Oncomine Tumor cerebral-FFPE Linhagem celular comercial / Primaria der. tumor cerebral
> :s!i‘ e\
N= 1077 a N= 641 ——" N= 18
I |
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Figura 11 — Figura representativa do delineamento experimental do projeto de pesquisa
“Caracterizagdao molecular de MTAP (Methylthioadenosine Phosphorylase) e avaliagdo do seu

potencial terapéutico em gliomas”.

4.2. Casuistica

Estudo retrospectivo de 641 amostras de pacientes com diagndstico de glioma de
distintos graus de malignidade, em especial de glioblastomas submetidos a cirurgia para
resseccao tumoral e inclusdao em blocos de parafina. As caracteristicas clinico-patoldgicas dos
pacientes estdo reunidas nas tabelas 2 e 3. A distribuicdo dos tumores se manteve
aproximadamente constante para homens e mulheres. A idade dos participantes variou entre

0,3 e 82,8 anos com mediana de 52 anos. Ja em relagao a grupo por idade, foi observado que
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19,6% (125) pacientes eram pedidatricos e 513 (80,4%) adultos e 3 pacientes sem dados de
idade. A sobrevida global da série foi de 9,58 meses (mediana), com diferenca de acordo com
o subtipo histoldgico. Em astrocitomas, os dados demostram que a sobrevida média em dois
anos variou de 98% nos astrocitomas pilociticos até 11,2% em glioblastomas (Tabela 2). Nos
demais subtipos histoldgicos, ndo foram observados relacdo entre a sobrevida e o subtipo
histolégico (Tabela 3). As amostras parafinadas foram obtidas dos departamentos de
patologia do Hospital de Cancer de Barretos do hospital A.C Camargo Cancer Center, e
Institute of Cancer Research (Sutton, Surrey, UK), do periodo de 1980 até 2013. A coleta de
dados clinico-patoldgicos de interesse foi realizada por meio de ficha individual padronizada

(Anexo A).
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Tabela 2 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com diagndstico de glioma nos
diferentes subtipos histoldgicos.

Caracteristicas A.P* A.D, NE A.A, NE GBM, NE
Género N=69 N=17 N=24 N=451
Feminino 31 (44,9%) 9 (52,9%) 6 (25%) 177 (39,2%)
Masculino 38 (55,1%) 8(47,1%) 18 (75%) 274 (60,8%)
Idade, (a) N=69 N=17 N=24 N=464
Média (variagao) 11,63 (0,3-53,4) 41,1 (26-70) 37,1 (1-75,3) 53,1 (1-82,8)
Mediana 9,2 37,0 38,4 57,0
Localizagdao tumoral N=69 N=16 N=11 N=277
Lobo frontal 0 8 (50%) 4 (36,3%) 76 (27,5%)
Lobo temporal 1(1,45%) 1(6,25) 1(9,1%) 64 (23,1%)
Lobo Parietal 1(1,45%) 0 1(9,1%) 40 (14,4%)
Lobo Occipital 2 (2,9%) 2 (12,5%) 1(9,1%) 7 (2,5%)
Cerebelo 36 (52,1%) 0 2 (18,2%) 3(1,1%)
Outro 29 (42,1%) 5(31,25%) 2 (18,2%) 87 (31,4%)
KPS N=65 N=14 N=2 N=152

<70 23 (35,4%) 0 1 (50%) 74 (48,7%)
270 42 (64,5%) 14 (100%) 1 (50%) 78 (51,3%)
Resecc¢ao N=69 N=12 N=16 N=378
Biopsia 0 0 0 19 (5,0%)
Craniotomia 69 (100%) 12 (100%) 16 (100%) 359 (95,0%)
Radioterapia N=67 N=16 N=13 N=362

Sim 5 (7,5%) 9 (56,25%) 12 (92,3%) 283 (78,1%)
N3o 62 (92,5%) 7 (43,75%) 1(7,7%) 79 (21,9%)
Quimioterapia N=68 N=17 N=13 N=363

Sim 10 (14,7%) 3(17,6%) 4 (30,8%) 100 (27,5%)
N3o 58 (85,3%) 14 (82,4%) 9 (69,2%) 263 (72,5%)
Sobrevida global a

Média (%) 98,2 50,8 64,4 11,2

Abreviaturas: A.P: Astrocitoma pilocitico; A.D: Astrocitoma difuso; A.A: Astrocitoma

anapldasico; GBM: Glioblastoma; a: anos; m: meses; NE: Nao especificado; a: Probabilidade de

sobrevida em 2 anos; * Previamente reportado por Becker et al*?®,
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Tabela 3 — Caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com diagndstico de glioma nos
diferentes subtipos histoldgicos.

Caracteristicas PXA GDLM Astrob. 0.D O.D.A 0.A 0.A.A (NE)
(NE) (NE) (NE)
Género N=5 N=4 N=1 N=8 N=38 N=1 N=1
Feminino 5 (100%) 2 (50.0%) 6 (75%) 15(39.5%) O 0
Masculino 0 2 (50.0%) 0 2 (25%) 23 (60.5%)  1(100%) 1(100%)
Idade, (a) N=5 N=4 N=1 N=8 N=44 N=1 N=1
Média (variacio)  13.8(5-18) 6.17(3-10) 10.5 417 (15- 429 (5~ 191 48.0
Mediana 15.0 5.8 - 72) 69.2) - -
37.0 42.5
Localizagao N=5 N=4 N=1 N=3 N=6 N=1 N=0
tumoral 1 (20%) 0 0 0 3 (50%) 0 0
Lobo Frontal 3 (60%) 0 0 1(33,4%) 0 0 0
Lobo Temporal 1 (20%) 0 0 0 0 0 0
Lobo Parietal 0 (%) 0 0 0 0 0 0
Lobo Occipital 0 (%) 0 0 0 0 0 0
Cerebelo 0 (%) 4 (100%) 1 (100%) 2 (66,6%) 3 (50%) 1 (100%) 0
Outro
Sobrevida global®, N=5 N=4 N=1 N=0 N=39 N=1 N=0
(%) 80,0 25,0 20.5 - 66,8 - -
Média

Abreviacdo: a: anos; Astrob. : Astroblastoma; m: meses; PXA: Xantoastrocitoma pleomorfico;
GDLM: Glioma difuso de linha média; O.D: Oligodenddroglioma; O.D.A: Oligodendroglioma
anaplasico; O.A: Oligoastrocitoma; O.A.O: Oligoastrocitoma anapldsico; NE: Nao especificado;

b: Probabilidade de sobrevida em 2 anos

4.3 Analise in silico da expressao de MTAP e sua associagdao com sobrevida global

A analise in silico da expressdao de MTAP por meio das técnicas de RNAseq e
Hibridizagdo Genomica Comparativa em microarranjos (aCGH), foi realizada utilizando pacote
TCGA2STAT implementado no software R. Para a andlise de aCGH, 350 casos de glioblastoma
foram obtidos da base de dados CGH_SNP arrays 3*. Baseado nos valores de MTAP, os
pacientes foram estratificados em normal (n=181) (> 0,1), e delecdo homozigética de MTAP

(n=169) (< -1,5). Para a anadlise de expressdao de mRNA de MTAP, foram utilizados dados de
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299 casos de glioblastoma. O valor da mediana da expressao de MTAP foi calculada
considerando todas as amostras. Os pacientes com valores de expressdao de MTAP 20%
maiores que a mediana foram considerados positivos (n=138) e aqueles com valores 20%
abaixo da mediana, considerados negativos (n=161). Finalmente para a andlise do status de
metilacdo, foram obtidos valores de 283 amostras.'3* Os pacientes foram estratificados em
hipermetilados (beta > 0,5) e hipometilados (beta < 0,5). Além disso, para a analise do valor
prognodstico de MTAP, foram utilizados dados obtidos de 5 banco de dados diferentes
compilados no Compendio de Perfis de Transcriptoma de Cancer, Oncomine™ (Compendia
Bioscience, Ann Arbor, MI). 135138 As andlises integradas in silico da expressdo de CNA-MTAP
e do status de metilacdo foram realizadas usando o pacote TCGA2STAT implementado no
software R baixado de https://www.r-project.org/. Além disso, foi realizada analise in silico
para avaliar a expressao de MTAP nos subtipos de glioblastoma no conjunto de dados The

Cancer Genome Atlas (TCGA) e Oncomine

4.4 Avaliacdo imuno-histoquimica de MTAP

Para a analise de imuno-histoquimica, foram avaliados cortes histolégicos seriados de 4
UM de espessura, montados sobre laminas silanizadas obtidos a partir de blocos de Tissue
Microarray (TMA), contabilizando 641 amostras tumorais de glioma, em duplicata. Além disso,
foram adicionadas amostras de tecido normal, como controle de expressdo para a proteina
MTAP. Os cortes foram submetidos a pesquisa imuno-histoquimica de expressao de MTAP,
utilizando-se o anticorpo policlonal anti-MTAP (ProteinTech, USA; diluicao 1:300), pelo
método streptoavidina-biotina-peroxidase de acordo com o protocolo sugerido pelos
fabricantes (Leica Biosystems, UK). As andlises histopatoldgicas e de imuno-histoquimica
foram realizadas por patologistas que avaliaram a presenga ou auséncia de expressdo da
proteina no TMA. A analise da expressdao de MTAP foi realizada por meio de avaliacao de
acordo com o seguinte critério: 0= negativo, 1= < 25% de células positivas, 2= 25-50% de
células positivas, 3= 250% de células positivas. A intensidade das reagdes foi definida como:

0= marcac¢do negativa, 1= marcacdo fraca, 2= marcacdo moderada e 3= marcacao forte. Os
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casos apresentavam somatorio dos scores (extensdo e intensidade) variando de 0 a 3 foram
considerados negativos e aqueles apresentando scores de 4 a 6 foram considerados

positivos.>> 119

4.5 Linhagens celulares

Neste trabalho, foram utilizadas diversas linhagens incluindo: uma linhagem derivada
de astrécito normal (NHA) obtida do ECACC (The European Collection of Authenticated Cell
Cultures), sete linhagens primarias de tumor cerebral (HCB2, HCB18, HCB27, HCB28, HCB29,
HCB149 e HCB151), e 11 linhagens comerciais de glioma adultos e pediatricas, nomeadamente
a linhagem U251 (obtida do laboratdrio Costello), GAMG obtida do DSMZ (German Collection
of Microorganisms and Cell Cultures), RES259, SF188, UW479 e KNS42 (obtidas de Bax et al.>?),
e as linhagens A172, U87MG, SW1088, SW1783 e T98G obtidas da ATCC (American Type
Culture Colection) (Tabela 4). A linhagens celulares, NHA, assim como as células pediatricas e
linhagens celulares adultas de glioma (RES259, SF188, UW479, KNS42, U251, GAMG, A172,
U87MG, SW1088, SW1783 e T98G) foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Life Technologies, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Life Technologies, USA) e 1% de Penicilina/Streptomicina (P/S) (Life Technologies, USA) em
frascos de cultura de 25 cm?, na densidade média de 1X10°, a 37°C, 5% de CO2 e 90% de
umidade, até atingirem confluéncia. Apds confluéncia, as células foram tripsinizadas (solugdo
tripsina 0,05% / EDTA 0,53 mM- TripLE Express (Life Technologies, USA), plaqueadas e
mantidas nas mesmas condi¢des acima descritas para os estudos de caracterizagdo bioldgica
e utilizadas nos estudos de resposta terapéutica. As linhagens primarias de glioma, (HCB27,
HCB28, HCB18, HCB149, HCB29, HCB2 e HCB151) foram estabelecidas no Hospital de Cancer
de Barretos (HCB) apds a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
obtido a partir do projeto 491/2011 **° . Todas as linhagens celulares foram avaliadas para a
infeccdo de micoplasma.

A autenticacdo das linhagens por meio da avaliacao do perfil de short tandem repeat
(STR) do DNA foi realizada pelo Laboratério de Diagndstico Molecular no Hospital Cancer de

Barretos (Sdo Paulo, Brasil).
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Tabela 4 — Painel de linhagens tumorais primarias e comerciais com diagndstico de glioma.

Tipo Linhagem Género Idade Subtipo histolégico Grau
Comercial RES259 F 4 anos Astrocitoma Difuso I

Comercial SF188 M 8 anos Glioblastoma v
Comercial uw479 M 13 anos Astrocitoma anapldsico 11
Comerecial KNS42 M 16 anos Glioblastoma v
Comercial GAMG F 42 anos Glioblastoma v
Comercial U87MG M 44 anos Glioblastoma v
Comerecial Al172 M 53 anos Glioblastoma v
Comerecial T98G M 61 anos Glioblastoma v
Comercial SW1783 M 68 anos Astrocitoma anapldsico [l
Comercial SW1088 M 72 anos Astrocitoma anapldsico [l
Comerecial U251MG M 75 anos Glioblastoma v
Primaria HCB 27 M 9 anos Astrocitoma pilocitico I

Primaria HCB 28 F 16 anos ASCG I

Primaria HCB 18 F 18 anos Glioblastoma A%
Primaria HCB 151 M 65 anos Glioblastoma v
Primaria HCB 149 F 53 anos Glioblastoma v
Primaria HCB 29 F 54 anos Glioblastoma A%
Primaria HCB2 M 49 anos Glioblastoma A%

Abreviaturas: ASCG: Astrocitoma subependimal de células gigantes;

4.6 Analise do perfil mutacional de linhagens celulares de glioma utilizando a estratégia

Ampliseq

Apds expansao das culturas, o DNA das linhagens foi extraido com TRIzol® (Thermo
Scientific, USA) segundo as orientacdes do fabricante 1%, A quantificacdo das amostras de DNA
foi realizada no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies, USA) pelo uso do
Quant-IT dsDNA HS Assay kit (Life Technologies, USA). A qualidade das amostras foi verificada

no equipamento NanoDrop®2000 (Thermo Fisher Scientific, USA) pelos valores das razdes
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260/280 nm e 260/230 nm, respectivamente, como medidas primaria e secundaria de pureza
do DNA. A integridade do DNA foi acessada pelo uso de eletroforese em gel.

Para as etapas descritas em seguida de preparo das bibliotecas, PCR em emulsdo,
enriquecimento e sequenciamento de nova geragdo, utilizamos o fluxo de trabalho
recomendado pela Life Technologies para a plataforma lon Torrent PGM.

O preparo das bibliotecas foi realizado a partir do uso do lon AmpliSeqTM Library Kit 2.0
e do lon AmpliSeqTM Custom Panel, que contém primers para amplificacdo da regido
codificadora completa de 8 genes (ATRX, EGFR, LZTR1, NF1, PTEN, RB1, SETD2 e TP53) e de
éxons ou regides hotspot de mais 13 genes (BRAF, CHEK2, HIST1H3B, HIST1H3C, H3F3A, IDH1,
IDH2, KRAS, MISH6, PDGFRA, PIK3CA, PIK3R1 e TRIM33). Para a amplificacdo das regides
genOmicas alvo foram feitas duas reacGes separadas por amostra, em funcdo da divisdo em
dois pools do conjunto de pares de primers pela estratégia AmpliSeq. Cada reacdo conteve 4
ul de 5X lon AmpliSeqTM HiFi Mix, 10 ul de 2X AmpliSeqTM Custom Panel, 10-30 ng DNA
genOmico e agua livre de nucleases para totalizar 20 ul. Para cada amostra, em uma das
reacOes foi adicionado 1 pl de sample ID Panel. A amplificacdo foi realizada em termociclador
ProFlex (Life Technologies, USA) usando o seguinte programa: 99°C por 2 minutos seguido por
20 ciclos de 99°C por 15 seg. e 60°C por 4 minutos. Apds o término da amplificacdo, as
amostras permaneceram a 10°C.

Para a digestdo dos primers e fosforilagdo das extremidades dos amplicons, 2 ul do
reagente FuPa foram adicionados em cada tubo. A seguir, o seguinte programa foi utilizado
em termociclador: 50°C por 10 minutos, 55°C por 10 minutos, 60°C por 20 minutos e 10°C por
no mdaximo 1 hora. Previamente a ligacao dos adaptadores, para cada barcode a ser utilizado,
foi realizada uma diluicdao na proporgao 1:1:4, respectivamente, de lon P1 Adapter, lon
XpressTM Barcode e dgua livre de nuclease. Em seguida, para cada rea¢do foram adicionados:
4 ul de Switch Solution, 2 ul da solu¢do de adaptadores e 2 ul de DNA ligase. Em termociclador,
o seguinte programa foi utilizado: 22°C por 30 minutos, 72°C por 10 minutos e 10°C por no
maximo 1 hora. A purificacdo das bibliotecas foi realizada com Agencourt® AMPure® XP
Reagent na proporg¢do de 1,5X do volume de cada biblioteca (45 ul). Apés homogeneizacao, a
solucdo foi transferida para tubos LoBind (Eppendorf, USA) e mantida em temperatura
ambiente por 5 minutos. Os tubos foram ent3o colocados na rack magnética DynaMagTM-2
Magnet por 2 minutos. O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 150 pl de etanol 70%

recém preparado. Os tubos foram movidos 360° para lavagem das beads magnéticas e o
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sobrenadante foi removido. Novamente foram adicionados 150 pl de etanol 70% para uma
segunda lavagem. O sobrenadante e todo o excesso de etanol contido nas paredes dos tubos
foram retirados. Os tubos foram mantidos abertos para secagem em temperatura ambiente
por 5 minutos. Para a normalizacdo da concentracdo das bibliotecas, utilizamos o lon
LibraryTM Equalizer Kit, segundo as orientagdes do fabricante. Antes da PCR em emulsao, cada
biblioteca foi vigorosamente homogeneizada e 5 pl foram separados em um novo tubo.

A seguir, esta nova solucdo contendo um pool de todas as bibliotecas, foi novamente
homogeneizada e 4 ul foram separados e adicionados em 21 ul de dgua livre de nucleases para
a etapa seguinte de PCR em emulsdo. As bibliotecas entdo foram clonalmente amplificadas
com primers biotinilados nas lon Sphere Particles (ISPs) por PCR em emulsdo no equipamento
OneTouchTM 2 (Life Technologies, USA) utilizando o lon PGM Template OT2 200 kit. Em
seguida, foi utilizado o lon 318 Chip v2 para o carregamento e inicio do sequenciamento das
amostras. Os dados das corridas foram processados por meio de ferramenta de analise
especifica para a plataforma lon Torrent no software Torrent Suite versdo 5.2 e 5.2.1. As
etapas incluem: processamento e classificacdo dos dados brutos, processamento de sinal,
chamada de bases, filtragem de reads, alinhamento das reads ao genoma de referéncia (UCSC
build hg19) e geracdo de métricas da corrida (eficiéncia do carregamento do chip, contagem
total e qualidade das reads). A chamada de variantes foi realizada pelo plugin Torrent Suite
Variant Caller (TSVC) versao 4.2. A anotag¢do das variantes foi realizada pelo software lon

Reporter versao 5.2.

4.7 Andlise mutacional de TERT

A analise de mutag¢des na regido promotora do gene da transcriptase reversa da
telomerase (TERT) foi realizado por PCR seguido de sequenciamento direto de Sanger.
Resumidamente, a regido promotora de TERT foi amplificada por PCR usando os
seguintes iniciadores: 5-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3’ (para frente) e 5'-
CAGCGCTGCCTGAAACTC-3’ (reverso), levando a um produto de PCR de 235 pares de base
contendo mutagdes C228T e C250T. A amplificacdo por PCR foi realizada com uma
desnaturacao inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturagao a 95 °C por
30 segundos, anelamento a 64 °C por 90 segundos, alongamento a 72 °C por 30 segundos e

alongamento final a 72 °C por 7 minutos. A amplificacdo dos produtos de PCR foi confirmada
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por eletroforese em gel. O seqlenciamento de PCR foi realizada usando o kit de
sequenciamento Big Dye v3.1 Biosystems, cycle sequencing ready reaction kit (Grand Island,

NY, EUA) e analisado em ABI PRISM 3500 xL (Aplicado Biosystems, Grand Island, NY, EUA

4.8 Avaliacdo da expressao de MTAP pela técnica de RT-qPCR

As linhagens celulares em cultura, tiveram o sobrenadante retirado dos frascos, lavados
com DPBS (Tampao Fosfato Dulbecco), adicionados 1,5 mL de TRIzol® e homogeneizando para
que todas as membranas fossem quebradas e o material genético exposto 4°. Apds a etapa
de lise, as amostras foram homogeneizadas por 1 minuto e deixadas a temperatura ambiente
por cinco minutos. Posteriormente, foram adicionados 200uL de NaCl 0,9% estéril e 300uL de
cloroférmio, homogeneizado por inversao e centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos em
centrifuga previamente refrigerada a 4 °C. Foram coletados 750 pL da fase superior contendo
o RNA total e adicionados 750 uL de isopropanol. Posteriormente, as amostras foram
colocadas a -20°C overnight. Apds esse periodo as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000 xg e entdo retirados o sobrenadante contido nos tubos e adicionados 1,5
mL de etanol 75%, sendo os tubos centrifugados por 5 minutos a 7.500 xg por duas vezes.
Foram adicionados mais 1 mL de etanol 75% nas amostras e centrifugados por 5 minutos a
7.500 xg. O sobrenadante foi descartado e as amostras adicionadas em 20uL de agua
ultrapura, quantificado e qualificado no espectrofotometro NanoDrop 2000C (Thermo
Scientific, USA) e a qualidade do RNA checado pelo kit RNA 6000 nano assay (Agilent
technologies, USA). 500 ng do RNA total isolado foi utilizado para sintese do DNA
complementar (cDNA) a partir do kit superscript Il reverse transcriptase (Thermo Scientific,
USA) de acordo com o protocolo fornecido. As rea¢ées de PCR em tempo real (RT-gPCR) foram
realizadas em um volume total de 20 pL, contendo 10 pL de 2X Fast SYBR Green PCR master
mix (Thermo Scientific, USA), 100 ng (1uL) de cDNA, 10 uM (0,8 pL) de cada primer forward e
reverse (MTAP forward: 5 -TCTTGTGCCAGAGGAGTGTG-3'); (MTAP reverse 5'-
ACCATTGTCCCCTTTGAGTG-3") e 7,4 uL de dgua ultra pura. A amplificagcdo do gene foi realizada
em aparelho StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher, USA, USA) de acordo com as
seguintes condig¢des: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de amplificagdo, contendo 15 segundos
a 95 °C de anelamento e 64 °C por 1 minuto. Os niveis de expressdao de MTAP nas amostras

foram normalizadas utilizando o gene HPRT1 (HPRT1 Forward 5'-GACCAGTCAACAGGGGACAT-
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3’); (HPRT1 reverse 5-CTGCATTGTTTTGCCAGTGT-3"). Todos os primers foram sintetizados
pela Sigma-Aldrich (USA). A normalizagdo do gene de interesse foi calculada de acordo com a
expressdo 22, Todas as reacdes foram realizadas em trés replicatas bioldgicas. Neste
screening, foram selecionadas 2 das linhagens celulares para edicdo génica e estudos

posteriores.

4.9 Avaliagdo da expressao de MTAP pela técnica de western blot

A analise de western blotting foi realizada de acordo com estudo previamente descrito
119 Brevemente, as células foram lisadas utilizando tamp3o de lise (50 mM Tris-HCI, pH 7.6,
150 mM NaCl; 5 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 1 mM de Na3VQOs; 10 mM
de NaF, 10 mM de pirofosfato de sddio e 1% de NP40) contendo coquetel de inibidores de
protease (0,01 M EDTA; 1 mM de DTT; 1 mM de Leupeptina; 1 mM de PMSF e 0,1 uM de
aprotinina). O lisado celular foi colocado em repouso no gelo por 1 hora e centrifugado a
12.000 xg por 15 minutos a 4°C. A concentracdo de proteina total foi estimada através de uma
curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA) utilizando o reagente de Bradford (Quick Start
Bradforfd Protein Assay; Bio-Rad, USA). As proteinas totais foram separadas por gel de
poliacrilamida a 12% contendo Dodecil sulfato de sédio (SDS) e transferidas para membrana
de nitrocelulose (Bio-Rad, USA). As membranas foram incubadas com anticorpo primarios,
seguido pelo anticorpo secunddrio apds bloqueio com 5% de leite desnatado. A
imunodeteccdo foi realizada utilizando kit ECL (Amersham Biosciences, Sweden) no sistema
de foto documentagdo Image Quant LAS 4000 mini (GE Healthcare, USA) e posteriormente
quantificadas utilizando o software Image J’. Os seguintes anticorpos foram utilizados:
Anticorpo policlonal anti-MTAP (Proteintech, USA) diluido 1:800 e o anticorpo anti-B-actina
(Cell Signaling, USA) diluido a 1:5000.

