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RESUMO

Individuos normais, em sua grande maioria, idosos acima de 65 anos de idade, podem
apresentar nas células do sangue periférico mutagbes somaticas relacionadas a
etiopatogénese das malignidades mieloides. Esse fenémeno, nomeado de
hematopoese clonal do idoso, esta associado ao risco aumentado para o
desenvolvimento de neoplasias sanguineas, o que leva a crer que essa seja uma
condigao pré-leucémica. Alguns dos genes acometidos possuem fungao de regulagao
epigenética ou atuam na edicdo do RNA mensageiro (splicing). Até o momento, ha
poucas evidéncias sobre o papel funcional desses marcadores na carcinogénese, o
que motiva os estudos baseados em modelagem das doengas malignas do sangue,
sobretudo, na era da edicdo genédmica. Com este intuito, foi realizado no presente
projeto de tese a geragdo e o estabelecimento de clones celulares, provindos da
linhagem hematopoética K562, editados geneticamente para os alvos DNMT3A
(R882H), TET2, SF3B1 (K700E) e SRSF2 (P95H). Uma linhagem estavel com
expresséao indutivel de eCas9 e EGFP foi gerada, e a partir dela, foram realizadas
transfecgdes subsequentes com os gRNAs especificos para a edigdo dos genes de
interesse. A presenga de mutagdes nos marcadores epigenéticos (DNMT3A e TET?2)
e SRSF2 nao alteraram a habilidade proliferativa, comparadas as células WT, ao
passo que a mutacdo SF3B1 K700E reduziu o crescimento dessas células. Esses
dados foram confirmados