4.10 Silenciamento do gene MTAP pela técnica CRISPR/Cas9

Apds caracterizagdo do perfil de expressao de MTAP nas linhagens de glioma, a linhagem
U251 foi entdo transfectada com Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

(CRISPR) / CRISPR associated protein 9 (Cas9) de acordo com o protocolo do fabricante.
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Resumidamente, em uma placa de 6 pocgos, aproximadamente 2,5X10° células foram
plagueadas contendo 500 puL de meio DMEM (Life Technologies, USA) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies, USA), a 37°C, 5% de CO? e 90% de umidade, até
gue atingissem entre 70-90 % de confluéncia. Para a solucdo A, foram inseridos de 1,5 ug do
pool de DNA dos plasmideos (sc-406223) (Strand 1: CACCGACTACACACACCTCTCTCCGTTT;
Strand 2: CACCGTCAACTACCAGGCGAACATC; Strand 3: CACCGAAATACCATACCTTGCAAGG) e
1,5 pg do plasmideo MTAP HDR (h) (sc-406223-HDR ou 3,0 pug do plasmideo de controle (sc-
418922) em 150 pL de meio de cultura opti-MEM. A solugdo B, continha 10 plL do reagente de
transfeccdo UltraCruz'™ (Santa Cruz Biotechnology, USA) em 150 pL de meio de cultura opti-
MEM. Posteriormente, as solu¢cdes A e B foram reunidas, vortexadas e incubadas por 20
minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apds este periodo, os 300 pl resultantes
das solucbes foram colocadas em cada pogo contendo as células. Apds 72 horas da incubacao,
o meio de cultura foi retirado e adicionado meio DMEM suplementado com 10% de SFBe 5
ug/mL do antibiodtico puromicina (Santa Cruz Biotechnology, USA # CAS 58-58-2) por sete dias.
A cada trés dias, o meio de cultura foi aspirado e novo meio seletivo foi entdo adicionado aos
pOGOsS.

O sucesso da edicdo génica foi confirmado por meio da detec¢do da proteina de
fluorescéncia vermelha (RFP) em microscopio de fluorescéncia e por western blotting. As

sequéncias alvo do MTAP CRISP/Cas9 foram analisadas por meio do software Artemis!#

para
verificacao da regido de inser¢ao no gene MTAP (Figura 12). A linhagem celular estavel para o
gene nocaute MTAP, foi denominada U251MTAP-/-, seu controle denominado U251EV, além
da linhagem parental denominada U251WT (ANEXO E). Nova autentica¢dao da linhagem por
meio da avaliacdo do perfil de short tandem repeat (STR) do DNA foi realizada pelo
Laboratério de Diagndstico no Hospital Cancer de Barretos (Sdo Paulo, Brasil). Apds a

confirmacdo do silenciamento a linhagem celular, assim como o clone controle foram

utilizados nos ensaios subsequentes.
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Figura 12 - Anotagao da localizagao do gene MTAP no genoma humano, utilizando o software
artemis genome browser and annotation tool. Barra vermelha: Indica regidao de anelamento
dos primers forward e reverse para o gene MTAP utilizados na caracterizacdo. Barra verde:
sequéncias alvo de atuacdo do MTAP CRISP/Cas9. Barra amarela: Segmento forward do

genoma humano.

4.11 Transdugdo celular e geragao de linhagem celular com expressao ectopica do gene

MTAP pela técnica Lentiviral Infection System

A linhagem celular SW1088, que ndo expressa MTAP, foi utilizada para a expressao
ectopica de MTAP (MTAP lentivirus Human, #LVP712487) e do controle lentiviral (pLenti-iii-
CMVGFP-2A-Puro-Blank control Lentiviral Vector, #LV590) obtidas comercialmente da
empresa Applied Biological Materials (abm Inc, Canada). A linhagem celular estavel foi gerada
transduzindo o gene MTAP ou o controle (sem inserto) e selcionado com 25 pg/mL de
puromicina de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente, foi realizada a selegao da
multiplicidade de infec¢do (MOI) com o controle de expressao de proteina de fluorescéncia
verde (GFP) (LVO06) para a linhagem celular SW1088 cultivada em placa de 96 pogos (TPP®,
Switzerland) em MOl de 2, 4, 6, 8 e 10 unidades.

O sucesso da expressdo de GFP foi observada de acordo com o nivel de fluorescéncia
em microscépio de fluorescéncia (Leica, Wetzlar, Germany) apds 48 horas. O MOI de 10 foi
selecionado para os experimentos subsequentes que estavam com o nivel de expressdo
adequados para quantidade celular com minimo de dano celular. Foram plaqueadas 1X10*
células em placa contendo 96 pogos juntamente com 100 pL de meio DMEM suplementado
com 10% de SFB a 37°C e 5% de CO? até alcancar de 70-80% de confluéncia. Posteriormente,
o meio de cultura foi removido e adicionado novo meio contendo 150 pL da mistura para a

transducdo (Viral Plus transduction enhancer (G968) diluido 1:100 e vetor lentiviral MTAP
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(#LVP712487) ou Puro-Blank Lentivirus (#LV590)) a 37 °C com 5% de CO? durante toda a noite.
Apds 72 horas do inicio da transducdo, o meio de cultura foi retirado e adicionado novo meio
de cultura, contendo 25ug/mL de puromicina e trocados a cada trés dias. A selecdo terminou
apos sete dias quando as células ndo transduzidas foram completamente mortas. A linhagem
celular estavel para o gene MTAP, foi denominada SW1088MTAP+/+ e seu controle
denominada SW1088LB, além da linhagem parental denominada SW1088WT. A confirmacao
da expressdo da proteina foi a confirmada por meio da técnica de western blot (ANEXO E).
Nova autenticacdo da linhagem por meio da avaliacdo do perfil de STR do DNA foi
realizada pelo Laboratdrio de Diagndstico no Hospital Cancer de Barretos (Sao Paulo, Brasil).
Apds a confirmacdo da superexpressdo do gene MTAP na linhagem celular, ela e seu clone

controle, foram utilizados nos ensaios subsequentes.

4.12 Avaliacgao de perfil de expressao génica das linhagens editadas pela plataforma

NanoString

A anadlise de expressdo génica das linhagens celulares U251 e SW1088 apods edicdo
génica (MTAP) foi realizada utilizando o painel Nanostring nCounter PanCancer Pathways (730
genes distribuidos em 13 vias bioldgicas: Notch, Wnt, Hedgehog, Modificacdo da cromatina,
Regulagdo transcricional, Controle de dano ao DNA, TGF-beta, MAPK, STAT, PI3K, RAS, Ciclo
celular e Apoptose) de acordo com as orientagdes do fabricante (Nanostring Technologies,
USA). Os genes incluidos estdo altamente associados a biologia do cancer e a vias
normalmente desreguladas durante o desenvolvimento tumoral. Além disso, foram
escolhidos 24 genes dentro do painel, frequentemente associados a agressividade tumoral e
avaliada a expressao diferencial para melhor entendimento da funcdao de MTAP nos processos
de migracdo e invasao celular. Resumidamente, foi preparado um master mix contendo: 130
uL do buffer de hibridizagdo em um microtubo contendo o pool de sonda repdrter. Em
seguida, foram adicionados em microtubos, 20 pl do master mix para cada amostra a ser
analisada. Posteriormente, foram adicionados 5 puL da amostra (~100 ng) de RNA total, seguido
de 5ulL da sonda capture. A etapa de hibridizacdo foi realizada durante aproximadamente 20h
a 65 °C. Apds a etapa de hibridizagao, as amostras foram transferidas para a plataforma de

preparacdo e purificacdo dos cartuchos (PrepStation; nCounter Cartridge) durante 4h. Apds a
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purificacdo e imobilizacdo das amostras, o cartucho foi entao transferido para o analisador
Counter Digital Analyzer, para a obtencao das imagens das amostras. A coleta de dados gera
diversas imagens de alta resolucdo e conta as moléculas de acordo com o padrdo de

fluorescéncia determinado pelos barcodes na superficie dos cartuchos.

4.13 Ensaios funcionais de viabilidade, ciclo celular, proliferacdo, migracao e invasao

4.13.1 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular em solucdo aquosa, Cell Titer 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega, USA) foi utilizado conforme descrito pelo fabricante. O
CellTiter proliferation assay®, é um método colorimétrico para determinar o nimero de
células vidveis nos ensaios de citotoxicidade. Possui o composto tetrazdlio [3 - (4,5-dimetil-2-
il) -5 - (3-carboxymethoxyphenyl) -2 - (4-sulfofenil) -2H-tetrazélio, sal interno; MTS] e um
reagente de acoplamento de elétrons (fenazinaethosulfate; PES). PES possui uma estabilidade
guimica melhorada, o que lhe permite ser combinado com MTS para formar uma solucdo
estavel colorida. Ao medir a absorbancia das diferentes amostras testes e controle, pode-se
inferir se o nimero de células vivas em cada amostra é semelhante. Para este ensaio, 5X103
células foram semeadas em placas de 96 pocos em triplicatas e incubadas a 37 °C
suplementadas com CO; por 24 horas. Apds 24 horas, o meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de SFB e 1% de P/S foi retirado e entdo adicionado novo meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de SFB, sem presenca de P/S, contendo os farmacos de escolha em
concentragdes variadas (diluido em DMSO). As diluicdes dos compostos foram realizadas
obedecendo a regra de 1% de DMSO/pogo. A absorbancia foi medida em leitor de placa de
ELISA (Varioskan Flash-; Thermo Fisher scientific, USA) a 490 nm depois de decorrido 72 horas
de tratamento. Os dados obtidos foram normalizados em relagcdo a sobrevivéncia média das
amostras sem tratamento (considerado 100% de viabilidade). Os experimentos foram
realizados em triplicata bioldgica. Nivel de significancia: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,

***%p<0,0001 e ns: ndo significante.
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4.13.2 Determinagao da IC50

O IC50 é um ensaio de dose-resposta onde se avalia a concentracdo minima de um
farmaco necessdrio para induzir inibicdo do crescimento em 50% das amostras. Apds a
avaliacdo por meio do ensaio com MTS, os valores de absorbancia foram convertidos em
porcentagem de viabilidade celular no qual as células em presenca do veiculo (DMSQ) foram
utilizadas como controle, correspondendo a 100% de sobrevivéncia. A anadlise da regressao
ndo-linear utilizando o programa GraphPad Prism versdo para Windows 7.04 (GraphPad
Software, Inc, USA) foi utilizada para avaliar os resultados de viabilidade, resultando em uma
equacdo utilizada para calcular a concentracdo do farmaco necessario para promover 50% de

reducdo da viabilidade celular.

4.13.3 Analise da distribuicdo das fases do ciclo celular

A proliferacdo celular € um processo bastante coordenado onde as fases do ciclo celular
(G1, S, G2, M) sdo reguladas de modo muito preciso por uma rede bioquimica complexa,
controlando o processo de multiplicacdo celular. Para avaliar o ciclo celular das células
editadas e compara-las com o da linhagem controle, foi utilizado o kit BD Cycletest Plus DNA
(BD Biosciences, USA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Brevemente, foram
plagueadas 5X10° células em placa de 6 pogos até atingir entre 70 e 80% de confluéncia. Apds
atingir a confluéncia as células foram tratadas com DMSO ou IC50 dos farmacos de escolha
por 72 horas. As amostras foram entao lavadas com DPBS e em seguida desagregadas com
accutase por 5 minutos a 37°C. Apods esta etapa, as células foram ressuspendidas em meio
DMEM suplementado com 10% de SFB e centrifugadas por 5 minutos a 1200xg. O meio de
cultura foi entdao removido e 250 uL da solugdao tampao foram adicionados aos tubos e as
células ressuspendidas e centrifugadas novamente por 5 minutos a 1200xg. Finalmente, o
sobrenadante foi aspirado, permanecendo aproximadamente 50 plL residuais para nao
interferir no centrifugado celular. Em um tubo, foram adicionadas aproximadamente 1X10°
células/mL sendo entdo centrifugadas por 5 minutos a 1200xg e adicionados 250 puL da solugdo
A em cada tubo e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 200 uL da solugdo B em cada tudo e a solugdo agitada novamente. Apds 10

minutos de incubacdo a temperatura ambiente, 200 pL da solucdo C (solucdo de marcagao
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iodeto de propideo; Pl) foram adicionados em cada tubo e incubados por 10 minutos em
ambiente escuro a temperatura de 10 °C. As amostras foram entdo lidas no citometro de fluxo

BD AccuriTM C6 e analisadas no software de analise BD CSamplerTM (BD Biosciences, USA).

4.13.4 Proliferac¢ao celular por monitoramento em tempo real com equipamento

xCELLigence

As linhagens celulares U251 MTAP-/- e SW1088 MTAP+/+ foram monitoradas em tempo
real com o equipamento xCELLigence analyzer (Roche Applied Science, USA) a fim de avaliar
o perfil de proliferacdo comparando-os com as linhagens controle U251EV e SW1088LB, assim
como as linhagens parentais U251WT e SW1088WT. O valor de impedancia é medido pelo
sistema RTCA DP e reportado como cell index. Foram plaqueadas entre 5x10% e 1x10* células
em microplaca contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de P/S.
Apds o plagueamento, a microplaca foi mantida em temperatura ambiente por 30 minutos
até que todas as células se sedimentassem no fundo do poco. Posteriormente, o equipamento
xCELLligence foi normalizado com microplaca controle, a fim de retirar possiveis alteracGes
nos microeletrodos. Por fim, a microplaca contendo as células foi colocada no equipamento,
sendo o mesmo mantido dentro de estufa a 37°C e 5% de CO>. O inicio da coleta dos dados foi
iniciado apds 4 horas de incubagdo para garantir a fixagao das células na microplaca e entao
mantido por 72 horas, sendo coletadas as informacgdes de proliferagdo automaticamente a
cada hora. Apds o fim do experimento, os dados foram analisados em software (ACEA
Biosciences, USA) e analisada a proliferagcao por meio do cell index de cada linhagem celular.

Para este experimento, foram realizadas trés analises bioldgicas distintas.

4.13.5 Ensaio de migragao celular

A propriedade de migracao das linhagens celulares editadas geneticamente U251MTAP-
/- e SW1088MTAP+/+ além de seus controles foi analisada em ensaios de suporte celular
permedvel do tipo Transwell (Corning, Chelmsford St. Lowell, MA, USA) em insertos com
membrana contendo poros de 8 uM de diametro, sem ou apds tratamento com os farmacos

de escolha (ICsp). O método de Transwell foi realizado adicionando entre 5X10* e 10X10*
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células diluidas em 500 uL de meio DMEM, sem presenca de SFB, sobre os insertos permitindo
a migracdo das células através da membrana até o outro lado da superficie contendo meio
DMEM suplementado com 10% de SFB. Os insertos foram incubados a 37°C por 24 horas e
posteriormente as membranas foram entdo lavadas com DPBS por 2 minutos, seguidos de
fixacdo em metanol 100% por 3 minutos. Nesta etapa, o excesso de células na superficie foi
removido com haste de algod3do e, em seguida, as membranas foram coradas em hematoxilina
(3 minutos) e eosina (3 minutos). Por fim, as membranas foram retiradas do inserto e
montadas sobre ldmina contendo glicerina onde foram em seguida fotografadas por
microscopia. O numero de células migradas em cada membrana foi obtida a partir de dez
campos diferentes, analisados por software de contagem de colénias OpenCFU.**? A média de
valores de migracdo foram obtidos a partir de trés experimentos bioldgicos e submetidos a

teste t de student.

4.13.6 Ensaio de invasao celular

A propriedade de invasdo das linhagens celulares editadas geneticamente U251MTAP-
/- e SW1088MTAP+/+, assim como de seus controles foi analisada em ensaios de suporte
celular permeavel do tipo Transwell (Corning, Chelmsford St. Lowell, MA, USA) em insertos
com membrana contendo matrigel, sem ou apds tratamento com os farmacos de escolha
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Inicialmente, os insertos contendo matrigel foram
diluidos em 100 pL meio de cultura DMEM sem SFB e incubados a 37°C em camara
suplementada com 5% de CO2, por 1hora. Apds a lavagem e descolamento das células através
de tripsina, elas foram ressuspendidas em meio DMEM contendo 0,5% de SFB e contadas em
aparelho de contagem celular Countess Il (Thermo Fisher®, USA). Posteriormente as células
foram centrifugadas por 5 minutos a 1200 xg o meio de cultura foi removido, e entdo 2X10°
células foram ressuspensas em 500 uL de DMEM sem suplementacdo e inseridos dentro dos
insertos contendo o matrigel. Na parte inferior do poco, foram adicionados 750 uL de DMEM
suplementado com 10% de SFB, permitindo o estimulo para a invasdo celular através da
membrana de matrigel. Os insertos foram incubados a 372C por 24 horas €, apds este periodo,
os insertos foram lavados com DPBS por 2 minutos, seguidos de fixagdo em metanol 100% por
3 minutos. Nesta etapa, o excesso de células na superficie foi removido com haste de algodao

e, em seguida, os insertos foram corados em hematoxilina (3 minutos) e eosina (3 minutos).
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Por fim, as membranas foram retiradas do inserto e montadas sobre |dmina contendo
glicerina onde foram fotografadas por microscopia. O nimero de células que invadiram cada
membrana foi obtida a partir de dez campos diferentes, analisados por software de contagem
de coldnias OpenCFU*2. A média de valores de invasdo foram obtidos a partir de trés

experimentos bioldgicos e submetidos a teste t de student.

4.13.7 Exposicao das células transfectadas a agentes farmacolégicos

As células editadas geneticamente (U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+) assim como 0s
controles (U251EV e SW1088LB) e as linhagens parentais (U251WT e SW1088WT) foram
tratadas com o inibidor de sintese de purinas 6-tioguanina, que atua de forma a mimetizar
nucleotideos que serdo incorporados ao DNA, gerando falha no processo de sintese de DNA e
consequentemente iniciando parada do ciclo.

Além disso, as células foram tratadas com o farmaco padrdo para o tratamento de
glioblastoma (temozolamida), na concentracdo equivalente ao ICso definido. Em seguida, as
linhagens foram novamente submetidas aos ensaios funcionais e os efeitos dos farmacos

analisados.

4.14 Andlise estatistica

O levantamento dos dados clinico-patoldgicos de interesse foi realizado por meio de
ficha individual padronizada (ANEXO A). Para registro e arquivo das informag¢des, bem como
o posterior processamento estatistico, foi criado um banco de dados especifico em software
SPSS3, com os dados clinico-patolégicos, moleculares e imuno-histoquimicos. Para testar a
associacao entre a frequéncia de alteragées moleculares (genéticas e imuno-histoquimicas) e
os diferentes grupos de tumores em estudo, foi utilizado o teste de X2 ou teste exato de Fisher.
As curvas de sobrevida global e livre de doenca foram estimados usando o método de Kaplan-
Meier, e a significancia determinada pelo teste de log-rank. O teste Mann-Whitney foi
utilizado para comparar as variagdes de expressdao proteica entre os grupos de estudo.
Resultados foram considerados significativos quando p<0,05, com nivel de significancia igual:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 e ns: ndo significante. As andlises estatisticas

143

foram realizadas nos programas SPSS para Windows™** e as andlises graficas foram realizados
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utilizando o software GraphPad PRISM*** Os experimentos de Western blot foram avaliados
semi-quantitativamente e avaliados por teste t de student. No experimento de proliferacdo
celular, a curva de crescimento celular foi gerada automaticamente, de acordo com o software
xCELLigence RTCA systems e os dados brutos utilizados em software grifico *> No
experimento de migracdo, foram contados os numeros absolutos de células que
transpassaram a membrana sendo contadas por meio de software de contagem OpenCFU!4?
e gerado gréaficos em software Prism GraphPad PRISM. 144 Os ensaios in vitro realizados em
triplicata e os resultados foram expressos por média, + desvio padrdo, analisados de forma
independentes por t-student ou ANOVA. Diferencas com valores de p-value: *: p<0,05; **:

p<0,01, ***: p<0,001 e ****: p< 0,0001 foram considerados como uma diferenca significativa.

4.15 Aspectos éticos

Este projeto utiliza-se de linhagens celulares utilizadas anteriormente em projetos
previamente aprovados pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP). O projeto intitulado:
“Estabelecimento, caracterizacdo molecular e estudo de resposta terapéutica de culturas
celulares primarias de tumores cerebrais” recebeu aprovacdo do CEP sob o numero:
(491/2011) para a utilizacdo das linhagens tumorais primarias ja estabelecidas no Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos e para o uso de linhagens
comerciais de gliomas possui a aprovagdo: (726/2013), o qual é intitulado: “Caracterizacdo da
atividade anti-neopldsica de compostos derivados da planta Euphorbia tirucalli em linhagens
de tumores humanos”. Além disso, este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Cancer de Barretos-Fundacio Pio XII- Barretos/SP sob

o numero: HCB/1175879, projeto depositado no CEP sob nimero 961/2015 (Anexo B).
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5 RESULTADOS

5.1 Anadlise in silico das altera¢des moleculares de MTAP e seu impacto clinico

Através de andlise in silico de 350 amostras de glioblastoma do TCGA (TCGA-GBM), foi
avaliado a expressdao do gene MTAP de acordo com alteragao do numero de cépias (CNA),
assim como o status de metilacdo do locus génico. Como observado na figura 13A, a expressao
do gene MTAP foi significativamente menor no grupo com delecdo homozigética quando
comparado ao grupo com ploidia normal (p<0,01). A regulacdo de MTAP pode ser também
afetada por mecanismos epigenéticos'®, por isso, foi avaliada a associacdo entre a expressdo
de MTAP e o status de metilacdo em 283 amostras. A metilacdo do gene MTAP foi encontrada
em 21,2% dos casos (60/283). Entretanto, ndo foi observado associacdo entre o status de

metilacdo e os niveis de expressao de MTAP em glioblastoma, como observado na figura (13B;

p=0.633).
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Figura 13 - Avaliacdo da expressao génica de MTAP em tumores de pacientes com diagndstico
de glioblastoma, obtidos na base de dados TCGA-GBM. A) Box-plot representativo da analise
de expressao de MTAP em grupo de pacientes com delecdo da regido cromossdmica 9p21
comparado ao grupo de pacientes com a regido cromossémica normal (p<0,01). Valores de

expressao (eixo y) nas categorias considerando a ploidia do paciente (aCGH, eixo x); B) Box-
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plot representativo do status de metilacdo da regido de MTAP de pacientes com diagndstico
de glioblastoma. Valores de expressdo (eixo y) nas categorias considerando o perfil de

metilacdo do paciente (eixo x). ns: p-value n3o significativo.

Adicionalmente, foram avaliados os niveis de expressdo de MTAP (mRNA) de 291
amostras em cinco subtipos moleculares de glioblastoma obtidos da série TCGA-GBM. Foi
observado que a perda de expressdo de MTAP foi maior do que 50% em quase todos os
subtipos analisados, exceto para o subtipo de gliomas com fendtipo metilador de ilhas CpG
(G-CIMP) (Tabela 5). O subtipo cldssico apresentou a maior frequéncia de perda de expressao

de MTAP com 65,2% (43/66) contra 7,4% (2/25) para o subtipo G-CIMP (p<0,001) (Tabela 6).

Tabela 5 - Expressdo diferencial de MTAP nos subtipos moleculares de glioblastoma

Subtipo MTAP Positivo MTAP Negativo Total P-value

Classico 23 (34.8%) 43 (65.2%) 66 (100%) < 0,001
Mesenquimal 36 (41.9%) 50 (58.1%) 86 (100%)
Neural 19 (37.3%) 32 (62.7%) 51 (100%)
Proneural 30 (49.2%) 31 (50.8%) 61 (100%)
G-CIMP+ 25(92.6%) 2 (7.4%) 27 (100%)

Abreviacdo: G-CIMP+: glioma-CpG island methylator phenotype

Em seguida, correlacionou-se o perfil de expressdao de MTAP com a sobrevida de
pacientes em 6 bancos de dados obtidos da plataforma TCGA e Oncomine. Os resultados
demonstraram que apenas o dataset Freije (n=19) apresentou associac¢ao significativa entre a
expressao de MTAP e a sobrevida, aonde a expressao de MTAP indicou melhor desfecho
clinico (p=0,00863). Nos demais datasets, ndao foi observado associacdao entre sobrevida e

expressao de MTAP (Figura 14).
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Figura 14 - Anadlise in silico avaliada pelo método de kaplan-meier para uma condicdo
(expressdo de MTAP) associada com a sobrevida global em diferentes coortes de pacientes
com diagnostico de glioblastoma. Coortes analisadas: TCGA, Freije, Murat, Nutt, Yamanaka e

Phillips.

5.2 Avaliacdao da expressao de MTAP em pacientes com diagnostico de glioma, por meio de
imuno-histoquimica e correlagdao com dados moleculares e evolugao clinica dos

pacientes

A expressdao de MTAP foi realizada por imuno-histoquimica em uma série de 641
amostras de pacientes de diferentes subtipos histolégicos de gliomas (Tabela 6). De maneira
global, encontramos perda de expressdo da proteina MTAP em 44,15% (283/641) dos gliomas
avaliados, com variagdes de frequéncia nos distintos graus e subtipos histolégicos (Tabela 6;
Figura 15A—15D). A expressdao de MTAP foi detectada em todos os tecidos normais adjacentes
avaliados (Figura 15E). A perda de expressdo de MTAP variou de 14,5% (10/69) no grupo de
astrocitomas pilociticos, 54,8% (23/42) em glioblastoma pediatrico, 45,6% (193/423) em

glioblastoma adultos, e a maior perda verificamos no conjunto de oligodendrogliomas 62,7%
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(32/51) (Tabela 6). Além disso, quando estratificamos em gliomas de baixo grau (grau 1/1l) e

alto grau (lll/1V), verificamos que a expressdo de MTAP no grupo de baixo grau foi

significativamente maior do que o observado no grupo de gliomas alto grau (Tabela 6). Nao

foi observada associacdo entre expressdo de MTAP e as demais caracteristicas clinico-

patolégicas como idade, género ou localizacdo tumoral (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliacdo da expressdao de MTAP em gliomas e associacdo com caracteristicas

clinico-patoldgicas dos pacientes.

Caracteristicas

Expressao de MTAP

Total
Género (N=620)
Masculino 368
Feminino 252
Idade (N=638)
0-19 anos 125
20-59 anos 307
>59 anos 206
Localizagdo tumoral (N=393)
Lobo Frontal 92
Lobo Parietal 43
Lobo Temporal 71
Lobo Occipital 12
Cerebelo 41
Outro 134
Subtipo histoldgico (N=641)
Astrocitoma pilocitico (Grau I) * 69
Astrocitoma difuso (Grau Il) 18
Astrocitoma anaplasico (Grau Ill) 24
Glioblastoma pediatrico (Grau IV) 42
Glioblastoma adulto (Grau 1V) 423
Oligodendrogliomas (Grau li-1l1) 51
Outros 14
Grau histologico (N=641)
Baixo grau 96
Alto grau 545

(%)

59,4
40,6

19,6
47,9
32,5

23,4
10,9
18,1

31
10,4
34,1

10,8
2,8
3,7
6,6

66
7,9
2,2

15,0
85,0

Negativo (%) Positivo (%) P value

165 (44,8) 203 (55,2) 0,565
107 (42,5) 145 (57,5)
44 (35,2) 81(64,8) 0,091
140 (45,6) 167 (54,4)
96 (46,6) 110 (53,4)
26 (28,3) 66 (71,7) 0,096
10 (23,3) 33(76,7)
30 (42,3) 41 (57,7)
5(41,7) 7 (58,3)
9 (22,0) 32 (78,0)
50 (37,3) 84 (62,7)
10 (14,5) 59 (85,5)  <0,001
5(27,8) 13 (72,2)
12 (50,0) 12 (50,0)
23 (54,8) 19 (45,2)
193 (45,6) 230 (54,4)
32 (62,7) 19 (37,3)
8(57,1) 6 (42,9)
23 (24,0 73 (76,0) <0,001
260 (47,0) 285 (52,0)

Grau I-1V: Grau histolégico definido de acordo com os critérios da organizagdo mundial de

satde (OMS)*.* previamente publicado por Becker et al*'®



76

e ; ! )
) Va2 s s 3V s o > ' 2 S
«. i I Rl A I BTl T IR SO TP S £ A B N R i ey 10 A i
oty R 4-“1_3‘. ) __9.'-»; Y 3 ¥ "-'u:'-, S, A B 7""’. . ¢

Figura 15 - Padrbes de marcacdo da proteina MTAP por imuno-histoquimica em tecido
cerebral de pacientes com diagnodstico de glioma. A) Corte histolégico com marcagdo por
hematoxilina/eosina (HE) e marcagdo forte por MTAP em amostra de astrocitoma pilocitico
(400x). B) Corte histolégico com marcacdo por hematoxilina/eosina (HE) e marcagdo
moderada por MTAP em amostra de astrocitoma difuso (400x). C) Corte histolégico com
marcacdo por hematoxilina/eosina (HE) e marcacdo fraca por MTAP em amostra de
astrocitoma anaplasico (400x). D) Corte histolégico com marcagdo por hematoxilina/eosina
(HE) e auséncia de marcacdao por MTAP em amostra de glioblastoma (400x). E) Corte
representativo de marcacao de MTAP em cerebelo e medula espinhal de tecido cerebral
normal (400x). Setas indicam vasos com forte marcagao da proteina MTAP (controle interno
positivo). Estrelas indicam células de purkinje e neurénios com marca¢ao para a proteina

MTAP.

Posteriormente, foi avaliado o efeito da expressdao de MTAP na sobrevida global (Figura
16). Os resultados indicaram que a série contendo todos os casos de glioma (Global)
apresentou sobrevida em dois anos de 26,5% para o grupo com auséncia de expressao de
MTAP e de 30,5% para o grupo com expressao de MTAP, entretanto, sem demonstrar

diferenca estatistica significativa (Figura 16A; p=0,748).
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Para o subgrupo de glioma de baixo grau, os pacientes com expressdao de MTAP
apresentaram uma melhor sobrevida do que aqueles com perda da expressdo da proteina
MTAP (Figura 16B; p=0,0335). Interessante notar que em relacdo aos subgrupos de glioma de
alto grau e glioblastoma adulto, os dados apresentados indicaram uma melhor sobrevida para
aqueles pacientes com a perda de expressdao de MTAP (Figura 16C; p=0,000595 e Figura 16D;
p=0,00292).

Especificadamente para os subgrupos: glioblastoma pediatrico e glioblastoma adulto, a
analise de sobrevida ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa para os
pacientes pedidtricos (Figura 16E; p=0,199). J4 para os pacientes adultos, a analise de
sobrevida indicou um melhor progndstico para os pacientes com perda de expressdo de
MTAP, com uma diferenca de sobrevida de aproximadamente 3 meses em dois anos, entre os

2 grupos (Figura 16F; p=0,00135).
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Figura 16 - Analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier para uma condicdo (expressdo
de MTAP) associado com a sobrevida global para série de pacientes com diagndstico de

glioma. Global*: Série de pacientes contendo todos os subtipos de glioma.
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5.3 Caracterizagao do status de expressao de MTAP em painel de linhagens comerciais e

primarias de glioma

Inicialmente, foi analisado o perfil mutacional das linhagens celulares de glioma
utilizadas por meio de painel customizado contendo 21 genes, através da tecnologia de
sequenciamento de nova geracao (NGS) (Anexo C), além do sequenciamento da regido
promotora de TERT , a avaliacdo da perda da regido 9p21 (CDKN2A) e andlise de expressao
génica e proteica de MTAP. (Figura 17, Anexo D).

De acordo com os resultados, nenhuma das linhagens celulares apresentaram mutacao
em IDH1 ou IDH2. Os genes ATRX e TP53 apresentaram mutacdo em 36,3% (4/11) e 80% (8/10)
respectivamente. Em relacdo ao promotor do gene TERT, apenas as linhagens celulares
pediatricas UW479 e SF188 (18,1% ;2/11) ndo apresentaram mutacdo. Além disso, todas as
linhagens celulares originadas de tumores primarios de criancas e adolescentes apresentaram
a mutacdo no gene SETD2, enquanto sua frequéncia foi de 42,8% (3/7) nas linhagens celulares
adultas.

Quando analisado a expressdao de MTAP a nivel mRNA e proteico, foi observada a perda
em 36% (4/11) das linhagens celulares estabelecidas e em 28,6% (2/7) das linhagens celulares
de origem priméria (Figura 17A). Eimportante notar que apenas uma das linhagens pediatricas
(UW479; 1/7), além de todas as linhagens pertencentes ao grupo de gliomas de baixo grau
(RES259, HCB27 e HCB28), mantiveram a expressao de MTAP. Por fim, os resultados a nivel
génico (mRNA), obtidos por RT-qPCR, evidenciam a correlagdo com os resultados proteicos

(Figura 17B).
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Figura 17 - Avaliagdao da expressao de MTAP em linhagens celulares de glioma. A). imunoblot
representativo da expressdo da proteina MTAP por western blot em linhagens celulares de
glioma estabelecidas e de origem primadria. B) Plot representativo da avaliacdo da expressao
de MTAP por RT-qPCR e western blot no painel de linhagens de glioma. As amostras foram
normalizadas pela proteina endégena ACTB (western blot) e pelo gene endégeno HPRT1 como

controle enddégeno. Abreviagdo: CTRL+: controle positivo

5.4 Silenciamento do gene MTAP pela técnica CRISPR System Transfection e

Superexpressao do gene MTAP pela técnica Lentiviral Infection System

Com o objetivo de avaliar o papel bioldgico exercido pelo gene MTAP no contexto dos

gliomas, foram selecionadas as linhagens comerciais U251MG (MTAP positivo), onde o
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sistema de edi¢do génica MTAP CRISPR/Cas9 KO foi transfectado, produzindo um clone
nocaute estavel (U251MTAP-/-). Por outro lado, a linhagem celular SW1088, com delecdo de
MTAP, foi selecionada para se estabelecer um clone estdvel por meio do sistema lentiviral
MTAP humano. O estabelecimento dos clones foi confirmado pelo ensaio de western blotting

apos selecdo com o farmaco puromicina, de acordo com o protocolo do fabricante (Anexo E).

5.5 Avaliacdo de expressdo génica das linhagens editadas pela plataforma NanoString

Apds a edicdo génica, o perfil de transcricio génica dos clones U251MTP-/- e
SW1088MTAP+/+, assim como as linhagens controle (U251EV e SW1088LB) e as linhagens
parentais (U251WT e SW1088WT) foram avaliados para analise de expressao génica usando
o painel Nanostring PanCancer Pathways Panel no qual foram analisados 13 vias biolégicas
frequentemente alteradas nos diversos tipos de tumores.

Dos 730 genes analisados, 17 genes diferencialmente expressos estavam associados a
linhagem celular U251 e 6 genes a linhagem celular SW1088 (Figural8). Além disso, nado foi
observado nenhum gene diferencialmente expresso e comum entre ambas. Inicialmente, para
a linhagem celular U251, foram encontrados 17 genes diferencialmente expressos em
comparacdo com suas linhagens controle, sendo sete genes (ANGPT1, NGFR, FN1, COL11A1,
SPP1, RASGRF1, e MAPK10) associados com as vias PI3K/RAS/MAPK, trés genes (TGFBR2,
THBS1 e BMP5) associados com a via TGF-B, dois genes (IDH2 e ERBB2) drivers e cinco
(TNFSF10, SFRP1, PLAT, NOTCH1 e BRIP1) associados a outras vias bioldgicas (Figura 18A,
Anexo F). Ao se analisar apenas os genes diferencialmente expressos (Log2FC+2), foram
observados seis genes com aumento de expressdao (ANGPT1, FN1, NGFR, RASGRF1, THBS1 e
TNFSF10) e trés genes com reducdo de expressao (BMP5, COL11A1 e MAPK10) na linhagem
com dele¢do de MTAP (Figura 18B).

Posteriormente, a mesma analise foi realizada com a linhagem editada SW1088. O clone
SW1088MTAP+/+ apresentou alteracGes em seis genes (IL6R, GPC4, IL13RA2, MAP2K6, E2F5
e ETV1), associados as vias JAK-STAT; PI3K; WNT, MAPK, regulacdo transcricional e Apoptose
(Figura 18C, Anexo G). Seguindo com o ajuste do valor de p (p-valor ajustado <0,05, Log2FC>2),
somente GPC4 e IL13RA2 se apresentaram diferencialmente expressos quando comparado ao
controle (Figura 18D, Anexo G). Por fim foi realizado a analise de conexdes funcionais entre as

proteinas codificadas pelos genes com alteracdo do nivel de expressao para as linhagens U251



81

e SW1088 alteradas geneticamente. Para o clone U251MTAP-/- 11 dos 17 genes apresentaram
ao menos duas associacbes, como mostrado na figura 18. Estas associa¢bes foram
principalmente centradas em cinco genes (NOTCH1, ANGPT1, ERBB2, THBS1 e FN1) para o
clone U251MTAP-/- (Figura 18E). Por outro lado, para o clone SW1088MTAP+/+ somente os

genes IL6R e MAP2K6 demonstraram associagdo (Figura 18F).
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Figura 18 - Deteccdo dos genes diferencialmente expressos afetados pela edicdo do gene

MTAP em linhagens de glioma. A) Heatmap representativo do perfil de expressao dos genes

alterados para o clone U251MTAP-/- comparado com os controles U251EV e U251WT. B)

Gréfico de barras demonstrando os genes diferencialmente expressos com desvio padrdo
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(FC+2) e fold-change para o clone U251MTAP-/- comparado aos controles U251EV e U251WT.
C) Heatmap representativo dos genes com alteracdo nos niveis de expressdo para o clone
SW1088MTAP+/+ comparados aos clones SW1088LB e SW1088WT. D) Grafico de barras com
os genes diferencialmente expressos como média e desvio padrao e suas diferencas em fold-
change para o clone SW1088MTAP+/+ em relacdo aos clones SW1088LB e SW1088WT. E-F)
Vias de interacdo proteica transcritas pelos genes com alteracdo nos niveis de expressao das
linhagens U251 e SW1088 editadas geneticamente utilizando o software STRING
(http://www.string-db.org). A espessura das vias representa a confianca predita das
interacGes. Rede de interacdo para os genes com alteracdo nos niveis de expressdo para as
linhagens U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+ comparadas aos controles U251EV/WT e
SW1088LB/WT. Linhas representam os genes e as colunas representam as linhagens celulares.
Coloracdo vermelha: representa aumento no nivel de expressao. Coloracao azul: representa
reducdo nos niveis de expressao dos genes. A intensidade de cada coloragdo varia através de
cada valor e a média de expressdao de cada gene através de todas as amostras. Cada esfera
representa uma proteina individual e cada linha de ligacdo representa as associagGes
proteina-proteina. A linha vermelha indica a presenca de evidencia de fusdo, a linha verde
indica evidéncia de proteinas vizinhas, a linha azul indica evidéncia de coocorréncia, a linha
roxa indica evidencia experimental, a linha amarela indica mineracdo de dados, a linha azul
clara indica evidéncia de dados e a linha preta revela evidéncia de co-expressao. O asterisco
(*) ao lado do grafico de barras indicam diferenca significativa (valor de p <0,05 e log2FC>2)
entre a expressao génica entre as linhagens celulares alteradas geneticamente e as linhagens

celulares controles. Teste t de student: *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001, ns: ndo significante.

5.6 Avaliacdo da proliferagao celular por monitoramento em tempo real

No intuito de avaliar o impacto funcional na proliferagdao celular, as linhagens
U251MTAP-/-, U251EV e U251WT assim como as linhagens celulares SW1088MTAP+/+,
SW1088LB e SW1088WT, foram cultivadas, plaqueadas em cartucho de monitoramento E-
plate e avaliados a taxa de proliferagdo (cell index) assim como o tempo de duplicacdo celular

(Doubling time) (Figura 19). De acordo com os resultados, foi observado que a linhagem
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celular U251MTAP-/- apresentou caracteristicas cinéticas similares aos clones U251EV (Figura
19A) e U251WT (Anexo H).

Quando analisado o tempo de duplicacdo celular (doubling time), foi observado que
tanto em 24h (3,32+0,88 vs. 2,36+1,51; p=0,400) quanto em 48h (7,04+1,53 vs. 5,32+3,38;
p=0,800) a linhagem U251MTAP-/- apresentou uma taxa de crescimento menor em relagdo
ao controle U251EV, entretanto, em 72h (11,64+1,4 vs. 10,3611,64; p=0,547). A taxa de
proliferacdo celular apresentou um aumento do tempo de duplicacdo celular quando
comparado ao clone U251EV sem, no entanto, apresentar diferenca significativa (Figura 18B,
24h: p>0,999; 48h: p>0,999; 72h: p=0,547).

De forma semelhante, a linhagem celular SW1088MTAP+/+ n3do apresentou diferenca
entre as taxas de proliferacao celular (Figura 19C; p>0,05) e tempo de duplicacdo (Figura 19D;
24h: p=0,700; 48h: p=0,885; 72h: p=0,885) comparado ao controle SW1088LB, assim como
para o clone parental SW1088WT (Anexo H). Os resultados observados, sugerem que o gene

MTAP ndo modula diretamente a proliferacdo celular.
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Figura 19 - Monitoramento dinamico da proliferacdo celular utilizando a tecnologia de

impedancia. Os valores representativos de cell index para as linhagens celulares U251MTAP-
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/-vs. U251EV e SW1088MTAP+/+ vs. SW1088EV medido pelo aparelho de monitoramento em
tempo real RTCA por 90 horas. Imagem representativa do cell index e tempo de duplicacao
celular entre 24 horas e 72 horas para as linhagens celulares U251MTAP-/- vs. U251EV e
SW1088MTAP+/+ vs. SW1088LB. Os dados foram expressos como média e desvio padrdo a

partir de trés experimentos independentes.

5.7 Ensaio de migrac¢ao e invasao celular

Com o intuito de investigar se a delecdo do gene MTAP poderia afetar a motilidade e a
invasibilidade celular, foram realizados os ensaios de migracdo e invasdo celular, utilizando
membranas semipermedveis. De acordo com os resultados, a perda do gene MTAP levou a
linhagem celular U251MTAP-/- a reduc¢do da taxa de migracdo em aproximadamente 9%
quando comparada a linhagem celular U251EV (U251MTAP-/-: 5524205,3 vs. U251EV:
614,2+223) (Figura 20A, p=0,628), enquanto a linhagem celular SW1088MTAP+/+ demonstrou
um aumento de 19% em relacdo a linhagem celular SW1088LB (SW1088MTAP+/+:
687,6+138,1 vs. SW1088LB: 557,8+40,8 (Figura 20B; p=0,400).

Quanto ao potencial de invasdo das linhagens editadas geneticamente, como mostrado
na figura 20, a linhagem controle U251EV (601,7+201,6) exibiu aumento de apenas 8% na taxa
de invasdo quando comparado a linhagem U251MTAP-/- (553,7+181,6) (Figura 20C; p=0,857).
Da mesma forma, a linhagem expressando o gene MTAP (SW1088MTAP+/+), apresentou uma
frequéncia de aproximadamente 12% maior (SW1088MTAP+/+: 264,3+50,7 vs. SW1088LB:
230,7+31,9) comparado a linhagem SW1088LB (Figura 20D; p=0,628) Além disso, foram
obtidos resultados similares quando comparados as linhagens celulares U251MTAP-/- vs.

U251WT e SW1088MTAP+/+ vs. SW1088WT (Dados ndo apresentados).
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Figura 20 - Modulagdo dos processos de migracdo e invasao celular pelo gene MTAP. O
potencial de migracdo em ambas as linhagens celulares U251MTAP-/- (A) e SW1088MTAP+/+
(B) comparado aos respectivos controles (U251EV e SW1088LB) medido por ensaio transwell
e expresso como populacdo celular relativa. Ensaio de invasdo transmembrana da linhagem

celular U251MTAP-/- (C) e SW1088MTAP+/+(D) comparado aos respectivos controles
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(U251EV e SW1088LB). A quantificagao das células foi realizada por meio de contagem de no
minimo 10 campos em duas membranas separadas para cada experimento. Os graficos

representam a média e o desvio padrao de trés experimentos independentes.

Posteriormente, com a finalidade de complementar os resultados in vitro, foram
avaliados, dentre os 730 genes do painel de expressao génica Nanostring PanCancer, 24 genes
frequentemente associados aos processos de invasdo e migracdo tumoral. De acordo com os
resultados, somente 2 genes (FN1 e MAPK10) se mostraram diferencialmente expressos para
a linhagem celular U251MTAP-/- comparada ao controle U251EV (Anexo I). O gene FN1
apresentou aumento nos niveis de expressao (log2FC=2,26; p=0,0006) ao contrario do gene
MAPK10 que apresentou redugdo nos niveis de expressdo (log2FC=-3,28; p<0,0001). Além
disso, ndo foi observado alteracdo nos niveis de expressdo entre a linhagem celular
SW1088MTAP+/+ e a linhagem celular SW1088LB (Anexo 1). Os resultados obtidos da
caracterizacao do perfil de expressdao de mRNA e proteina de MTAP e associacdo de sua
expressdo no desfecho clinico em uma série de pacientes com diagnodstico de glioma, além,
da avaliacdo do papel biolégico basal de MTAP em linhagens editadas geneticamente deu
origem ao artigo entitulado “Loss of 5-Methylthioadenosine Phosphorylase (MTAP) is
Frequent in High-Grade Gliomas; Nevertheless, it is Not Associated with Higher Tumor

Aggressiveness”, publicado na revista Cells (Anexo J).

5.8 Estudo da viabilidade celular apds edigao génica e exposi¢ao a farmacos inibidores de

sintese de novo de purinas e a temozolamida

Foram avaliados os niveis de citotoxicidade dos farmacos 6-tioguanina (6TG) e
temozolamida (TMZ), por meio de ensaio de viabilidade celular com identificagao do IC50 para
as linhagens celulares submetidas a edicdo génica U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+ na
auséncia e na presenca da 5’-metiltioadenosina (MTA), substrato da enzima MTAP.
Inicialmente, foram avaliados os niveis de citotoxicidade de MTA para os clones das linhagens
celulares U251 (Figura 21A; U251WT, U251EV e U251MTAP-/-) e SW1088 (Figura 21B;
SW1088WT, SW1088LB e SW1088MTAP+/+).
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Figura 21 - Citotoxicidade do substrato 5’-metiltioadenosina (MTA) de acordo com a
concentragdo. A) Viabilidade celular dos clones da linhagem U251 (U251MTAP-/-, U251EV e
U251WT) avaliada de acordo com os niveis de concentracdo de MTA apds 72 horas de
exposicdo. B) Viabilidade celular dos clones da linhagem U251 (SW1088MTAP+/+, SW1088LB
e SW1088WT) avaliada de acordo com os niveis de concentracdo de MTA apds 72 horas de

exposicdo. Os dados foram coletados a partir de 3 experimentos independentes em triplicata.
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Para a linhagem U251, os resultados indicaram viabilidade celular acima de 95% para as
concentracdes de 5 e 10 uM e acima de 80% para as demais concentracdes até o limite
avaliado de 60uM (Figura 21A). Em relagdo a linhagem celular SW1088, os clones avaliados,
apresentaram viabilidade celular préximos a 90% para as concentracdes de 5 e 10 uM,
havendo uma reducdo para 80% de viabilidade celular até a concentracdo de 50uM com
posterior aumento da viabilidade para 90% em concentracdo de 60 uM (Figura 21B). Apds a
determinacdo da viabilidade celular, foi utilizada a concentracdo de 5uM para os ensaios
subsequentes.

Quando avaliado os niveis de citotoxicidade dos farmacos 6TG e TMZ isoladamente,
estes apresentaram atividade citotdxica tanto a linhagem U251 quanto na linhagem celular
SW1088, como podemos observar resumidamente nas figuras 22 e 23 e pela determinacao
de IC50 resumida na tabela 7. O efeito dos farmacos foi dose-dependente em todos os clones

avaliados (Figura 22 e 23).

Tabela 7 - Concentracdo inibitoria dos farmacos capaz de matar e ou inibir 50% das células
tumorais de glioma U251 e SW1088.

Farmaco U251WT U251WT U251EV U251EV U251 MTAP-/- U251 MTAP-/-
(5 M MTA) (5 uM MTA) (5 uM MTA)

6TG (uM) 42,0 > 60,0 48,2 > 60,0 18,0 24,1

TMZ (uM) 737,0 NA 830,1 NA 200,7 NA

Firmaco  SW1088 WT SW1088 WT  SW1088LB  SW1088 LB SW1088 SW1088 MTAP +/+
(5 uM MTA) (5 uM MTA) MTAP +/+ (5 M MTA)

6TG (uM) 625,9 591,3 670,2 692,7 598,9 >700

TMZ (uM) 432,6 NA 418,7 NA 310,9 NA

NA: N3o avaliado.

Os clones U251 WT (IC50= 42,0 uM) e U251EV (IC50= 48,2 uM) expostos com o farmaco
6TG, tiveram efeitos similares na viabilidade celular (Figura 22A e 22B) quando comparados
ao clone silenciado U251 MTAP-/- (Figura 22C), que apresentou reducdo duas vezes maior.
(Figura 22C; IC50=18,0uM). Interessante notar que, apds a adicdo do substrato (MTA), os

clones U251WT e U251EV apresentaram IC50 acima da concentracao limite estabelecida
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(>90uM), enquanto a linhagem celular U251 MTAP-/- demonstrou valor de IC50 de 24,1uM,
similar ao anteriormente avaliado sem o substrato (Figura 22C; Tabela7).

Relativamente ao farmaco TMZ, foi observado valores de IC50 de 737 uM e 830,1 uM
para as linhagens celulares U251WT (Figura 22D) e U251EV (Figura 22E), diferentemente ao
observado para a linhagem celular U251MTAP-/- onde o IC50 observado foi de 200,7 uM. Os
resultados foram semelhantes aos observados com o farmaco 6TG, sugerindo uma maior
sensibilidade da linhagem celular U251MTAP-/- aos farmacos testados. Ndo houve diferenca

significativa entre os clones U251 WT e U251EV como observados na Figura 22 F (p>0,999).
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Figura 22 - Viabilidade celular para os clones U251WT (A-D), U251EV (B-E) e U251MTAP-/- (C-
F) de acordo com a concentracdo dos farmacos 6-tioguanina (6TG) e temozolamida (TMZ)
combinado ou ndo com o substrato MTA. A viabilidade celular foi mensurada com o ensaio de
MTS apds 72 horas de tratamento com os farmacos. Os resultados foram expressos como a
porcentagem média e desvio padrdo de células vidveis relativamente ao DMSO (considerado
100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos trés experimentos

independentes realizados em triplicata. A exposicdao ao TMZ ndo foi suplementada com o
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substrato MTA, devido a acdo do farmaco atuar em outra via de acao biolégica. Abreviatura:
WT: Wild type; EV: Empty vector; MTAP -/-: Gene MTAP silenciado da expressdo da proteina
MTAP. * :p<0,05; ** :p<0,01; ***: p<0,001, ****: p<0,0001, ns: ndo significante

Para a linhagem celular SW1088, O IC50 calculado para os clones controle, SW1088WT
e SW1088LB os valores foram de 625,9 uM e 670,2 uM respectivamente (Figura 23A e 23B),
em relagdo ao clone SW1088MTAP+/+ onde o valor de IC50 calculado foi de 598,9 uM (Figura
23C). Da mesma forma que avaliado para a linhagem U251, buscamos avaliar a atuacdo do
substrato MTA na viabilidade celular mimetizando o efeito entre as células com delecdo
homozigdtica do gene MTAP e as células normais e tratadas com o farmaco 6TG. Os resultados
observados para o clone SW1088WT foi de 591,3 uM (Figura 23A) e para o clone SW1088LB
foi de 692,7 uM (Figura 23B). Ja para linhagem celular SW1088MTAP+/+ a presenca de MTA
levou o IC50 acima de 700 puM. (Figura 22C). O tratamento das linhagens celulares com o
farmaco TMZ levou a diminuicdo da viabilidade para todos os clones avaliados, com IC50 de
432,6 uM (SW1088WT), 418,7 uM (SW1088LB) e 310,9 uM (SW1088MTAP+/+) (Figura 23 D-
F; Tabela 7).
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Figura 23 - Viabilidade celular para os clones SW1088WT (A-D), SW1088LB(B-E) e
SW1088MTAP+/+(C-F) de acordo com a concentragdo dos farmacos 6-tioguanina (6TG)
combinado ou ndo com o substrato MTA e temozolamida (TMZ). A viabilidade celular foi
mensurada com o ensaio de MTS apds 72 horas de tratamento com os farmacos. Os resultados
foram expressos como a porcentagem média e desvio padrao de células vidveis relativamente
ao DMSO (considerado 100% de viabilidade). Os dados representam a média de pelo menos

trés experimentos independentes realizados em triplicata. A exposicdao ao TMZ nao foi
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suplementada com o substrato MTA, devido a acdo do farmaco atuar em outra via de acao
biolégica. Abreviatura: WT: Wild type; LB: Lentiblank; MTAP -/-: Gene MTAP silenciado da
expressao da proteina MTAP. * :p<0,05; ** :p<0,01; ***: p<0,001, ****. p<0,0001, ns: ndo

significante

5.9 Andlise do ciclo celular em linhagens celulares editadas geneticamente, expostas aos

farmacos temozolamida e 6-tioguanina

Ap0s a andlise de viabilidade celular e determinagdo do IC50 dos farmacos, foi realizado
o ensaio de citometria celular, buscando identificar alteracdes no ciclo celular dos clones

editados geneticamente submetidos a exposicdo com os farmacos TMZ e 6TG (Figura 24 e

Figura 25).
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Figura 24 - Representacdao esquematica da analise do ciclo celular dos clones da linhagem
celular U251 MTAP-/- e seu controle (U251EV), expostas aos farmacos 6-TG (IC50) e
temozolamida (IC50) por 72 horas. Atividade do cell sorter com a andlise da porcentagem de
células em cada fase do ciclo celular para os clones U251EV (A-C) e U251MTAP-/- (E-F). Gréfico

de barras superpostas representativo do ciclo celular apds exposicao aos farmacos TMZ e 6TG,
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além do veiculo DMSO para os clones U251EV (D) e U251MTAP-/- (H). Os resultados
representam a média de 3 experimentos independentes. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001;

*%%%:5 0 0001.

De forma geral, os resultados da andlise de ciclo celular sugerem que a exposi¢cdo a TMZ
induziu arrasto nos clones U251EV (Figura 24B) e U251 MTAP-/- (Figura 24 F), com reducgdo da
frequéncia celular na fase GO/G1 e aumento da frequéncia celular nas fases S e G2/M, sendo
este efeito mais expressivo para o clone U251MTAP-/-, quando comparados ao clone
contendo DMSO (Figura 24A/D e Figura 24E/H). Inicialmente, para o clone U251EV, a
exposicdo ao TMZ levou a alteracBes em todas as fases do ciclo celular observadas: GO/G1
(9,7% x 78,5%; p=0,0005), S (25,3% x 6,1%; p=0,0003) e G2/M (64,7% x 15,1%; p<0,0001)
(Figura 24B). Para o clone U251MTAP-/- foi observado a reducdo da fase GO/G1 (2,2% X 76,9%;
p=0,0023) e aumento da fase G2/M (80,8% X 8,3%; p<0,0001), entretanto ndo houve
alteracdes significativas para a fase S.

Com relacdo ao farmaco 6TG, os resultados demonstraram que a exposi¢do induziu o
aumento da populagdo celular na fase S para o clone U251MTAP-/- (Figura 24G; fase S:
p=0,0257) em relagcdo ao controle contendo DMSO. Quando comparados diretamente, os
clones U251EV (Figura 24G) e U251MTAP-/- (Figura 24E), apds exposicdo a 6TG, observou-se
o aumento da fase S para o clone U251 MTAP-/- em relagdo ao clone U251 EV (p=0,0318).

Posteriormente, os clones da linhagem SW1088 (SW1088LB e SW1088MTAP+/+) foram

avaliados apds etapa de exposi¢do aos farmacos TMZ e 6TG (Figura 25).
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Figura 25 - Representacdo esquematica da analise do ciclo celular dos clones da linhagem
celular SW1088MTAP+/+ e seu controle (SW1088LB), expostos aos farmacos 6-TG (IC50) e
temozolamida (IC50) por 72 horas. Atividade do cell sorter com a analise da porcentagem de
células em cada fase do ciclo celular para os clones U251EV (A-C) e U251MTAP-/- (E-F). Grafico
de barras superpostas representativo do ciclo celular apds exposicdo aos farmacos TMZ e 6TG,
além do veiculo DMSO para os clones U251EV (D) e U251MTAP-/- (H). Os resultados
representam a média de 3 experimentos independentes. *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001;

*%%%:5<0,0001.

Os resultados observados demonstraram que a exposicao ao TMZ para o clone
SW1088LB levou ao aumento da frequéncia das fases S e G2/M (Figura 25B e 25D; p=0,0063
e 0.0002) assim como uma reducdo em GO/G1 (Figura 25B e 25D; p<0,0001). Com relagdo a
exposicdo com 6TG, a diferenca entre as frequéncias foi observada apenas para a fase S (Figura
25C e 25D; p=0,0256). Quando avaliado o clone SW1088MTAP+/+, a exposi¢do ao farmaco
TMZ levou ao aumento da populacdo celular na fase S (Figura 25F e 24H; p=0,0001) e reducao
na fase GO/G1 (Figura 25F e 25H; p=0,0029), quando comparados ao clone contendo DMSO
(Figura 25E). Ja em relagdo ao farmaco 6TG, foi observado um aumento na populagdo de fase

S (Figura 25G; p=0,0130), sem alteracao das demais fases do ciclo celular.
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Quando comparadas as exposicoes com TMZ e 6TG entre os clones SW1088LB e
SW1088MTAP+/+, observamos diferenca significativa apenas para a populagdo na fase GO/G1
exposto ao farmaco 6TG (Figura 25C e 25G; p=0,0041). Além disso, os resultados observados
para os clones parentais U251WT e SW1088WT, foram similares aos observados para os

clones U251EV e SW1088LB (dados ndo apresentados).

5.10 Analise de proliferacao e migracdo de linhagem de glioma editada geneticamente

apos exposicdo ao agente alquilante (TMZ) e inibidor de sintese de purinas (6TG)

5.10.1 Avaliagao da proliferacao celular

Com o objetivo de avaliar como a presenca ou a auséncia do gene MTAP modularia o
comportamento celular, apds exposicdo aos farmacos TMZ e 6TG, foram testados os efeitos
dos farmacos na proliferacdo dos clones editados geneticamente e comparados aos
respectivos controles

Quando avaliamos o efeito citotdoxico dos farmacos sobre a linhagem celular U251, foi
observado que o tratamento do clone U251EV com 6TG em comparacdo ao clone contendo
apenas DMSO, teve reducdo na proliferacdo celular inicialmente em 25%, apds 15 horas do
inicio da exposigdo atingindo 95% apds 72 horas da adigdo (Figura 26A). De forma similar ao
clone U251EV, a exposi¢do com 6TG levou a redugdo na proliferagdo do clone U251MTAP-/-,
sendo oinicio a partir de 6 horas da adi¢ao (Figura 26B). Quando avaliada a proliferagao celular
apods exposicdo com o farmaco TMZ, observou-se que este efeito redutor foi de 50% apds 48
horas para os clones U251EV e U251MTAP-/- comparados ao controle contendo DMSO. Apds
avalicdo frente aos clones contendo DMSO, foi realizada a comparag¢ao entre ambos os
farmacos. Os dados indicaram que ambos os farmacos reduziram a proliferacao celular nos
clones avaliados, sendo mais proeminente para o farmaco 6TG, com diferenca
estatisticamente significativa quando comparado a TMZ (Figura 26A-B; p<0,05). Interessante
notar que, quando comparamos a exposi¢ao entre o clone silenciado frente ao seu controle,
os dados ndao demonstraram diferencga estatisticamente significativa na proliferacao celular,

tanto para a TMZ quanto para o fdrmaco 6TG (Figura 26C; p>0,999 e Figura 26D; p>0,999).



98

A U251EV U251MTAP -/-

N
~1
%

g
-
a
=]

1 El'ratamento {Tratamento

Temozolamida Temozolamida

@ T
£ £
c c
8 8
° °
< 1254 = 6 Tioguanina 3\‘; 1254 = 6 Tioguanina
s | 2
b= =
® 100+ 4000 ocopesssasssmnssssssnignasesifoaessissnnesesssasessussnes sorvET S AT soRT RS
s 100 : ® 100
= =
©

g 754 S 759
8 8
'§. 504! % 507,
5 g
3 259/ & 259
o o4 — ' o ol . g

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 438 54 60 66 72

Tempo (horas) Tempo (horas)

C Temozolamida (IC50) 6 tioguanina (IC50)
§175~ @‘175-
o [
= =
g 150-El'ratamento g 150 :Tratamento
[+] ' (3] '
B ~ U251EV 2| ==:UolEy
g 2| = U251MTAP-/- s ®1 N ey
‘_ﬁ 100 E ........................................................................................ E Q000 Forons\erosanessnonsnesussnenennasprsonsassssenstapsnsansapsnsassoossossaspsrerssmssasssan
[ : [
& : & :
3 ™ 2 B ‘
8 | 8
O 501; O  504;
E H K H
§ b NS &
8 257 & 251 I
9 S
. 9 —— a9 ——

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 26 - Avaliacdo da proliferacdo celular medida em tempo real utilizando o equipamento
xCELLigence para a linhagem U251 editada geneticamente. As células foram plagueadas em
densidade de 5x10% em E-plate 16, em duplicata. A-B) Efeito citotdxico dos farmacos 6TG e
TMZ sobre a proliferagdo celular da linhagem parental U251 EV e U251 MTAP-/-. C)
Comparativo da proliferagdo celular entre o clone parental controle (U251EV) e o clone
silenciado geneticamente (U251 MTAP -/-) exposto a temozolamida (IC50) por 72 horas. D)
Comparativo da proliferacdao celular entre o clone parental controle (U251EV) e o clone
silenciado geneticamente (U251 MTAP-/-) exposto a 6-tioguanina (IC50) por 72 horas. Os
resultados foram expressos como média e desvio padrdo a partir de trés experimentos
diferentes, realizado em duplicata comparado ao controle contendo DMSO. *: p<0,05; **:

p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001.

De forma similar, a mesma avalia¢cdo foi realizada para os clones da linhagem celular
SW1088 (SW1088LB e SW1088MTAP+/+) apos adi¢do dos farmacos 6TG e TMZ. Os resultados

indicaram que a adicdo de TMZ induz a uma reducdo na proliferacao celular para o clone
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SW1088LB de 25%, a partir de 48 horas de adicdo atingindo a taxa de 50% apds 72 horas,
assim como para o clone SW1088MTAP+/+ (Figura 27A e 27B). Comparativamente, o clone
SW1088MTAP+/+ apresentou aumento na proliferacdo celular, entre 6 e 36 horas apds o inicio
da exposicdo com TMZ, diferentemente do clone SW1088LB, entretanto sem diferenca
estatistica (Figura 27C), assim como os resultados observados para a exposicdo com 6TG

(Figura 27D).
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Figura 27 - Avaliacao da proliferagdo celular medida em tempo real utilizando o equipamento
XxCELLigence para a linhagem celular SW1088 editada geneticamente. As células foram
plagueadas em densidade de 7x10°® em E-plate 16, em duplicata. A-B) Efeito citotéxico dos
farmacos 6TG e TMZ sobre a proliferacdo celular da linhagem parental SW1088 LB e SW1088
MTAP+/+. C) Comparativo da proliferacdo celular entre o clone parental controle (SW1088LB)
e o clone superexpresso geneticamente (SW1088 MTAP +/+) exposto a temozolamida (IC50)
por 72 horas. D) Comparativo da proliferacdo celular entre o clone parental controle (SW1088
LB) e o clone superexpresso geneticamente (SW1088 MTAP+/+) exposto a 6-tioguanina (IC50)

por 72 horas. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo a partir de dois
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experimentos diferentes, realizado em duplicata. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****:

p<0,0001.

Por fim, foi analisado o perfil de proliferacdo celular dos clones, U251MTAP-/- vs.
U251EV e SW1088MTAP+/+ vs. SW1088LB apds exposicdo ao farmaco 6TG, e na presenca de
5’-metiltioadenosina (MTA), afim de avaliar o potencial efeito de reducdo da citotoxicidade
do substrato frente a exposicdo, para as células com presenca de MTAP (Figura 28).

Os resultados observados, indicaram que os clones com a presenca de expressao de
MTAP U251EV (Figura 28A) e SW1088MTAP+/+ (Figura 28E), na presenca de MTA,
demonstraram um menor potencial citotdxico sob efeito do farmaco 6TG, quando comparado
aos clones expostos apenas com o DMSO. O clone U251EV, apresentou uma reducdo de
aproximadamente 60% na proliferacdo celular nas primeiras 24 horas do tratamento. Apds
esta fase, o clone na presenca do substrato, voltou a apresentar proliferacdo celular,
mantendo uma taxa de proliferagdo constante nas 48 horas posteriores. Por outro lado, o
clone tratado apenas com 6TG, teve sua taxa de proliferacdo reduzida até proximo de 0%
(Figura 28A, p<0,05). Interessante notar que, o clone SW1088MTAP+/+ com expressdo
ectopica de MTAP, exposto ao 6TG, quando na presenca de MTA apresentou reducdo na taxa
de proliferacdo de aproximadamente 25% nas primeiras 24 horas, se estabilizando até
completar as 72 horas de andlise (Figura 28E).

Diferentemente, o clone sem a adigdo de MTA teve reducao de aproximadamente 75%
na taxa de proliferacao, com diferenga estatisticamente significativa (Figura28E, p<0,05). Em
relagdo aos clones celulares sem a presenca de MTAP, a presenga ou a auséncia de MTA nao
resultou em diferenca nas taxas de proliferacdo celular para os clones U251MTAP-/- e
SW1088LB (Figura 28B e 28D). Estes dados podem ser confirmados pela razdo de proliferacao
celular calculada pelo slope (Figuras28C; p=0,0031 e 27F; p=0,0011).
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Figura 28 - Avaliacdo da proliferacdo celular dos clones editados geneticamente expostos farmacologicamente com 6TG. A) Efeito comparativo
da citotoxicidade do farmaco 6TG comparado com a adicdo de 5 -metiltioadenosina sobre a linhagem celular parental U251 EV. B) Efeito
comparativo da citotoxicidade do farmaco 6 TG comparado com a adi¢cdo de 5’-metiltioadenosina sobre a linhagem celular silenciada U251 MTAP-
/-. C) Razdo de proliferagdo celular dos clones da linhagem celular U251 (U251EV e U251MTAP-/-) expostos ao farmaco 6TG na presenca ou ndo
do substrato MTA. D) Efeito comparativo da citotoxicidade do farmaco 6TG comparado com a adi¢cdo de 5’ -metiltioadenosina sobre a linhagem
celular parental SW1088 LB E) Efeito comparativo da citotoxicidade do farmaco 6TG comparado com a adicdo de 5'-metiltioadenosina sobre a
linhagem celular superexpressa SW1088 MTAP+/+. F) Razdo de prolifera¢do celular dos clones da linhagem celular SW1088 (SW1088LB e
SW1088MTAP+/+ expostos ao farmaco 6TG na presenca ou ndo do substrato MTA. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao
a partir de dois experimentos diferentes, realizado em duplicata comparado ao controle contendo DMSO. Abreviacdo: EV: empty vector, LB: Lenti

Blank. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****. p<0,0001, ns: ndo significativo.
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5.10.2 Migragao celular

A propriedade de migracdo das linhagens celulares expostas aos farmacos TMZ e 6TG
foi avaliada em ensaios de suporte celular permedvel em placa contendo 24 insertos. Além
disso, a hipdtese da reducdo do efeito citotéxico do farmaco 6TG pelo substrato MTA também
foi avaliado entre os clones editados geneticamente.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar uma menor taxa de migracao
dos clones expostos aos farmacos 6TG e TMZ quando comparado ao controle (DMSO) (Figura
29A). Para o clone U251EV, o farmaco 6TG levou a reducao de 50,5% quando comparado ao
controle (Figura 29A; p<0,0001). Por outro lado, o clone U251EV exposto ao farmaco 6TG
contendo MTA, ndo apresentou diferenca significativa ao clone controle contendo apenas
DMSO (Figura 29A; p=0,0936). Assim como para o farmaco 6TG, a TMZ levou a reducdo da
migracdo celular em aproximadamente 35% em 24 horas de experimento (Figura 29A;
p=0,0015).

Especificamente para o efeito com 6TG na presenca e auséncia de MTA, observamos
gue apenas para o clone contendo MTA (U251EV), o efeito quimioprotetor se mostra presente
(Figura 29B; p<0,0001), que por sua vez ndo apresentou diferenca para o clone U251MTAP-/-
(Figura 29E; p=0,6260). Comparativamente, o efeito citotoxico causado pelos farmacos 6TG e
TMZ, ndo apresentaram diferenca significativa, tanto para o clone U251EV quanto para o

clone U251MTAP-/- (Figura 29C; p=0,2363 e Figura 29F; p=0,9907).
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Figura 29 - Avaliacdo da migragdo celular para os clones U251 EV e U251MTAP-/-. A/D) O efeito de TMZ e 6TG contendo ou ndo MTA em relagdo
ao veiculo (DMSO). B/E) Comparativo do efeito citotdxico do farmaco 6TG ou 6TG contendo 5uM de MTA sobre os clones U251 EV e U251 MTAP-
/-. C/F) Comparativo do efeito citotdxico do farmaco 6TG ou TMZ sobre os clones U251 EV e U251 MTAP-/-. Os graficos sdo representativos da
migracao celular do meio DMEM sem suplementacdo (0% SFB) para meio suplementado (10% SFB), apds 24 horas de exposicao Os resultados
foram expressos como média e desvio padrao a partir de dois experimentos independentes, realizado em duplicata. *: p<0,05; **: p<0,01; ***:

p<0,001; ****: p<0,0001, ns: ndo significativo.
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Por fim, foram comparadas as taxas de migracdo celular, entre os dois grupos (U251 EV
x U251 MTAP-/-) e de acordo com os resultados, ndo foi observado diferenca significativa na
taxa de migragdo para o clone U251 MTAP-/- em relacdo ao clone U251EV, em presenca de

6TG (Figura 30A; p>0,2408), 6TG+MTA (Figura 30B, p>0,1839), e TMZ (Figura 30C; p>0,5951).
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Figura 30 - Avaliacdo da taxa migratdria celular dos clones U251EV e U251MTAP-/- expostos a
6TG e TMZ. Numero de células dos clones U251EV e U251MTAP-/- expostos aos farmacos 6TG
(A), 6TG suplementado com 5uM de 5’-metiltioadenosina (B) e temozolamida (C). D) Imagem
representativa do efeito citotdxico dos farmacos sobre os clones da linhagem celular U251EV

e U251MTAP-/-. Os gréficos sdo representativos da migracdo celular do meio DMEM sem
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suplementacdo (0% SFB) para meio suplementado (10% SFB) em inserto transwell, apds 24

horas de adicao.

Assim como para a linhagem U251, também foi avaliada a taxa de migragao celular da
para os clones da linhagem celular SW1088. De forma geral, os resultados demonstraram
efeito citotdxico dos farmacos 6TG e TMZ, sobre os clones SW1088LB e SW1088MTAP+/+.
Para o clone SW1088LB, o farmaco 6TG levou a reducdo de aproximadamente 30% da
migracao celular, quando comparado ao clone contendo DMSO (Figura 31A; p= 0,0244), e de
40% para o clone suplementado com MTA (Figura 31A; p=0,0057). J4 em relacdo ao farmaco
TMZ, a reducdo ndo demonstrou diferenca significativa (Figura 31A; p=0,1972).

Em relacdo ao clone SW1088MTAP+/+, os resultados demonstraram que a exposi¢do
celular ao farmaco 6TG teve uma reducdo de 28% comparado ao controle contendo DMSO
(Figura 31D, p=0,1084). Ja na presenca do farmaco 6TG contendo o substrato MTA, a reducado
foi de aproximadamente 19% (Figura 31D, p=0,3572), ao contrario do observado para o clone
SW1088LB (Figura31A). Além disso, o0 6TG, na presenga de MTA, reduziu o efeito citotoxico de
6TG para o clone SW1088MTAP+/+, elevando a levou ao aumento da migracdo celular em
5,4% em relacdo ao exposto com 6TG, entretanto sem diferenca significativa (Figura 31E,
p=0,6857). Com relacdo ao farmaco temozolamida, se mostrou mais citotdoxica ao clone
SW1088MTAP+/+ (Figura 31D, p=0,0111) do que ao clone SW1088LB (Figura 31A, p=0,1972)
guando comparado aos respectivos controles contendo DMSO. Por fim, ndo houve diferenca
significativa entre os farmacos 6TG e TMZ, para os clones SW1088LB e SW1088MTAP+/+
(Figura 31C, p=0,5867 e Figura 31F, p=0,1143).
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Figura 31 - Avaliacdo da migracdo da linhagem celular SW1088 controle (SW1088LB) e superexpressa (SW1088MTAP+/+). A/D) O efeito de TMZ
e 6TG contendo ou ndo MTA em relagdo ao veiculo (DMSO). B/E) Comparativo do efeito citotéxico do farmaco 6TG ou 6TG contendo 5uM de
MTA sobre os clones SW1088LB e SW1088MTAP+/+. C/F) Comparativo do efeito citotoxico do farmaco 6TG ou TMZ sobre os clones SW1088LB
e SW1088 MTAP+/+. Os graficos sdo representativos da migracdo celular do meio DMEM sem suplementacgdo (0% SFB) para meio suplementado

(10% SFB), apds 24 horas de exposicao.
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Quando avaliado comparativamente a exposicdo dos clones SW1088 LB e SW1088
MTAP+/+ aos farmacos TMZ e 6TG suplementado ou ndo com MTA, foi observado que a
insercao do gene MTAP, nao alterou o efeito citotdxico do fdrmaco 6TG comparado ao clone
SW1088LB (Figura 32A, p=0,7843), assim como observado para a exposi¢cdo dos clones ao
farmaco TMZ (Figura 32C, p=0,1077). Entretanto, quando os clones foram expostos ao
farmaco 6TG, suplementado com o substrato MTA, o clone SW1088MTAP+/+, se mostrou

mais resistente comparado ao clone SW1088LB (Figura 32B, p=0,0471).
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Figura 32 - Avaliagdo da taxa migratdria celular dos clones SW1088LB e SW1088MTAP+/+
expostos aos farmacos 6TG e TMZ. Taxa migratéria dos clones SW1088LB e SW1088MTAP+/+
contendo o veiculo DMSO (A) ou os farmacos 6TG (B), 6TG suplementado com 5uM de 5’-

metiltioadenosina (C) e temozolamida (D). E) Imagem representativa do efeito citotdxico dos
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farmacos sobre os clones da linhagem celular SW1088LB e SW1088MTAP+/+. Os graficos sdo
representativos da migragao celular do meio DMEM sem suplementagdo (0% SFB) para meio

suplementado (10% SFB) em inserto transwell, apds 24 horas de exposicao.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, almejamos a caracterizacdo do gene MTAP em gliomas, através da
analise de sua expressdao, em uma ampla série de pacientes com diagndstico de glioma e
linhagens celulares, avaliando o impacto de sua dele¢cdo na sobrevida média global destes
pacientes. Além disso, através de edicdo génica, avaliou-se o efeito da perda ou ganho de
funcdo do gene em linhagens previamente selecionadas U251 e SW1088, com foco nas
alteragdes moleculares assim como no papel supressor tumoral do gene MTAP, atuando como
possivel alvo biomarcador para os gliomas.

Inicialmente, através da analise in silico, foi observado, em 48% (168/350) dos casos,
houve a perda do locus 9p21, estando associada diretamente com a reducdo nos niveis de
express3do de MTAP. Estes resultados corroboram os achados de Zhao e Zhao'*® em um estudo
com genes supressores tumorais que reportou a associagao entre a perda de 9p21 e a redugdo
da expressdo génica de MTAP. Além disso, a delecdo do locus 9p21 foi diretamente associado
com a reduc3o da express3o génica e proteica de MTAPY’. Esta regido tem papel importante,
ja que o gene MTAP estd localizado em um sitio cromossémico fragil *7. A delecdo desta
regido leva a perda de genes com papéis importantes no desenvolvimento celular como o
gene CDKN2A e CDKN2B, que regulam ciclinas dependentes de cinases que, quando
deletados, podem levar ao descontrole da proliferacdo celular e contribuir com o
desenvolvimento tumoral e consequentemente, o pior progndstico em vdrios tipos de
tumores incluindo os gliomas®% 148-150,

A perda da regido 9p21 é relativamente rara em gliomas de grau |, mas frequente em
gliomas de grau IV 2%, Nossos achados, combinados com a sele¢do de outros biomarcadores
como CDKN2A/B poderiam ser utilizados na predi¢do da delecdo da regido 9p21 contribuindo
para a melhor estratificacdo e vigilancia mais rigorosa destes pacientes. Como a perda de
expressdo de MTAP, também pode estar associada a fatores epigenéticos'®, foi entdo
analisado a associa¢do entre a perda de expressao e o status de metilacdo do promotor do
gene MITAP. Os resultados contrastam com o estudo recente que encontrou uma associagao
significativa da metilacdo de MTAP e a expressdo génica.'! Hansen et al., observaram um
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,19 e coeficiente de correlacdo de 0,44 (R), valores

baixos em relagdo ao considerado como correlagdo forte (>0,6), levantando a hipdtese de ser
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importante interpretar a associacdo entre a metilacdo do promotor do gene e a perda de
expressdo com cautela.?>!

Foi também avaliado o perfil de expressdo de MTAP em uma série de subtipos
moleculares de glioblastoma 837, Utilizando a série de glioblastomas (TGCA-GBM), observou-
se que a perda de expressdao de MTAP foi maior para o subtipo cldssico com 65,2% dos casos,
corroborando com estudos prévios que associaram o subtipo cldssico com a perda do gene
CDKN2A, que estd localizado préximo ao gene MTAP 122, Por outro lado, somente 7,4% do
subtipo G-CIMP apresentaram perda de expressdo, sendo que este subtipo molecular é
frequentemente associado a glioblastoma secundario, que apresentam mutacdo de /IDH1 e
progridem de lesbes precursoras de baixo grau 74 87,89,

Buscando estender nossos achados, também foi avaliado o perfil de expressao proteica
de MTAP e seu valor progndstico em uma série contendo 641 casos de glioma, além de um
painel de linhagens celulares estabelecidas e linhagens celulares originadas de tumores
primarios. Em geral, foi observado a perda de expressdo para os subtipos com maior grau de
malignidade como os subtipos adulto e pediatrico de glioblastoma atingindo cerca de 45% em
pacientes adultos e aproximadamente 55% em pacientes pediatricos. Interessante notar que
estes dados foram inesperados e talvez sugiram que a série de glioblastomas pediatricos
tenham perfil histologico do subgrupo classico do tipo receptor tyrosine kinase (RTK) Il. Estes
tumores exibem caracteristicas de alteragées no numero de copias similares aos glioblastomas
adultos 47152, Além disso, em estudo desenvolvido por Frazdo et al.'?!, foram identificados
poucos casos de delecdo em gliomas de grau | (12,2%) mas frequente perda de 9p21 em
gliomas de alto grau (62,5%). Por fim, também foi observado que os dados contrastam com o
obtido em pacientes com diagndstico de astrocitoma pilocitico (Grau I) que apresentou perda
de expressao em aproximadamente 15% dos casos, anteriormente reportada pelo nosso
grupo.’’® Estes resultados estdo em linha com o reportado por Suzuki et al'>® , que
identificaram uma alta frequéncia de delegdo de MTAP (60%) em glioblastomas sendo mais
raro a delecdo em gliomas de baixo grau.'?! Para as linhagens celulares, foi observado perda
de expressao nas linhagens de glioma de alto grau, contrastando com as linhagens originadas
de tumores de baixo grau (40% vs. 0%). Também nao foi observado a perda de expressdao em
linhagens de glioblastoma pediatricas, enquanto 50% (4/8) das linhagens adultas de

glioblastoma apresentaram a perda de expressdao de MTAP. A baixa perda de expressdo nas

linhagens gliomas de alto grau pedidtricas estdo em linha ao observado na literatura, que
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apresentam frequéncia de 10 a 19%'°2 >° . Estes dados em conjunto, sugerem a associacio
entre a deficiéncia de MTAP com o maior grau de malignidade e subtipo histoldgico dos
gliomas, como observado na literatura 117,119,120, 153,154

Apesar da maior perda de expressao de MTAP estar presente em gliomas de alto grau,
guando avaliado a associacdo entre a expressdao de MTAP e o progndstico dos pacientes, foi
observado entre os subgrupos com glioma de alto grau e glioblastoma adulto,
surpreendentemente, observou-se que a perda de expressao de MTAP estd associado a um
melhor prognéstico. Uma hipotese que poderia explicar este fato é que os pacientes
diagnosticados com o subtipo cldssico (delecdo frequente de 9p) apresentam melhor
sobrevida apds terapia intensiva com quimio e radioterapia 8 . A série analisada, é composta
de pacientes com caracteristicas de glioblastoma primario (idade mediana 59 anos, IDH1-
mutado em 3,9%) com 79% (287/363) pacientes submetidos a tratamento quimio ou
radioterdpico, corroborando este resultado. Complementarmente, entre a série de casos de
glioblastoma obtido do Oncomine e TCGA-GBM e analisado através de ferramenta de
bioinformatica, apenas para o dataset Freije (n=19), a expressdao de MTAP apresentou um
melhor progndstico aos pacientes, sendo que os demais ndo apresentaram diferencga
significativa. Em recente estudo, Hansen et al avaliando a sobrevida livre de doenga com os
dados do dataset TCGA-GBM, reportaram um pior progndstico para o grupo com delecdo de
MTAP 1, Contudo, quando analisamos o mesmo GBM dataset, ndo observamos diferenca
entre os grupos (Anexo K). Uma das hipdteses para esta diferencga, seria o uso de apenas os
eventos de recaida, censurando os eventos por morte no trabalho de Hansen et al 1,
diferentemente do analisado por nosso grupo que considerou os eventos de recaida e os
eventos de morte, normalmente mais utilizado na andlise de sobrevida livre de doenga. Estes
resultados em conjunto, sugerem a falta de associacado entre a perda de MTAP e o progndstico
em pacientes com glioblastoma.

O perfil de expressdo génica das linhagens celulares editadas geneticamente
mostrou uma alteragdo significativa a genes associados as vias RAS/MAPK/PI3K-AKT e vias de
apoptose para a linhagem com delecao de MTAP. Estas vias apresentam papel fundamental
em diversos processos fisioldgicos, tais como proliferacao diferenciacdo sobrevida e morte
celular 157, Dos nove genes diferencialmente expressos, cinco est3o associados a via PI3K-
AKT, sendo FN1, NGFR e THBS1 associados a progressdo tumoral %810 por outro lado,

ANGPT1 e COL11A1 estdo associados ao melhor progndstico em tumor pulmonar e
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proliferacdo em cancer colorretal 161162  Além disso, o gene TNFSF10 superexpresso no clone
U251MTAP-/- estd associado com processos pro-apoptdticos por ativacdo de caspase 8 163164,
O clone SW1088MTAP+/+, entretanto teve apenas os genes GPC4 e IL13RA2, com alteracdo
de expressao. Estes genes apresentam fung¢do controversa em varios tumores promovendo e
inibindo tumores 165188, Os dados dos ensaios funcionais apresentados, também sugerem que
os clones U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+ ndo indicaram agir regulando os processos de
proliferacdo, migracdo e invasdo celular. Estes resultados estdo em linha com o observado em
analise de expressdo de genes comumente associados a agressividade tumoral. Dentre os
genes avaliados, apenas FN1 e MAPK10 (U251MTAP-/- vs. U251EV) apresentaram expressao
diferencial.

Um recente estudo com cancer de prdstata demonstrou crescimento similares para
as células com delecido de MTAP comparada ao controle 1°. Também foi reportado em um
estudo com carcinoma hepatocelular que a reexpressdo de MTAP ndo modificou a taxa de
proliferacdo celular quando comparado ao controle 2. O gene MTAP tem sido reportado
como um importante regulador terapéutico, podendo contribuir para terapias seletivas com
tiopurinas, juntamente com a hipdtese do uso do substrato MTA como um quimioprotetor
celular para as células MTAP-positivas em detrimento daquelas com auséncia da expressao de
MTAP, ofereceria a oportunidade de uma nova estratégia de tratamento direcionado °% 2%
151, 170.

Os nossos resultados demonstraram que o tratamento com o farmaco 6TG, na
presenca de MTA leva a interferéncia do metabolismo celular para as células com dele¢do do
gene MTAP, interferindo nos processos de crescimento celular e migratérios, além de elevar
a resisténcia das células ao farmaco 6TG com expressao de MTAP. Estes resultados estdo em

104 que, utilizando em seu estudo células de

linha com o observado por Lubin e Lubin
fibroblasto humano e linhagem de leucemia mieloblastica (ML-1) que expressam MTAP e
tratados com 6TG, apresentaram forte reducdo no crescimento celular que entdo foi
posteriormente revertido pela presenca de MTA. Além disso, foi observado que o uso de MTA
permitiu o aumento do indice terapéutico de 6TG para tumores como mesotelioma
protegendo as células normais da citotoxicidade do farmaco *’°. In vivo, um estudo conduzido
com camundongos NOD-SCID com leucemia de células T humanas apresentando delecado de

MTAP, pré-tratados com MTA e posteriormente tratados com 6TG, apresentaram reducdo das

células tumorais °2. Interessante notar que em nossos dados, a expressdo ectdpica do gene
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MTAP também levou a resisténcia ao tratamento frente a 6TG quando suplementado com
MTA, sugerindo que a presenga de MTA tenha efeito quimioprotetor. Além disso, como
observado por Pérez et al *’! 0 uso de MTA atua de forma a inibir a proliferacdo celular de
melanoma in vitro e in vivo e induzindo apoptose em cancer colorretal ’2. No entanto, no
contexto da estratégia de tratamento, o status da MTAP como fator de vulnerabilidade
molecular visando o aumento da eficdcia do tratamento em pacientes com glioma deve ser
estudado com cautela. Claramente, um melhor entendimento das possiveis vulnerabilidades
moleculares diretas e indiretas da delecdo de MTAP sdo necessarias.

Em resumo, o trabalho demonstrou que a perda de MTAP é frequente em gliomas
de alto grau. Apesar disso, nossos dados in silico e in vitro sugerem que a dele¢cdo ndo é um
evento com importancia biolégica determinante no processo do desenvolvimento tumoral
com impacto na sobrevida dos pacientes. Entretanto, a abordagem de tratamento com
tiopurinas em tumores que apresentem como caracteristica a delecio de MTAP e
suplementados com MTA sugere uma hipdtese a ser considerada para aumentar a eficacia em

pacientes com glioma.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que a perda da expressdao de MTAP é um
evento associado a delecdo da regido 9p21, ndo apresentando uma associacdo direta com

fatores epigenéticos como o status de metilacdo da regido promotora do gene MTAP.

A perda de expressdao de MTAP é um evento mais frequentemente associado a gliomas
de alto grau, provavelmente devido a presenca de diversas alteracdes moleculares como
mutacdes e dele¢Bes nestes subtipos, entre elas a frequente co-dele¢ido dos genes CDKN2A/B
e MTAP. Além disso, na avaliacdo in vitro, o efeito basal da modulacdo génica indicou que a
perda de MTAP ndo apresenta efeitos biolégicos relevantes nos gliomas, além de nao
apresentar impacto clinico na sobrevida global e sobrevida livre de doenca dos pacientes
avaliados, como um gene supressor classico. Estes resultados levantam a hipdtese de que este
gene possa ter um papel indireto ou se apresentar como um gene “passenger” no processo

de desenvolvimento tumorigénico.

A exposicao dos clones celulares aos farmacos temozolamida e 6-tioguanina indicou um
efeito citotdxico importante, afetando o ciclo celular dos clones avaliados quando comparado
ao veiculo DMSO. Especificamente, a exposicdo ao farmaco temozolamida aumentou a
citotoxicidade para os clones editados geneticamente (U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+),
entretanto, para o farmaco 6-tioguanina, este efeito foi observado apenas para o clone
U251MTAP-/-. Estes resultados podem sugerir que a haja um efeito de modulagdo da propria
linhagem celular na resisténcia ao farmaco utilizado. Contudo, assim como avaliado a fun¢ao
do gene sem agao farmacoldgica; quando comparamos o efeito na proliferagdo e migracao
celular sob efeito da exposicao aos farmacos, ndo foi observada diferenca significativa entre
os clones editados geneticamente (U251MTAP-/- e SW1088MTAP+/+) comparado aos clones
controles utilizados (U251EV e SW1088LB).

Em suma, o nosso estudo indica que o MTAP desempenha um papel biolégico pouco
relevante na gliomagénese. Constatamos in vitro, que a suplementagao com substrato 5’-
metiltioadenosina (MTA), substrato da enzima MTAP, recuperou parcialmente as fungdes
originais dos clones com presenca do gene MTAP, o que indica um possivel caminho para o
desenho de um tratamento personalizado com vistas a utilizar a dele¢ao do gene como alvo

terapéutico, utilizando a acdo dos farmacos derivados de tiopurinas, suplementado ao MTA.
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Anexo A - Ficha individual para coleta de dados clinico-patolégicos
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CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS DE GLIOMAS

Identificagdo

11
Nome (Iniciais)
22
Registro hospitalar (RH)
33
Data de nascimento
44
DD/MM/AAAA
Sexo
55
1- Feminino; 2- Masculino
Cor
66
1- Branco; 2- Pardo; 3- Negro; 99- Ignorado
Cidade em que nasceu
77
Descrever; 99- Ignorado
Estado em que nasceu
88
Descrever; 99- Ignorado
Tabagista
99
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
Etilista
110

0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado

DADOS CLINICOS

Data do diagndstico no HCB

111
DD/MM/AAAA
Tipo histoldgico
112 | 1- Astrocitoma; 2- Oligodendroglioma; 3- Misto; 4- Ependimoma; 5-
Outros; 99- Ignorado
Subtipo histoldgico
113
Descrever; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Grau de malignidade
114

1- I; 2-11; 3- lll; 4- 1V; 99- Ignorado

115

KPS
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Descrever; 99- Ignorado
Tumor primario (em outro local - sem ser esse tumor)
116
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Localizagdo do tumor primario
117
Descrever; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Localizagdo do tumor (1)
118 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3- Temporal; 4- Occipital; 5- Insular; 88- Nao se
aplica; 99- Ignorado
Localizagdo do tumor (2)
119 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3- Temporal; 4- Occipital; 5- Insular; 88- Nao se
aplica; 99- Ignorado
Localizagdo do tumor (3)
220 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3- Temporal; 4- Occipital; 5- Insular; 88- Nao se
aplica; 99- Ignorado
Lateralidade do tumor
221
1- Direito; 2- Esquerda; 3- Ambos; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
CIRURGIA
Realizou quantas cirurgias?
222
Numero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
12 CIRURGIA
Data da ressecgdo
223
DD/MM/AAAA
Tipo de ressecgao
224
1- Bidpsia; 2- Craniotomia; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Craniotomia
225
1- Completa; 2- Parcial; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero de DNA
226
88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero histoldgico (E)
227
88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero histoldgico (I)
228
88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero histoldgico (R)
229
88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
RADIOTERAPIA
Radioterapia
330
0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
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Quantas sessdes realizou?
331
Numero; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Data de inicio da radioterapia
332
DD/MM/AAAA
Data de término da radioterapia
333
DD/MM/AAAA
QUIMIOTERAPIA
Quimioterapia
334
0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
Data de inicio da quimioterapia
335
DD/MM/AAAA
Quimioterapico
336 1- Temozolamida; 2- Carmustina; 3- Outro; 88- Nao se aplica; 99-
Ignorado
Se outro quimioterapico, detalhar:
337
Descrever; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Dose do quimioterapico
338
Em mg; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Quantas sessoes realizou?
339
Numero; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Intervalo entre doses
440
Em dias; 88- N3o se aplica; 99- Ignorado
Data de término da quimioterapia
441
DD/MM/AAAA
22 CIRURGIA
Data da ressecgdo
442
DD/MM/AAAA
Tipo de ressecgao
443
1- Bidpsia; 2- Craniotomia; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Craniotomia
444
1- Completa; 2- Parcial; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero de DNA
445
88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Numero histoldgico (E)
446
88- Ndo se aplica; 99- Ignorado
Numero histoldgico (l)
447
88- Nao se aplica; 99- Ignorado
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Numero histolégico (R)
448 4
88- Nao se aplica; 99- Ignorado
32 CIRURGIA
Data da ressecgdo
449 9
DD/MM/AAAA
Tipo de ressecgao
550 5
1- Bidpsia; 2- Craniotomia; 88- Nado se aplica; 99- Ignorado
Craniotomia
551 1
1- Completa; 2- Parcial; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado
Numero de DNA 5
552
88- Nao se aplica; 99- Ignorado 2
Nuamero histoldgico (E) 5
553
88- Nao se aplica; 99- Ignorado 3
Nuamero histoldgico (1) 5
554
88- Nao se aplica; 99- Ignorado 4
Numero histolégico (R) 5
555
88- Nao se aplica; 99- Ignorado 5
RECIDIVA
Recidiva 5
556
0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado 6
Data do diagndstico da recidiva 5
557
DD/MM/AAAA 7
Localizagdo do tumor (1)
5
558 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3-temporal; 4-occipital; 5- Insular; 88- Nado se aplica;
8
99- Ignorado
Localizagdo do tumor (2)
5
559 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3-temporal; 4-occipital; 5- Insular; 88- Nao se aplica;
9
99- Ignorado
Localizagdo do tumor (3)
6
660 | 1- Frontal; 2- Parietal; 3-temporal; 4-occipital; 5- Insular; 88- Nao se aplica;
0
99- Ignorado
Lateralidade do tumor 6
661
1- Direito; 2- Esquerda; 3- Ambos; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado 1
Data da resseccdo da recidiva 6
662
DD/MM/AAAA 2
Tipo de resseccdo da recidiva 6
663
1- Bidpsia; 2- Craniotomia; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado 3
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Craniotomia da recidiva 6
664

1- Completa; 2- Parcial; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado 4

Numero de DNA da recidiva 6
665

88- Nao se aplica; 99- Ignorado 5

Numero histoldgico da recidiva 6
666

88- Nao se aplica; 99- Ignorado 6

Numero histoldgico (E) 6
667

88- Nao se aplica; 99- Ignorado 7

Nuamero histoldgico (1) 6
668

88- Nao se aplica; 99- Ignorado 8

Numero histolégico (R) 6
669

88- Nao se aplica; 99- Ignorado 9

Tipo histoldgico da recidiva

7
770 | 1- Astrocitoma; 2- Oligodendroglioma; 3- Misto; 4- Ependinoma; 5-
0

Outros; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado

Subtipo histoldégico da recidiva 7
771

Descritivo; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado 1

Grau de malignidade da recidiva 7
772

1- I; 2-11; 3- 1ll; 4- 1V; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado 2

Radioterapia da recidiva 7
773

0- N3o; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado 3

Data de inicio da radioterapia da recidiva 7
774

DD/MM/AAAA 4

Data de término da radioterapia da recidiva 7
775

DD/MM/AAAA 5

Quimioterapia da recidiva 7
776

0- Ndo; 1- Sim; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado 6

Data de inicio da quimioterapia da recidiva 7
777

DD/MM/AAAA 7

Quimioterapico
778 8

1- Temozolamida; 2- Carmustina; 3- Outro; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado

Se outro quimioterapico, detalhar:
779 9

Descrever; 88- Nao se aplica; 99- Ignorado

Dose do quimioterapico da recidiva
880 0

Em mg; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado

Intervalo entre doses da recidiva
881 1

Em dias; 88- Ndo se aplica; 99- Ignorado




Data de término da quimioterapia da recidiva
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882
DD/MM/AAAA
Status
883 | 1- Vivo sem doenca; 2- Vivo com doenca; 3- Obito por cancer; 4- Obito por
outras causas; 5- Perda de seguimento; 99- Ignorado
Data do ébito
884
DD/MM/AAAA
Data da ultima informagao
885
DD/MM/AAAA
Isoforma
886 | 0- Nenhuma; 1- 100% GNNK+; 2- 100% GNNK-; 3- 75% GNNK+; 4- 75%

GNNK-; 5- 50%; 6- Material insuficiente; 99- Ignorado
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Anexo C — Altera¢des moleculares em linhagens celulares de glioma
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Mutagao Delegdo 9p21 E:::;'fao
Linhagem
IDH1 ATRX TP53 TERT CDKN2A MTAP
celular
Al172 Auséncias Auséncias Auséncias C228Tf Presenga ¢ Ausénciah
T98G Auséncias Auséncias Presencgas C250Tf Presenga, © Presengah
SW1088 Auséncias Presencgas Presencgas C250T Presenga ¢ Ausénciah
SW1783 Auséncias Auséncias Presencas C228T Ausente € Presencgah
U87MG Auséncias Presengas Auséncias C228T Presenca be Ausénciah
GAMG Auséncias Auséncias Ausénciag C228T NA Presengah
U251MG Auséncias Presencas Presencgas C228T Ausente b Presencgah
uwa4a79 Auséncias Auséncias Presengas Auséncia Presenca, ¢ Ausénciah
KNS42 Auséncias Auséncias Presencas C250T Presenca, ¢ Presencgah
RES259 Auséncias Presencas Presencgas C228T Auséncia, ¢ Presencgah
SF188 Auséncias Auséncias Presengas Auséncia Auséncia, @ Presengah
NHA* Auséncias Auséncias Ausénciag Auséncia Auséncia Presencgah

a: Dados obtidos de acordo com Ichimura et al.”? 1*°; b: Dados obtidos de acordo com Liu et
al.1’3, c: Dados obtidos de acordo com o fabricante ATCC®; d: Dados obtidos de acordo com
Bax et al®! . e: Dados obtidos de acordo com Melendez et al. 174; f: Dados obtidos de acordo
com Johans et al.}’> g: Dados obtidos por NGS (Anexo G) h: Dados obtidos por western blotting
NA: N3o avaliado. NHA: Linhagem de astrocito normal humano utilizado como controle.



Anexo D — Alteragdes genomicas das linhagens celulares de glioma
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Amostra Hisforli’):ico Gene Alteragdo A’::E:Zf: Alteragdo gendmica
KNS42 \Y, H3F3A Missense_Mut. p.Gly35Val c.104G>T
KNS42 \Y, NF1 Frame_Shift_Del p.Pro678fs c.2033delC
KNS42 \% SETD2 Missense_Mut. p.Arg2121His c.6362G>A
KNS42 \% TP53 Nonsense_Mut. p.Arg342Ter ¢.1024C>T
U251MG \Y, ATRX Frame_Shift_Ins p.Lys994fs €.2978 2979insA
U251MG \% NF1 Missense_Mut. p.Trp696Arg c.2086T>C
U251MG \Y, PTEN Frame_Shift_Ins p.Glu242fs c.723_724insTT
U251MG 1\ TP53 Missense_Mut. p.Arg273His c.818G>A
A172 \Y, NF1 Frame_Shift_Del p.Pro678fs c.2033delC
A172 \% RB1 Missense_Mut. p.Val852Leu ¢.2554G>C
U87MG \% ATRX Missense_Mut. p.Asn564Ser c.1691A>G
U87MG \% NF1 Frame_Shift_Del p.Phe1247fs €.3739_3742delTTTG
U87MG \% NF1 Missense_Mut. p.Lys1444Met C.4331A>T
U87MG \Y RB1 Frame_Shift_Ins p.Asn295fs c.884_885insAT
T98G \% SETD2 Missense_Mut. p.Lys145Asn c.435G>T
T98G \Y TP53 Missense_Mut. p.Met237lle c.711G>A
RES259 1 ATRX Missense_Mut. p.Thr951Asn c.2852C>A
RES259 1 ATRX Nonsense_Mut. p.Asn636Lys ¢.1907_1908insA
RES259 1l ATRX Frame_Shift_Ins p.Ser336fs ¢.1006_1007insT
RES259 1 ATRX Missense_Mut. p.Pro97Leu c.290C>T
RES259 Il EGFR Frame_Shift_Ins p.Alal195fs c.3583_3584insA
RES259 1l NF1 Frame_Shift_Ins p.Leu687fs ¢.2058_2059insA
RES259 Il NF1 Frame_Shift_Ins p.Leu1104fs ¢.3309_3310insT
RES259 Il NF1 Frame_Shift_Ins p.lle1284fs ¢.3850_3851insA
RES259 Il NF1 Frame_Shift_Ins p.Ala2079fs c.6234 _6235insT
RES259 Il NF1 Frame_Shift_Ins p.Leu2081fs €.6242_6243insT
RES259 Il PIK3CA Frame_Shift_Ins p.Ser308fs c.922_923insT
RES259 Il SETD2 Frame_Shift_Ins p.Ser2029fs ¢.6086_6087insA
RES259 1] SETD2 Missense_Mut. p.Gly1621Glu c.4862G>A
RES259 Il SETD2 Frame_Shift_Ins p.Leu695fs €.2084_2085insT
RES259 1 SETD2 Missense_Mut. p.Cys594Gly c.1780T>G
RES259 1l TP53 Missense_Mut. p.Arg273His c.818G>A
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SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

SW1088

ATRX

ATRX

ATRX

ATRX

ATRX

ATRX

ATRX

ATRX

BRAF

EGFR

KRAS

KRAS

NF1

NF1

NF1

NF1

NF1

NF1

NF1

NF1

PDGFRA

PDGFRA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3CA

PIK3R1

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

SETD2

Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins

Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Missense_Mut.

Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Frame_Shift_Ins
Nonsense_Mut.

Frame_Shift_Ins

p.Met2410Val
p.Ser2256fs
p.His1831fs
p.lle1533fs
p.Thr951Asn
p.Thr932fs
p.Ser566fs
p.Pro97Leu
p.Leu584fs
p.Gly930fs
p.Val29fs
p.Metifs
p.Leu687fs
p.Leu1104fs
p.Met1111fs
p.Leu1201fs
p.lle1284fs
p.lle1618fs
p.Argl1687Glu
p.Thr2204fs
p.Gly313Vval
p.Pro319fs
p.Thr303fs
p.Ser308fs
p.lle1062Asn
p.Tyr463fs
p.Ser2470fs
p.Thr2338fs
p.Ser2029fs
p.Gly1621Glu
p.lle1411fs
p.Val1319fs
p.Ser1001fs
p.Asn811fs
p.Ser379Ter

p.lle243fs

c.7228A>G
c.6766_6767insT
¢.5490_5491insA
€.4597_4598insA
€.2852C>A
€.2793_2794insT
€.1696_1697insT
€.290C>T
¢.1749_1750insT
€.2787_2788insA
c.84_85insT

c.l 2insA
€.2058_2059insA
€.3309_3310insT
€.3330_3331insT
€.3602_3603insT
¢.3850_3851insA

€.4852_4853insA

¢.5059_5060delAGinsGA

€.6610_6611insA
€.938G>T
€.954_955insA
¢.906_907insT
€.922_923insT
c.3185T>A
c.1386_1387insA
c.7408_7409insA
c.7010_7011insT
€.6086_6087insA
c.4862G>A
c.4231_4232insA
c.3954_3955insT
¢.3001_3002insT
€.2432_2433insA
c.1134_1135insT

c.727_728insA
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SW1088 1] SETD2 Nonsense_Mut. p.Lys145Ter c.432_433insT

SW1783 1] PTEN Nonsense_Mut. p.Arg233Ter c.697C>T

SW1783 1] TP53 Missense_Mut. p.Arg273His c.818G>A

SF188 \% SETD2 Missense_Mut. p.Tyr2152Cys C.6455A>G

uw479 1l PDGFRA Missense_Mut. p.Arg340GIn ¢c.1019G>A

uw479 1l SETD2 Missense_Mut. p.Prol86Leu c.557C>T
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Anexo E - Estabelecimento das linhagens celulares MTAP-/- (U251) e MTAP+/+ (SW1088)
pelas tecnologias CRISPR/CAS9 e Lentivirus

A

e

(i

B T98G A172 U251 U251 U251 SW1088 SW1088 SW1088
Ctri+  Ctrl- WT EV MTAP-  WT LB MTAP+

4 — MTAP+
= o 32 kDa

U251 WT
SW1088WT

U251 EV
SW1088LB

U251 MTAP-/-
SW1088MTAP +/+

D e e ey D GED

A) Andlise da atividade de MTAP CRISPR/Cas9 em linhagem U251, demonstrado em campo
claro e fluorescéncia vermelha (RFP). B) Analise da acdo lentiviral com expressao de MTAP
para a linhagem celular SW1088, demonstrado em imagem em campo claro e pela proteina
fluorescente verde (GFP). C) Andlise de western blot confirmando a perda da expressao de
MTAP para o clone U251MTAP-/- e ganho de expressio de MTAP para a linhagem
SW1088MTAP+/+. A amostras foram normalizadas pela proteina ACTB. Abreviagdo: CTRL+:
Controle positivo de expressao de MTAP; CTRL-: Controle de expressao negativa de MTAP;
WT: Wild Type; LB: Lentiblank; EV; empty vector; MTAP-/-: gene MTAP deletado; MTAP+/+:
expressao do gene MTAP. * A presenca de fluorescéncia verde para o clone SW1088LB é uma

caracteristica intrinseca do kit de superexpressao MTAP Lentivirus Human.



Anexo F - Genes diferencialmente expressos do clone U251MTAP-/-
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Gene Grupol Grupo2 p.adj Via bioldgica Log2FC
ANGPT1 U251MTAP-/- U251EV 0,0072 PI3K/RAS 2.213
ANGPT1 U251MTAP-/- U251WT 0,0051 PI3K/RAS 3.137

BMP5 U251MTAP-/- U251EV 0,031 TGF-B -2.719

BMP5 U251MTAP-/- U251WT 0,022 TGF-B -1.968

BRIP1 U251MTAP-/- U251EV 0,0043 DNA Repair 1.223

BRIP1 U251MTAP-/- U251WT 0,0054 DNA Repair 1.077
COL11A1 U251MTAP-/- U251EV 0,006 PI3K -2.567
COL11A1 U251MTAP-/- U251WT 0,006 PI3K -3.151

ERBB2 U251MTAP-/- U251EV 0,012 Driver 1.440

ERBB2 U251MTAP-/- U251WT 0,015 Driver 1.211

FN1 U251MTAP-/- U251EV 0,0066 PI13K 2.471
FN1 U251MTAP-/- U251WT 0,0066 PI13K 2.442

IDH2 U251MTAP-/- U251EV 0,043 Driver 1.547

IDH2 U251MTAP-/- U251WT 0,043 Driver 1.155
MAPK10 U251MTAP-/- U251EV 0,00093 WNT/MAPK/RAS -2.974
MAPK10 U251MTAP-/- U251WT  0,00097 WNT/MAPK/RAS -3.155

NGFR U251MTAP-/- U251EV 0,0038 PI3K/RAS 4.298

NGFR U251MTAP-/- U251WT 1,1E-05 PI3K/RAS 4,188
NOTCH1 U251MTAP-/- U251EV 0,039 NOTCH 1.224
NOTCH1 U251MTAP-/- U251WT 0,039 NOTCH 1.145

PLAT U251MTAP-/- U251EV 0,029 TxMisReg 1.707

PLAT U251MTAP-/- U251WT 0,029 TxMisReg 1.525
RASGRF1 U251MTAP-/- U251EV 0,041 MAPK/RAS 2.385
RASGRF1 U251MTAP-/- U251WT 0,041 MAPK/RAS 2.380

SFRP1 U251MTAP-/- U251EV 0,05 WNT 1.541

SFRP1 U251MTAP-/- U251WT 0,028 WNT 1.355

SPP1 U251MTAP-/- U251EV 0,023 PI3K -1.190

SPP1 U251MTAP-/- U251WT 0,023 PI3K -1.076
TGFBR2 U251MTAP-/- U251EV 0,0084 TGF-B 1.153
TGFBR2 U251MTAP-/- U251WT 0,012 TGF-B 1.570

THBS1 U251MTAP-/- U251EV 0,0016 TGF-B/PI3K 2.737
THBS1 U251MTAP-/- U251WT 0,018 TGF-B/PI3K 2.518
TNFSF10 U251MTAP-/- U251EV 0,012 Apoptose 2.515
TNFSF10 U251MTAP-/- U251WT 0,017 Apoptose 2.026

Abreviacdo: p.adj= p-valor ajustado, TxMisReg=Regulac¢ado transcricional, (p<0,05, log.FC>2)



Anexo G - Genes diferencialmente expressos do clone SW1088MTAP+/+
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Gene Grupol Grupo2 p.adj Via bioldgica Log2FC
E2F5 SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,028 TGF-B/Apoptosis 1.370
E2F5 SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,02 TGF-B/Apoptosis 1.054
ETV1 SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,0011 TxMisReg 1.015
ETV1 SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,039 TxMisReg 2.132
GPC4 SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,0052 WNT -2.422
GPC4 SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,0052 WNT -2.754
ILL3RA2 SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,027 JAK-STAT -2.816
ILL3RA2 SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,026 JAK-STAT -2.651
IL6R SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,044 JAK-STAT/PI3K -1.005
IL6R SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,0012 JAK-STAT/PI3K -1.236
MAP2K6 SW1088MTAP+/+ SW1088LB 0,0012 MAPK 1.188
MAP2K6 SW1088MTAP+/+ SW1088WT 0,012 MAPK 1.476

Abreviacdo: p.adj= p-valor ajustado, TxMisReg=Regulacdo transcricional, (p<0,05, log,FC>2)



148

Anexo H - Monitoramento da proliferagao celular dos clones editados geneticamente

A B
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Anexo | - Genes potencialmente associados as vias de migrac¢ao e invasao celular
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Genes potencialmente associados as vias de migracdo e invasdo celular. Grafico boxplot
superposto demonstrando da expressdao génica de 24 genes presentes no Pan-Cancer
pathway panel para as linhagens celulares (A) U251MTAP-/- e (B) SW1088MTAP+/+. O erro
no grafico de barras indica o desvio padrdao de cada gene analisado. C) lista dos 24 genes
diferencialmente expressos para as linhagens celulares editadas geneticamente (U251MTAP-
/- e SW1088MTAP+/+) comparadas as linhagens controle (U251EV e SW1088LB). O asterisco

(*) representa os genes com diferenca significativa (p<0,05 e log2FC>2).
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Abstract: The 5'-methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) gene is located in the chromosomal
region 9p21. MTAP deletion is a frequent event in a wide variety of human cancers; however,
its biological role in tumorigenesis remains unclear. The purpose of this study was to characterize the
MTAP expression profile in a series of gliomas and to associate it with patients” clinicopathological
features. Moreover, we sought to evaluate, through glioma gene-edited cell lines, the biological impact
of MTAP in gliomas. MTAP expression was evaluated in 507 glioma patients by immunohistochemistry
(IHC), and the expression levels were associated with patients’ clinicopathological features.
Furthermore, an in silico study was undertaken using genomic databases totalizing 350 samples.
In glioma cell lines, MTAP was edited, and following MTAP overexpression and knockout (KO),
a transcriptome analysis was performed by NanoString Pan-Cancer Pathways panel. Moreover,
MTAP’s role in glioma cell proliferation, migration, and invasion was evaluated. Homozygous
deletion of 9p21 locus was associated with a reduction of MTAP mRNA expression in the TCGA
(The Cancer Genome Atlas) - glioblastoma dataset (p < 0.01). In addition, the loss of MTAP expression
was markedly high in high-grade gliomas (46.6% of cases) determined by IHC and Western blotting
(40% of evaluated cell lines). Reduced MTAP expression was associated with a better prognostic in the
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adult glioblastoma dataset (p < 0.001). Nine genes associated with five pathways were differentially
expressed in MTAP-knockout (KO) cells, with six upregulated and three downregulated in MTAP.
Analysis of cell proliferation, migration, and invasion did not show any significant differences between
MTAP gene-edited and control cells. Our results integrating data from patients as well as in silico
and in vitro models provide evidence towards the lack of strong biological importance of MTAP in
gliomas. Despite the frequent loss of MTAP, it seems not to have a clinical impact in survival and
does not act as a canonic tumor suppressor gene in gliomas.

Keywords: glioma; glioblastoma; 5’-methylthioadenosine phosphorylase (MTAP); immunohistochemistry;
tumor biology; proliferation; migration; invasion

1. Introduction

Gliomas represent the most common group of primary central nervous system (CNS) tumors [1].
According to the World Health Organization (WHO), these tumors can be categorized in low-grade
gliomas (LGG, WHO grades I and IT) and high-grade gliomas (HGG, WHO grades Il and IV) according
to their histological and molecular features [2,3]. Pilocytic astrocytoma (PA) (WHO grade ) is
a good-prognosis childhood tumor, and conversely, glioblastoma (GBM) (WHO grade IV) occurs
mainly in adults and has the poorest prognosis [2,4]. GBM has a mean survival of ~14 months after
gold-standard therapy—surgery—followed by radiation therapy plus concomitant temozolomide [5-7].
GBM accounts for 70% of gliomas and can be subdivided in GBM IDH-wild type (the most frequent,
>90%), previously known as primary (de novo) GBM and exhibiting a short clinical history, and
GBM IDH-mutant, also called secondary GBM, which results from the malignant progression from
lower-grade gliomas of diffuse (WHO grade II) or anaplastic (WHO grade III) astrocytomas [6,8] and is
related to point mutations in IDH1/2 genes.

In fact, several efforts have been made to improve the molecular characterization of GBM. In 2014,
the International Society of Neuropathology recommended the support of molecular analysis for
determining brain tumor entities [9] and, in 2016, the World Health Organization proposed the use of
molecular features, including IDH mutation to GBM, in addition to histologic features in the tumor
entities [3]. Additionally, there are many other biomarkers studied in GBMs as subjects of special
attention. TERT promoter mutations have been found to be markedly high in primary GBMs (from
54% to 83% of the cases) [10]. Further studies have shown poorer survival of TERT-mutated patients
in comparison to TERT-wild type [11-13]. Finally, studies have found an interaction between TERT
promoter mutation and MGMT methylation. By performing pairwise comparisons, it was identified
that MGMT methylation improved the survival of TERT promoter mutated-patients [14]. On the other
hand, TERT-mutant and MGMT unmethylated patients presented the poorest prognosis, pointing
to a possible impact in the use of IDH, TERT, and MGMT in the improvement of diffuse gliomas
classification and prognostication [15].

We previously described the most frequent chromosomal alterations in a series of Brazilian
astrocytomas [11]. We identified chromosome 7 gain, EGFR amplification, and losses in chromosomes
9p, 10, and 13, in accordance with other populations [4,11,16]. We also found 9p- deletion in
approximately 50% of GBMs, affecting primarily the 9p21 locus where several tumor suppressor genes
are located, including CDKN2A/B and MTAP [11].

MTAP (5'-methyltioadenosine phosphorylase) encodes a key enzyme involved in the metabolism
of polyamines and purines [17-19]. This enzyme converts 5'-methyltioadenosine (MTA), a by-product of
polyamine biosynthesis, into adenine and MTR-1-P (methylthioribose-1-phosphate), which are recycled
into AMP (adenosine monophosphate) and methionine [19,20]. This protein is expressed virtually in
all tissues throughout the body, and its homozygous deletion is frequently associated with solid and
hematologic tumors such as mesothelioma, lung carcinoma, hepatocellular carcinoma, gastrointestinal
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stromal tumors, metastatic melanoma, leukemias, and lymphoma [18,21-25]. Therefore, MTAP has
been reported as a tumor suppressor gene [24,26-30]; however, many studies have demonstrated
the contradictory function of MTAP. For instance, the loss of MTAP expression has been associated
with inhibition of growth and progression of head and neck carcinoma and lung cancer by MTA
accumulation [31,32]. Bistulfi et al. [33] showed that knockdown of MTAP blocks prostate cancer
growth in vitro and in vivo. In addition, methionine deprivation acts by inhibiting cell migration,
invasion, and metastasis in breast cancer [34]. Metabolic changes in tumors, especially those relating to
polyamines metabolism, demonstrate that many mechanisms underlying MTAP function need to still
be clarified [35,36]. In gliomas, loss of MTAP locus is also frequently reported [37-41]. Nevertheless,
the clinical and the biological impacts of MTAP are poorly explored in gliomas [37,38,42].

Therefore, the aim of this study was to characterize the MTAP protein expression profile in a large
series of glioma and to associate it with the patients’ clinicopathological features. Moreover, by using
glioma cell lines, the biological role of MTAP was evaluated. By integrating data from patients and
in vitro models, this study showed that, despite the frequent loss of MTAP, it does not have a clinical
impact in survival and does not act as a canonic tumor suppressor gene in gliomas.

2. Materials and Methods

2.1. Cell Lines and Gene Editing

One cell line derived from normal astrocytes (NHA), seven short-term primary glioma cell lines,
and 11 established glioma cell lines were evaluated. The MTAP positive U251 cell line was transfected
with MTAP Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR-associated
protein 9 (Cas9) (MTAP-CRISPR/Cas9 KO) or empty vector CRISPR/Cas9 Plasmid (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), leading to a U251 MTAP—/- clone. The MTAP negative SW1088
cell line was transduced with the MTAP human lentivirus or the blank control lentiviral vector in
accordance with the manufacturer’s instructions (ABM Inc.®, Richmond, BC, Canada), resulting in
SW1088 MTAP+/+ clones. Detailed information about the cell lines used and the gene editing are
described in the Appendix A material.

2.2. Patients

Adult and pediatric glioma tissues were obtained from 507 patients who underwent surgery for
glioma at Barretos Cancer Hospital (BCH), Hospital of Clinics of Faculty of Medicine of Sao Paulo
University (HCRP), AC Camargo Cancer Center, and The Institute of Cancer Research between 1980
and 2013. Histologic review of the slides was performed by expert neuropathologists (according to
the latest WHO histopathological criteria) [3] to confirm the diagnosis. Overall, patient age ranged
from 0.3 to 82.8 years (median: 57 years old). The stratification showed 49 (9.7%) patients in pediatric
(0-19 years) and 458 (90.3%) in the adult group (>19 years). Histological subtypes of gliomas were
distributed into diffuse astrocytoma (n = 18), anaplastic astrocytoma (n = 24), pediatric glioblastoma
(n=42), and adult glioblastoma (n = 423). This study was approved by the Ethics Committee of
Barretos Cancer Hospital under approval number 630/2012, number 1175879 (961/2015), and AC
Camargo Cancer Center (number 1485/10).

2.3. DNA Isolation

Tissue from a patient’s tumor was manually microdissected from 4 um unstained histological
sections. DNA was isolated from each target using the DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA) according to the protocols provided by the supplier. The 260/280 and the 260/230 ratios were
determined by a NanoDrop 2000C spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), and
the DNA was quantified using Quant-iT PicoGreen dsDNA (Invitrogen, Eugene, OR, USA) according
to the supplier’s protocol.
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2.4. RNA Extraction and RT-gPCR

RNA from cultured cell lines was isolated using a modified TRIzol® reagent protocol (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) [43]. In brief, cultured cells were washed twice with Dulbecco’s
phosphate-buffered saline (DPBS; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), and 1.5 mL TRIzol® was
added. Flasks were scraped, and TRizol/cell mixture was transferred to a 1.5 mL eppendorf tube.
Subsequently, 200 uL of chloroform was added, homogenized for 30 s, and centrifuged at 17,982x g
for 15 min. The supernatant was collected, and 750 uL isopropanol was added and kept overnight at
—20 °C. Samples were then centrifuged at 17,982 ¢ for 10 min at 4 °C. The resulting RNA pellet was
washed twice with 75% ethanol after removing the supernatant. Finally, the RNA pellet was dried and
dissolved in 20 uL of ultra-pure water. The integrity of all the RNA preparations was checked by RNA
600 nano assay (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), and RNA concentrations were measured
with NanoDrop™ 2000C spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Complementary
DNA (cDNA) was synthesized using Superscript IIT reverse transcriptase (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) according to the supplier protocol.

RT-qPCR reactions were carried out in a total volume of 10 uL using 2X Fast SYBR®Green Master
Mix kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) containing 100 ng (1 uL) of cDNA, 10 uM (0.8 uL) of
each primer, and 7.4 uL of ultra-pure water in a final volume of 20 uL. Gene amplification was performed
with the programmable cyclic reactor StepOne ™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Grand
Island, USA) as follows: 95 °C for 10 min; 40 cycles at 95 °C for 15 s; and 64 °C for 1 min. The primers
used for RT-qPCR amplification of MTAP were forward primer: 5'- TCTTGTGCCAGAGGAGTGTG-3';
reverse primer: 5-ACCATTGTCCCCTTTGAGTG-3'. Samples were then normalized using the
housekeeping gene HPRT1 (forward primer: 5'-GACCAGTCAACAGGGGACAT-3'; reverse primer:
5-CTGCATTGTTTTGCCAGTGT-3’). The normalized expressions of the gene of interest were
calculated using the 2" method. The primers used were synthesized by Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA, and all reactions were performed in three biological replicates.

2.5. IDH1 Mutation Analysis

The analysis of hotspot mutations of isocitrate dehydrogenase 1 (IDH1-exon 4) was performed
by PCR followed by direct sequencing. Briefly, the IDH1 region of interest was amplified
by PCR using the following primers: 59-CGGTCTTCAGAGAAGCCATT-39 (forward) and
59-CACATTATTGCCAACATGAC-39 (reverse) [11]. An amplification PCR reaction was performed
in a total volume of 15 uL comprising: 1 uL of DNA, 1X buffer solution, 2 mM MgCl2, 200 uM of
each dNTP, 0.3 uM of each primer set, and 0.5 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen, Eugene, OR,
USA), and was performed in a Veriti 96-well Thermal Cycler with an initial denaturation at 95 °C
for 10 min, amplification for 40 cycles with denaturation at 95 °C for 45 s, annealing at 58 °C for 45 s,
extension at 72 °C for 45 s, and a final extension at 72 °C for 10 min. Amplification of PCR products
was confirmed by gel electrophoresis. PCR sequencing was performed using the Big Dye terminator
v3.1 cycle sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems, Grand Island, NY, USA) and an ABI
PRISM 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Grand Island, NY, USA).

2.6. TERT Mutation Analysis

The analysis of hotspot mutations in the promoter region of the telomerase reverse
transcriptase gene (TERT) was performed by PCR followed by direct Sanger sequencing [44].
Briefly, the TERT promoter region was amplified by PCR using the following primers:
59-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-39 (forward) and 59-CAGCGCTGCCTGAAACTC-39 (reverse),
leading to a 235 bp PCR product containing C228T and C250T mutations. Amplification by PCR was
performed with an initial denaturation at 95 °C for 15 min, followed by 40 cycles of denaturation at
95 °C for 30 s, annealing at 64 °C for 90 s, elongation at 72 °C for 30 s, and final elongation at 72 °C for
7 min. Amplification of PCR products was confirmed by gel electrophoresis. PCR sequencing was
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performed using the Big Dye terminator v3.1 cycle sequencing ready reaction kit (Applied Biosystems,
Grand Island, NY, USA) and an ABI PRISM 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Grand
Island, NY, USA).

2.7. MGMT Promoter Methylation

To evaluate the methylation status of the promoter region of the O°-methylguanine-DNA
methyltransferase gene (MGMT), sodium bisulfite treatment of DNA (300-1500 ng) was performed
using the Epitect Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Methylation-specific (MS) PCR for the MGMT promoter was performed as described previously [45].

2.8. Western Blotting Analysis

The Western blot analysis was performed as previously described [42]. In brief, cells were lysed
with lysis buffer (50 mM Tris; pH 7.6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM Na3VOy; 10 mM NaF; 10 mM
sodium pyrophosphate; 1% NP-40) containing protease inhibitor cocktail (0.01 M EDTA; 1 mM DTT; 1
mM Leupeptin; 1 mM PMSF; and 1 uM Aprotinin). The cell lysate was placed on ice for 60 min and
centrifuged at 17,982x g for 15 min. The total protein was quantified using the Bradford method (Quick
Start ™ Bradford Protein Assay; Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Total proteins were separated by 12%
polyacrylamide gel and transferred onto Trans-Blot Turbo Midi Nitrocellulose Transfer Packs (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). The membrane was incubated with primary followed by secondary antibodies
after blocking with 5% non-fat milk. Immunodetection was performed using the ECL KIT (Amersham
Biosciences, Uppsala, Uppland, Sweden) in ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare Life Sciences,
Pittsburgh, PA, USA) and quantified by the platform for scientific image analysis Image] (NTH) [46].
The following antibodies were used: polyclonal anti-MTAP antibody (Proteintech, Rosemont, IL,
USA) diluted 1:800 and anti-§ actin antibody (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) diluted
at 1:2000.

2.9. Immunohistochemistry Analysis

For the immunohistochemistry (IHC) analysis, a tissue microarray (TMA) was constructed with
tumors areas obtained from each case and inserted in the recipient paraffin block using the tissue
arrayer MTA-1 platform (Beecher Instruments™, Silver Springs, MD, USA). To represent possible
heterogeneity of tumors, two 1.0 mm cores from each case were used in TMA blocks. THC was
performed from 4.0 um sections of the TMA block for MTAP, as previously described [42]. Glass slides
were deparaffinized and subjected to antigen retrieval in a Pascal pressure chamber (Dako, Carpinteria,
CA, USA). The primary MTAP polyclonal antibody (Proteintech, Rosemont, IL, USA) was diluted 1:300
with the background-reducing medium and kept at 4 °C overnight. The Avidin-Biotin Complex (ABC)
method was performed according to the manufacturer’s recommendations with staining with DAB (3,3
Diaminobenzidine) and counterstaining with Harris” hematoxylin (Leica Biosystems, Newcastle, UK).
The extension of immunoreactions was measured according to the following criteria: 0 = negative;
1 = <25% of positive cells; 2 = 25-50% of positive cells; 3 = 250% of positive cells. Moreover, the intensity
of reaction was defined as: 0= negative; 1 = weak; 2= moderate; 3 = strong. Cases presenting the sum
of the scores (extension and intensity) between 0 and 3 were considered negative, and those presenting
scores between 4 and 6 were considered positive. Non-neoplastic tissue microarray (BN 961-Biomax
INC, Rockville, MD, USA) was used as a positive control for ITHC reactions.

2.10. In Silico Analysis

MTAP copy number alterations (CNA) data were downloaded from comparative genomic
hybridization/single-nucleotide polymorphism (CGH_SNP) arrays (n = 350) [47]. Based on normalized
MTAP values, patients were stratified in normal (n = 150) (>-0.1) and MTAP homozygous deletion
carriers (n = 200) (<-1.5). For expression analysis, MTAP mRNA G450 array data were downloaded
(n =299) [47]. The median MTAP value was calculated considering all samples. Patients with MTAP
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values at least 20% higher than the median were considered positive (n = 138), while those with MTAP
values at least 20% lower than the median were considered negative (n = 161). Finally, for methylation
analysis, MTAP methylation beta values were downloaded from 283 samples [47]. Patients were
stratified as hypermethylated (beta > 0.5) and hypomethylated (beta < 0.5). Integrated in silico analyses
of MTAP CNA expression and methylation status were performed using the TCGA2STAT package
implemented in R software downloaded from https://www.r-project.org/. Moreover, in silico analysis
was conducted to evaluate MTAP expression in glioblastoma subtypes in The Cancer Genome Atlas
(TCGA) dataset. The median MTAP value was calculated considering all samples.

2.11. mRNA NanoString™ Data Analysis

Gene expression analysis on MTAP gene-edited U251 and SW1088 cell lines was performed
using the NanoString nCounter PanCancer Pathways panel (730 gene transcripts distributed in 13
biological pathways) according to the manufacturer’s standards (NanoString Technologies, Seattle,
WA, USA). Moreover, 24 of 730 genes associated with tumor aggressiveness were selected, and the
differential expression was evaluated to better understand the function of MTAP gene-edited on
migration and invasion ability. Briefly, 100 ng aliquots of RNA were hybridized with probe pools,
hybridization buffer, and TagSet reagents in a total volume of 30 uL and incubated at 65 °C for 20 h.
After codeset hybridization overnight, the samples were washed and immobilized to a cartridge using
the Nanostring nCounter Prep Station (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) for 4 h. Finally,
the cartridges containing immobilized and aligned reporter complexes were scanned in the nCounter
Digital Analyzer (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA), and image data were subsequently
generated using the high-resolution setting, which takes 577 images per sample. Quality control
assessment of raw NanoString gene expression counts was performed with nSolver Analysis Software
version 2.5 and the default settings (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA). Normalization with
internal positive controls and housekeeping genes was performed in R statistical environment using
NanostringNorm package [48]. Normalized log2 mRNA expression values were used for subsequent
data analysis. Genes with fold change (FC) +2 and p < 0.05 were considered significant.

2.12. xCELLigence Proliferation Assay

U251 MTAP—/- and SW1088 MTAP+/+ cell proliferation was monitored with a real-time cell
analyzer using XCELLigence Technology (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA). This
impedance value was measured by the Real Time Cell Analysis Dual purpose (RTCA DP) system and
is reported in the dimensionless unit of cell index. Prior to seeding of cells in the 96-well E-plate, 100 uL
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) was added to wells, and background was recorded.
U251 MTAP—/—; U251 EV; U251 WT and SW1088 MTAP+/+; SW1088 LB; SW1088 WT were split, and
5-10 x 102 cells in 100 uL of media supplemented with fetal bovine serum (FBS; 10%) were added to
each well. Real-time monitoring of cell proliferation measured as cell index was recorded every 5 min
for up to 72 h. Data represent changes in cell index over time.

2.13. Transwell Migration Assay

Boyden chamber type Transwell permeable supports (Corning, Chelmsford St. Lowell, MA, USA)
were used to examine the ability of cells to invade the 8 um pore size membrane (1 x 10° pores/cm?)
and migrate through the polyethylene terephthalate (PET)-membrane surface. The CRISPR-edited cell
line (U251 MTAP—/-) and the stable expression cell line (SW1088 MTAP+/+) beside the control cell
lines were seeded into the inner chamber at 5 x 10* and 10 x 10%, respectively, in 500 uL. of DMEM
without serum and allowed to migrate onto the coated undersurface at 37 °C in a CO, incubator
for 24 h. At the bottom, 750 uL. of DMEM supplemented with 10% FBS was added to the chambers.
Migrated cells were fixed and stained with hematoxylin and eosin for three minutes followed by
phosphate-buffered saline (PBS) washing of the membranes. The migrated cells in each well were
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counted in ten different fields per experiment under the microscope. The mean values were obtained
from three replicate experiments and were subjected to t-test.

2.14. Cell Invasion Assay

U251 MTAP—/- and SW1088 MTAP+/+ beside control cells were cultured to near confluence
in DMEM+10% FBS. Cells were harvested by trypsinization and washed and suspended in DMEM
without serum at 2 X 10° and 4 x 10° cells/mL. Prior to preparing the cell suspension, the dried layer of
matrigel matrix was rehydrated with serum-free DMEM for 1 h at 37 °C. The rehydration solution was
carefully removed, 750 uL. DMEM containing 10% FBS was added to each well as a chemoattractant,
and 500 pL (1-2 x 107 cells) of cell suspension was added into the inner chamber Corning, Chelmsford
St. Lowell, MA, USA). The plates were incubated for 24 h at 37 °C. The invasive cells on the bottom
surface of the membrane were fixed and stained with hematoxylin and eosin for three minutes followed
by 1X PBS washing of the membranes. The migrated cells in each well were counted in ten different
fields per experiment under the microscope. The mean values were obtained from three replicate
experiments and were subjected to t-test.

2.15. Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using SPSS version 24 for Windows ™ (IBM, Chicago, Tll,
USA) considering statistically significant values of p < 0.05. Levene and Kolmogorov—-Smirnov tests
were performed to test the variance and the normality of the data. One-way ANOVA or Kruskal-Wallis
tests were performed to compare copy number, expression, and methylation of MTAP profiles. ANOVA
followed by Tukey post hoc test was performed to evaluate MTAP expression in glioblastoma subtypes.
The association between clinicopathological categorical variables and MTAP was analyzed by Pearson’s
chi-square test or Fisher exact test. The overall survival (OS) analysis was done by constructing
Kaplan-Meier curves, and the log-rank test was applied for the comparison between the obtained
curves. OS was defined as the time between the date of diagnosis and the date of the patient’s last
information or death. Cell line experiments were analyzed with Student’s t-test and are expressed as
mean values of at least three independent experiments + standard errors. Differences were considered
significant at * p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.

3. Results

3.1. Loss of MTAP Expression is Associated with 9p21 Locus Deletion in Gliomas

Initially, in order to understand the molecular mechanism underlying MTAP expression,
we investigated the impact of copy number alteration (CNA) of 9p21 locus on MTAP mRNA expression
levels in a TCGA-GBM dataset (n = 350). As shown in Figure 1A, MTAP gene expression was
significantly (p < 0.01) lower in the homozygously deleted group (n = 169) than in those with normal
ploidy (n = 181). Since MTAP regulation can also occur by epigenetic mechanisms [27], we then
evaluated the association of MTAP mRNA expression and the methylation status in 283 samples from
the TCGA-GBM dataset (Figure 1B). MTAP gene promoter was methylated in 60 of 283 (21.2%) samples.
However, no association of methylation status and MTAP expression levels in glioblastomas was
observed (Figure 1B, p = 0.633). Additionally, we evaluated the MTAP expression levels in the five
molecular subtypes of TCGA-GBM (n = 291) (Table 1). We found loss of MTAP expression greater than
50% in almost all subtypes analyzed, except for the glioma CpG island methylator phenotype (G-CIMP)
(Table 1). The classical subtype presented a higher frequency of loss of MTAP gene expression with
65.2% (43/66) against only 7.4% (2/25) for the G-CIMP+ subtype (p < 0.001) (Table 1).
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Figure 1. Analysis of MTAP mRNA expression in The Cancer Genome Atlas glioblastoma (TCGA-GBM)
dataset correlates to copy number alterations (CNA) status for 9p21 locus and MTAP promoter
methylation. (A) Box-plot analysis showing downregulation in MTAP expression in 9p21 homozygous
deleted samples compared to matched normal samples (p-value < 0.01). (B) Box-plot of MTAP
expression and promoter methylation in TGCA-GBM dataset. ns: not significant p-value.

Table 1. MTAP differential expression in subtypes of glioblastoma.

Subtype MTAP Positive MTAP Negative Total p-Value
Classical 23 (34.8%) 43 (65.2%) 66 (100%) <0.001
Mesenchymal 36 (41.9%) 50 (58.1%) 86 (100%)
Neural 19 (37.3%) 32 (62.7%) 51 (100%)
Proneural 30 (49.2%) 31 (50.8%) 61 (100%)
G-CIMP+ 25 (92.6%) 2(7.4%) 27 (100%)

G-CIMP+: glioma-CpG island methylator phenotype.

Next, in a set of eleven established and seven short-term primary gliomas cells, we compared
MTAP copy number with MTAP mRNA and protein expression by RT-qPCR and Western blot,
respectively (Supplementary Table S1). Overall, we found loss of MTAP mRNA expression in 33.3%
(6/18) of the cell lines evaluated (Figure 2), particularly in 36.3% (4/11) of established cell lines, with 25%
(1/4) for pediatric and 42.8% (3/7) for adult glioma cell lines (Figure 2A), and 29% (2/7) of patient-derived
glioma cell lines (Figure 2B). A 100% concordance was found between protein and mRNA levels
(Figure 2C-F). Of note, 40% (6/15) of high-grade glioma (HGG; WHO grade III-IV) cell lines presented
loss of MTAP expression, contrasting with 0% in low-grade glioma (LGG; WHO grade I-1I) cell lines
(0/3) (Figure 2A,B). Considering only the GBM subtype, a lack of MTAP mRNA and protein expression
was found in 33.3% (4/12) of samples, with 44.4% (4/9) of adult GBM cell lines having no detectable
MTAP in the cell extracts (Figure 2C,D). These results suggest that MTAP loss of expression is associated
with higher-grade gliomas.
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Figure 2. Loss of MTAP expression is more present in high-grade glioma (HGG) cell lines. MTAP
protein expression analysis of established (A) and short-term primary glioma cells (B) assessed by
Western blotting. Plot representative of MTAP protein (C,D) and gene (E,F) expression in glioma cell
lines. Samples were normalized to HPRT-1 (mRNA) and beta-actin (ACTB) (protein) as an endogenous
control. Abbreviations: CTRL+: positive control.

3.2. MTAP Expression Profile and Clinicopathological Association in Gliomas

We further evaluated MTAP protein expression by immunohistochemistry in a large set of diffuse
gliomas (n = 507) (Table 2 and Figure 3). Overall, we found loss of MTAP expression in 45.95%
(233/507) of cases, this being observed in 27.8% (5/18) of diffuse astrocytoma, 50.0% (12/24) of anaplastic
astrocytoma, 45.6% (193/423) of adult glioblastoma, and 54.8% (23/42) of pediatric glioblastoma
(Figure 3A-E). When we stratified the samples by grade, the loss of MTAP expression in the high-grade
glioma subgroup was almost two-fold greater (46.6%, 228/489) than in the low-grade glioma subgroup
(27.8%; 5/18) (Table 2 and Figure 3E). However, we did not observe a significant association between
MTAP expression and other patients’ clinicopathological features, such as gender, age, or Karnofsky
Performance Status (KPS), except for tumor location (p = 0.013) (Table 2).
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Table 2. Clinicopathological features of glioma patients and association with MTAP expression.

MTAP Expression
Total (%) Negative (%)  Positive (%) p-Value
M 300 (6L1) 141470 159 (53.0) 0,503
Female 191 (38.9) 83 (43.5) 108 (56.5)
Age group (N = 504)
0-19 49 9.7) 26 (53.1) 23 (46.9) 0479
20-59 256 (50.8) 112 (43.8) 144 (56.2)
>59 199 (39.5) 92 (46.2) 107 (53.8)
Location (N = 210)
Frontal Lobe 88 (41.9) 24 (27.3) 64 (72.7) 0.013
Parietal Lobe 41 (19.5) 9(22.0) 32(78.0)
Temporal Lobe 66 (31.4) 28 (42.4) 38 (57.6)
Occipital Lobe 10 (4.8) 5 (50.0) 5 (50.0)
Cerebellum 5 (2.4) 4 (80.0) 1(20.0)
KPS (N = 168)
<70 75 (44.6) 11(14.7) 64 (85.3) 0.539
>70 93 (55.4) 18 (19.4) 75 (80.6)
Grade (N = 507)
Low Grade 18 (3.6) 5(27.8) 13 (72.2) 0.149
High Grade 489 (96.4) 228 (46.6) 261 (53.4)
Histologic Subtype (N = 507)
DA (WHO Grade II, NOS) 18 (3.6) 5(27.8) 13 (72.2) 0.272
AA (WHO Grade I, NOS) 24 @.7) 12 (50.0) 12 (50.0)
Ped. GBM (WHO Grade IV, NOS) 42 (8.3) 23 (54.8) 19 (45.2)
Ad. GBM (WHO Grade IV, NOS) 423 (83.4) 193 (45.6) 230 (54.4)
GBM status mutation (N = 460)
IDH1 mutation (N = 229)
No 220 (96.1) 117 (53.2) 103 (46.8) 0.185
Yes 9 (3.9) 7(77.8) 2(22.2)
TERT promoter mutation (N = 45)
No 11 (24.4) 3(27.3) 8 (72.7) 0.687
Yes 34 (75.6) 7 (20.6) 27 (79.4)
MGMT promoter methylation (N = 186)
No 120 (64.5) 75 (62.5) 45 (37.5) 0.753
Yes 66 (35.5) 39 (59.1) 27 (40.9)

Abbreviation: DA: diffuse astrocytoma, AA: anaplastic astrocytoma, Ped. GBM: pediatric glioblastoma, Ad. GBM:
adult glioblastoma KPS: Karnofsky Performance Status, NOS: not otherwise specified. T-test (p < 0.05).

Following the assessment of TERT, IDH1 mutational profile, and MGMT methylation status in a
subset of cases, the association of these molecular alterations with the loss of MTAP protein expression
was evaluated. No significant association was observed (Table 2).

Importantly, we evaluated the impact of MTAP expression on overall survival (OS) of patients
diagnosed with GBMs. In total, 398 adult patients were included in the OS analysis from which 83.1%
(n = 331) died during total observation time: 76.6% (n = 138) in the MTAP-negative group and 88.5%
(n = 193) in the MTAP-positive group (Figure 4A). We found that, in adult glioblastoma, patients
exhibiting a lack of MTAP expression had better survival than those presenting MTAP expression

(median survival of 9.8+0.86 vs. 6.23+0.70 months, respectively, p = 0.00023 in log-rank test) (Figure 4A).
Two-year OS rates were 10.6% for the MTAP-negative group and 7.6% for the MTAP-positive group.

In the pediatric context, 40 pediatric glioblastoma patients included in the analysis—86.3% (n = 19)
in the MTAP-negative group and 77.7% (n = 14) in the MTAP-positive group—died during the total
observational time (Figure 4B). There was no association of MTAP loss and patients” OS, with a median
OS of 13.0+1.71 months in the MTAP-negative group and 14.0+4.83 months for the MTAP-positive
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group (p = 0.499 in log-rank test) (Figure 4B). The two-year OS rates were 7.2% and 5.56% for
MTAP-negative and MTAP-positive groups, respectively.

In order to extend these findings, we performed in silico survival analysis considering CNA status
in TCGA-GBM datasets (n = 246). The analysis did not demonstrate a significant difference between
MTAP CNA and overall survival (Figure 4C; p = 0.942). We further evaluated disease-free survival
(DFS) considering relapse and death as endpoints. Similarly, the five-year DFS was not different
between MTAP groups (Figure 4D; p = 0.230).
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Figure 3. Immunohistochemistry staining for MTAP in human brain tumor tissues. The human brain
tissue slide used for this study contained 507 cases of patients with different grades of gliomas in
duplicates. Representative images from (A) normal cerebellum tissue (positive control); (400x) (B)
diffuse astrocytoma (grade II); (400x) (C) anaplastic astrocytoma (grade III); 400x (D) glioblastoma
(grade 1V); 400x. Arrows indicate vessels with endothelial staining for MTAP protein (positive
internal control). (E) Frequency of loss of MTAP protein expression in the glioma dataset according to
histologic subtype.
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Figure 4. Kaplan-Meier analysis for MTAP expression associated with patient survival. Overall
survival for a series of patients with glioma diagnosis according to histopathological grade. Shown for
(A) adult glioblastoma, (B) pediatric glioblastoma, and (C) TCGA-GBM dataset status and (D) five-year
disease-free survival (DFS) for TCGA-GBM dataset.

3.3. MTAP Cell Line Editing and Differential Gene Expression

To further underpin the MTAP biological role in gliomas, the U251 cell line, which expressed MTAP,
was transfected with MTAP CRISPR/Cas9 KO to create the stable knockout clones (U251MTAP—/-).
On the other hand, SW1088 cells that normally do not express MTAP were transduced by the MTAP
human lentivirus to establish MTAP expression clones (SW1088MTAP+/+). Stable cell lines were
confirmed by Western blotting post puromycin selection (Supplementary Figure S1).

After MTAP gene editing, the transcriptomic profiles of U251MTAP—/- and SW1088MTAP+/+
cells as well as control cells (U251EV and SW1088LB) and parental cells (U251WT and SW1088WT) were
evaluated for the expression of specific genes using the NanoString PanCancer Pathways Panel, which
assessed thirteen canonical pathways (Notch, Wnt, Hedgehog, chromatin modification, transcriptional
regulation, DNA damage control, transforming growth factor-beta (TGF-beta), mitogen-activated
protein kinase (MAPK), The Janus kinase/signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT),
Phosphoinositide 3-kinase (PI3K), RAS, cell cycle, and apoptosis). In the U251 cells, we found that
the U251MTAP—/~ clone showed 17 differentially expressed genes in comparison with controls, with
seven (ANGPT1, NGFR, FN1, COL11A1, SPP1, RASGRF1, and MAPK10) being associated with the
PIBK/RAS/MAPK pathways, three (TGFBR2, THBS1, and BMP5) with the TGF-3 pathway, two (IDH2
and ERBB2) belonging to the Driver pathway, and five genes (TNFSF10, SFRP1, PLAT, NOTCH1, and
BRIP1) associated with other pathways (Figure 5A, Supplementary Table S2). When analyzing only
differentially expressed genes (p. adjusted <0.05; log,FC2+2), we found six upregulated (ANGPTI,
FN1, NGFR, RASGRF1, THBS1, and TNFSF10) and three downregulated genes (BMP5, COL11A1, and
MAPK10) in the MTAP KO cells (Figure 5B).

We further performed the same approach in the SW1088 gene-edited cells. In the SW1088MTAP+/+
clone, we observed significant alterations in six genes (IL6R, GPC4, IL13RA2, MAP2K6, E2F5, and
ETV1) belonging to JAK-STAT, PI3K, WNT, MAPK, transcriptional regulation, and apoptosis pathways
(Figure 5C, Supplementary Table S3). Following adjustment (p-adjusted <0.05; Log,FC>22), only
GPC4 and IL13RA2 were differentially expressed when compared with control cells (Figure 5D,
Supplementary Table S3). Subsequently, an analysis of the functional connections among the proteins
encoded by the 17 and the six genes differently expressed by U251MTAP~/— and SW1088MTAP+/+
was performed using STRING software. For U251MTAP—/- cell, 11 of 17 genes had at least two
connections, as shown in Figure 5E. Notably, these 11 genes were centered on five genes (NOTCH1,
ANGPT1, ERBB2, THBS1, and FN1). On the other hand, for SW1088MTAP+/+, only IL6R and MAP2K6
showed the signal connection (Figure 5F).
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Figure 5. Detection of differentially expressed genes affected by MTAP gene-edited in glioma cell
lines. (A) Heatmap representing the expression profile of the most differentially expressed genes for
U25IMTAP—/— cell compared to U251EV and U25TWT cells. (B) Bar plots showing gene expression as
the mean SD of log changes of U251MTAP—/- relative to U251EV and U251WT cells. (C) Heatmap
representing the expression profile of the most differentially expressed genes for SW1088MTAP+/+
cell compared to SW1088LB and SW1088WT cells. (D) Bar plots showing the gene expression as the
mean SD of log changes of SW1088MTAP+/+ relative to SW1088LB and SW1088WT cells. (E F) Isolated
networks of protein—protein interaction using STRING (http://www.string-db.org). The weight of these
lines represents the confidence within which a predicted interaction occurs. Interactions networks for
17 and six proteins differentially regulated in U251MTAP—/— and SW1088MTAP+/+ cells compared to
controls U251EV and SW1088LB, respectively. Rows represent genes and columns represent cell lines.
Red pixels: upregulated genes; blue pixels: downregulated genes. The intensity of each color denotes
the standardized ratio between each value and the average expression of each gene across all samples.
Each sphere represents an individual protein, and edges represent protein-protein associations. A red
line indicates the presence of fusion evidence; a green line indicates neighborhood evidence; a blue
line indicates co-occurrence evidence; a purple line indicates experimental evidence; a yellow line
indicates text-mining evidence; a light blue line indicates database evidence; and a black line indicates
co-expression evidence. Asterisks () labeling the bar indicates a significant difference (p-value < 0.05
and log,FC>+2) between the gene expression of respective groups and the control. The network nodes
represent proteins. Edges represent protein—protein associations. Student t-test: * p <0.05,**p <0.01,
*** p <0.001, ns: not significant
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3.4. MTAP Deletion Does Not Modulate Glioma Cell Proliferation

To address the functional impact on cell proliferation, U25IMTAP-/—, U251EV, and U251WT
(1x10° cells) as well as SW1088MTAP+/+, SW1088LB, and SW1088WT (5 x 103 cells) were seeded in
E-plates, and then the cell index and the doubling time were evaluated (Figure 6). We observed that
U251MTAP—/- showed analogous kinetic trace characteristics when compared to U251EV after 72 h
(Figure 6A). When we analyzed the cell doubling time, within 24 h (cell doubling time 2.36 + 1.51
vs. 3.32 + 0.88; p = 0.400) and persisting up to 72 h (cell doubling time; 10.36 + 1.64 vs. 11.64 + 1.40,
p = 0.800), the U251MTAP—/~ cell showed increased proliferation rates in relation to U251EV, although
it did not show a significant difference (Figure 6B, 24 h: p > 0.999; 48 h: p > 0.999; 72 h: p = 0.547).
Likewise, the SW1088MTAP+/+ cells did not exhibit distinct proliferation rates (Figure 6C, p > 0.05)
and doubling time (Figure 6D, 24 h: p = 0.700; 48 h: p = 0.885; 72 h: p = 0.885) when compared with the
control clone (SW1088LB). Together, these results suggest that the MTAP gene alone does not modulate
cell proliferation.
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Figure 6. Dynamic monitoring of cell proliferation using impedance technology. Cell index values
representative for U251MTAP—/— vs. U251EV (A) and SW1088MTAP+/+ vs. SW1088LB (C) measured
by the Real Time Cell Analysis (RTCA) assay for 90 h. Plot representative of cell index and doubling
time at 24, 48, and 72 h for U25IMTAP—/— vs. U251EV (B) and SW1088MTAP+/+ vs. SW1088LB (D).
Plot representative of three independent experiments. Student t-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
ns: not significant.

3.5. Loss of MTAP Gene is Not Associated with Cell Migration and Invasion

To investigate whether the loss of MTAP could affect glioma cell motility and invasiveness, we
used the transwell cell migration assay (Figure 7A,B). U25IMTAP—/~ cells promoted decreased ability
of migration compared with U251EV by 10% (U251MTAP—/—- 552.5 + 205.3 vs. U251EV: 614.2 + 223)
(Figure 7A, p > 0.999), while the overexpressed clone SW1088MTAP+/+ showed an increase in migration
ability about of 19% (SW1088LB: 557.8+40.8 vs. SW1088MTAP+/+: 687.6 + 138.1) (Figure 7B, p = 0.400).
Regarding the invasive properties of edited cells, as shown in Figure 7C, U251EV cells (601.7 + 201.6)
exhibited an 8% greater invasion compared to U251MTAP—/— (553.5 + 92.1), yet it was not statistically
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significant (p = 0.857). Likewise, an increase of SW1088MTAP+/+ invasion was observed in ~12%
(SW1088MTAP+/+: 264.3 + 50.7 vs. SW1088LB: 230.7 + 31.9) compared to SW1088LB cell, also not
statistically significant (Figure 7D, p = 0.628). Moreover, we obtained similar results when comparing
U251MTAP—/— and SW1088MTAP+/+ with U251WT and SW1088WT parental controls, respectively

(data not shown).
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Figure 7. MTAP gene does not modulate migration and invasion abilities. Migration potential in
both clone cell lines U251MTAP—/~ (A) and SW1088MTAP+/+ (B) compared to controls (U251EV and
SW1088LB) measured by Transwell assays and expressed as relative cell population. Transmembrane
invasion assay of U25IMTAP—/— (C) and SW1088MTAP+/+ (D) compared to controls (U251EV and
SW1088LB). Quantification of migrated and invaded cells numbers per field. A minimum of 10 fields

of two separate wells within each experiment were analyzed. The graphs represent data from three
separate experiments. Student t-test: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns: not significant.
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Next, to support in vitro results, we evaluated the differential expression of 24 genes associated
with invasion and migration processes. Only two of these genes were differently expressed in the
U251 MTAP gene-edited cell line compared to U251EV cells (Supplementary Figure S2A). The FN1
gene was found to be upregulated (logo FC = 2.26; p = 0.0006) and, inversely, MAPK10 was found
downregulated (log,FC = -3.28; p < 0.0001) in U251MTAP—/- compared to U251EV (Supplementary
Figure S2C). Furthermore, no differential expression was found between SW1088MTAP+/+ and control
(Supplementary Figure S2C).

4. Discussion

In the present study, we evaluated MTAP expression in a large series of gliomas. Moreover, by
using a genome edition gain- or loss-of MTAP-function approach in glioma cell lines, we explored
MTAP biological impact on gliomas. We observed that, despite the frequent loss of MTAP expression in
high-grade gliomas, MTAP was not associated with a worse outcome, and the in vitro models showed
that MTAP does not affect cell line proliferation, invasion, and migration.

Initially, using an in silico approach, we showed that 48% (168/350) of gliomas had 9p21 locus
deleted, and this deletion was directly associated with reduced MTAP expression. In fact, Zhao and
Zhao in a tumor suppressor pan-cancer study reported the association between copy number loss
(9p21) and reduced MTAP mRNA expression [49]. In addition, the homozygous deletion of 9p21
locus was identified to be significantly associated with a decrease of MTAP (mRNA and protein)
expression levels [50]. This region of the human genome is especially interesting because MTAP is
located close to a fragile site [51]. The deletion of this region usually causes co-deletion of MTAP and
some classic and well-known tumor suppressor genes such as CDKN2A/B [52]. The cyclin-dependent
kinase inhibitor 2A (CDKN2A) and the cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (CDKN2B) genes both
encode putative regulators of cyclin-dependent kinases on chromosome 9p21 that could lead to
uncontrolled cell proliferation and have been associated with poor prognosis in many cancer types
included gliomas [23,53-55]. The 9p21 chromosomal region deletion is rare in grade I but frequent
in grade IV glioma [39]. Our findings, in combination with the detection of other biomarkers, show
CDKN2A/B could be used to predict 9p21 deletion and to stratify patients for stricter surveillance.
By analyzing the TCGA-GBM dataset, we also observed that deletion, rather than MTAP promoter
methylation, is associated with MTAP mRNA expression. Our results contrast with a recent study that
found a significant association of MTAP methylation with gene expression [40]. However, Hansen
et al. observed a very low coefficient of determination (R2) (0.19) with a low correlation coefficient
(R) value (0.44) clearly below the values considered as strong correlation (>0.6); therefore, caution
should be taken in interpreting the reported correlation between DNA promoter methylation and
MTAP expression described [40].

We then evaluated MTAP expression profile in accordance with the molecular subtype of
glioblastomas described by Verhaak et al. [56] and Noushmehr et al. [16]. When using the TCGA-GBM
dataset, we observed that MTAP loss of expression was more pronounced within the classical subtype
(65.2%), corroborating previous reports that patients with classical subtype are characterized by
CDKN2A gene deletion that is contiguous with the MTAP gene [26]. On the other hand, only 7.4% of
the G-CIMP glioblastomas showed loss of MTAP, which is associated with secondary glioblastoma,
tumor-harboring mutation of the IDH1 gene, and lesions that progressed from LGG [16,57,58].

In glioma cell lines, we observed loss of MTAP in high-grade glioma cells, contrasting with
low-grade glioma (40% vs. 0%). Interestingly, there was no loss of MTAP expression in pediatric GBM
cell lines, whereas 50% (4/8) of adult GBM cell lines presented the loss of expression. These findings
are in line with the less frequent (10-19%) 9p21 locus deletion event in pediatric HGG cases [8,59].

We further characterized MTAP expression by IHC, and we sought to associate it with its prognostic
value. We previously reported that MTAP loss occurs in less than 15% of pilocytic astrocytomas
(WHO grade I) [42]. Herein, we extended the immunohistochemistry analysis to a large set of diffuse
infiltrative astrocytomas and observed association between loss of MTAP expression and malignancy
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grade of gliomas. This result is in line with the report by Suzuki et al. [60] that identified the high
frequency of MTAP deletion (60%) in glioblastoma series but rare presence in low-grade glioma [39,42].
Differently, in glioma cell lines, the loss of MTAP for pediatric glioblastoma (54.8%) was higher than in
adult glioblastoma (45.6%) series. This finding was unexpected and may suggest that our series of
pediatric GBM harbored histological characteristics such as those described in the receptor tyrosine
kinases (RTK) II classic subgroup. These tumors exhibit features of copy number alterations of adult
glioblastomas [8,61]. In a recent study, Frazao et al. [39] identified, in a series of pediatric gliomas, rare
episodes of deletion in grade I glioma (12.2%) but frequent 9p21 deletion in high-grade glioma (62.5%).
These results point to the correlation of MTAP deficiency with increased malignancy and histological
subtype of gliomas [11,38,42,50,60].

Despite the frequent loss of expression associated with higher-grade lesions, when evaluating
its clinical impact in our HGG and adult GBM cases, the loss of MTAP was surprisingly correlated
with a better prognosis. One hypothesis that may explain this fact is that patients diagnosed with
the classical subtype (frequent chromosome 9p deletion) presented better survival after intensive
therapy (chemotherapy/radiotherapy) [56]. Our dataset is composed of patients with primary GBM
characteristics (median age of 59 years, IDHI-mutated in 3.9%) with 79% (287/363) having undergone
chemo or radiotherapy treatment, corroborating this result. In addition, through the bioinformatics
approach, we did not observe any association of MTAP expression/deletion with overall survival
(p = 0.942) and disease-free survival (p = 0.230) from the TCGA-GBM dataset. These results are not in
accordance with Hansen et al. [40], which also analyzed the TCGA-GBM dataset and reported that
MTAP-deleted cases presented worse disease-free survival (DFS) when compared to MTAP-normal
patients. The lack of accuracy of DFS in GBM prognostic evolution, particularly outside a clinical
trial assessment, is already known; therefore, overall survival (OS) is the most used criterion. When
analyzing the same TCGA GBM dataset, we observed that MTAP-deleted patients did not show a
worse OS when compared with MTAP-normal patients. Additionally, in agreement with Hansen et
al. [40], we performed the DFS analysis of the same GBM dataset, considering the gold standard DFS
endpoints (7), namely relapse and death events, different to the study by Hansen that only considered
relapse and censured the events of death. The results also showed a lack of association between MTAP
deletion and GBM patients’ prognosis.

Our NanoString Pan-Cancer Panel analysis of MTAP gene-edited cell lines showed a significantly
altered expression of genes associated with RAS/MAPK/PI3K-AKT and apoptosis pathways after
MTAP gene knockout. Signaling by these pathways governs fundamental physiological processes,
such as cell proliferation, differentiation, metabolism, cell death, and survival [62-64]. Out of
nine genes differentially expressed in our study, five are included in the PI3K-AKT pathway, with
three of them—FN1, NGFR, and THBS1—being associated with tumor progression [65-68]. Besides,
upregulated ANGPT1 and downregulated COI11A1 are related to a better prognosis in lung cancer
metastasis and proliferation in colorectal cancer [68,69]. Another gene, TNFSF10, was identified as
upregulated in U251IMTAP~/~. This gene is frequently associated with the pro-apoptotic process by
caspase 8 activation [70,71]. Curiously, only two genes, GPC4 and ILI3RA2, showed altered expression
for SW1088MTAP+/+ cell line when compared to the control. These two genes exhibit differential
expression and controversial function in various tumors acting as tumor promoters and inhibitors in a
cancer type-specific manner [72-75].

Importantly, in U251MTAP—/- and SW1088MTAP+/+ edited glioma cells, we showed that
MTAP does not regulate glioma cell proliferation, migration, and invasion mechanisms, major cancer
biological features of classic tumor suppressor genes. The results are consistent with the ones observed
in our mRNA expression analysis obtained by the Pan-Cancer Pathway Panel assay. For these genes,
significant differences were observed only for FNT and MAPK10 between U251MTAP~/- and U251EV
without difference for other genes evaluated. A recent study with prostate cancer cells silenced for
MTAP also showed similar growth rates to controls [33]. Furthermore, it was observed in hepatocellular
carcinoma that the re-expression of MTAP did not change the proliferation rates when compared to
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mock controls [28]. In gliomas, a recent study showed compelling data that MTAP loss is responsible
for epigenetic remodeling and stemness properties [40]. The comparison of the present study with
Hansen et al. [40] shows an important limitation related to culture systems. Our findings were obtained
from 2D monolayer cultures, a high-serum adherent culture system that failed to maintain glioma
stem-like subpopulation of cells and overrepresented only neoplastic cells [76]. We highlight that
the process of in vitro culturing of GBM cells is fraught with challenges [77]. Although Hansen and
colleagues provided the first evidence for relevance of MTAP loss in stemness-induction in GBM, their
study also failed to account for a wide range of factors known to influence tumor growth, migration,
invasion, and resistance to therapy. Therefore, for now, despite efforts, there is a lack of satisfactory
methods for detailed monitoring of molecular and cellular determinants of tumor growth in patients
as well as ideal in vitro systems for modeling of these processes [77]. Thus, additional studies with
implementation of new culture models that better recapitulate the complex reality of glioma growing
in situ are warranted to address this topic.

MTAP has been reported as an important therapeutic regulator. It may contribute to selective
therapy with thiopurines in combination with MTA in MTAP-deleted tumors as a strategy to induce
selective cell death [19,40,78]. However, in the context of treatment strategy, MTAP status as a factor of
molecular vulnerability to increase the efficacy of treatment in patients with glioma should be further
studied with caution. Our data provide arguments towards the lack of strong biological importance of
MTAP in gliomagenesis. Clearly, a better understanding of the molecular changes of MTAP-depleted
cells is needed to exploit this direct and indirect molecular vulnerability, increasing the efficacy of
treatment in patients with glioma.

In summary, the present work showed that loss of MTAP expression is a frequent event in
high-grade gliomas. In silico and in vitro models provided evidences towards the lack of strong
biological importance of MTAP in gliomas. This study also showed that, despite the frequent loss of
MTAP, it does not have a clinical impact in survival and does not act as a canonic tumor suppressor
gene in gliomas.
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Appendix A

Appendix A.1. Cell Lines

One cell line derived from normal astrocytes (NHA), seven primary glioma cell lines, and 11 human
glioma cell lines were evaluated. Human glioma cell lines were as follows: U251 (obtained from
Costello Laboratory), GAMG (obtained from DSMZ, German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures), RES259, SF188, UW479, and KNS42 (obtained from Bax et al. [79] ), A172, U87MG, SW1088,
SW1783, and T98G (obtained from ATCC, American Type Culture Collection), NHA (obtained from The
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). NHA, pediatric, and adult glioma cell
lines (RES259, SF188, UW479, KNS42, U251, GAMG, A172, US7MG, SW1088, SW1783, and T98G) were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (GIBCO ®), Paisley, Scotland, UK). Cell culture
media were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (GIBCO ®), Paisley, Scotland, UK) and 1%
penicillin-streptomycin (P/S) (GIBCO®), Paisley, Scotland, UK). Primary short-term and immortalized
glioma cell lines (HCB27, HCB28, HCB18, HCB149, HCB29, HCB2, and HCB151) established at Hospital
de Cancer de Barretos, Brazil [80,81] were cultured in DMEM medium supplemented with 10% FBS
and 1% P/S. All cell lines were checked for the absence of mycoplasma infection. Authentication of
cell lines was performed and confirmed by short tandem repeat (STR) DNA typing according to the
International Reference Standard for Authentication of Human Cell Lines.

Appendix A.2. Gene Editing

Appendix A.2.1. CRISPR/Cas9-Mediated MTAP Gene Editing

The U251 cell line was transfected with CRISPR/Cas9 KO (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA) according to the modified supplier’s protocol. Briefly, in a six-well tissue culture plate, 2.5 x
10° cells were seeded in 1 mL of DMEM medium supplemented with FBS at 10% per well, at 37 °C and
supplemented with 5% CO; per 24 h until reaching 70-90% of confluence. Next, DMEM medium was
removed, and 200 uL of opti-MEM was added into wells and cultivated at 37 °C and 5% of CO; until
the transfection solutions were ready. For solution A, 1.5 ug of MTAP CRISPR/Cas9 KO plasmid (h)
(sc-406223) and 1.5 ug of MTAP HDR Plasmid (h) (sc-406223-HDR) or 3.0 ug of Control CRISPR/Cas9
Plasmid (sc-418922) were added into opti-MEM medium to bring the final volume to 150 uL. For
solution B, 15 uL of UltraCruz Transfection Reagent (sc-395739) was added into the opti-MEM medium
to a total of 150 uL. The Plasmid DNA solution (Solution A) was then added dropwise directly to the
UltraCruz Transfection Reagent (Solution B), vortexed, and incubated for 20 min at room temperature
(Solution C). Then, 300 uL of solution C was added into each well and incubated for 72 h under
conditions normally used to culture the cells. At72h post-transfection, the medium was aspirated,
and DMEM medium containing 10% of FSB and 5 ug/mL of puromycin antibiotic was added (Santa
Cruz, Dallas, USA #CAS 58-58-2) for 7 days. Every 3 days, the medium was aspirated, and new freshly
selective media were added into well. The success of MTAP CRISPR/Cas9 KO Plasmid and HDR
Plasmid was confirmed by the detection of the red fluorescent protein (RFP) via fluorescent microscopy
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and Western blotting assay. The stably deleted cell line was designated as U251 MTAP—/- and U251
EV for empty vector control as well as the wild type parental control (U251 WT).

Appendix A.2.2. Cell Transduction and Generation of MTAP Overexpressing Cell Line

The lentivirus for MTAP overexpression (MTAP Lentivirus Human, No. #LVP712487) and the
control lentivirus (pLenti-ITI-CMV-GFP-2A-Puro-Blank Control Lentiviral Vector, No. #L.V590) were
obtained commercially from Applied Biological Materials (ABM Inc.®, Richmond, BC, Canada). Stable
cell lines were generated by transducing the MTAP or the Blank control (without insert) and were
selected with 25 pg/mL puromycin according to the supplier’s protocol. First, to select the multiplicity
of infection (MOI), the green fluorescent protein (GFP) control (LV006) was transfected into the SW1088
cell line cultured in a 96-well tissue culture plate (TPP®, Lausanne, Vaud, Switzerland) at a MOI of 2,
4, 6,8, or 10. The success of GFP expression was observed under a fluorescence microscope (Leica,
Wetzlar, Hesse, Germany) after 48 h. An MOI=10 was selected for subsequent experiments, which
was adequate for sufficient genetic overexpression in the infected cells with minimum damage. After
that, 1 x 10* cells (SW1088) were seeded in a 96-well tissue culture plate in 100 uL of DMEM medium
supplemented with FBS at 10% per well at 37 °C and supplemented with 5% CO, overnight until
reaching 70-80% of confluence. Next, the DMEM medium was removed from wells and replaced with
150 pL of transduction mixture [Viral Plus transduction enhancer (G968) diluted 1:100 into MTAP
Lentiviral vector, #LVP712487 or Puro-Blank Lentivirus; #.V590; ABM Inc.®, Richmond, BC, Canada]
following incubation of the 96-plate at 37 °C with 5% CO, overnight. After 72 h, the DMEM medium
was removed and replaced with 100 uL of complete medium. Stably transfected cells were selected by
the addition of 25 ug/mL puromycin to the medium, which was changed every 3 days. The selection
was terminated after 7 days when the uninfected control cells were completely dead. The stably
expressing cell lines were designated as SW1088 MTAP+/+ and SW1088 LB for lentivirus blank control,
beyond the wild type cell line (SW1088 WT). The infected cells were selected using puromycin antibiotic
(25 ug/mL) for 10 days, and stable expression was confirmed by Western blot.
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Anexo K — Analise de sobrevida livre de doenga
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Andlise de Kaplan-Meier para expressdo de MTAP associado a sobrevida livre de
doenca para o dataset TCGA-GBM.



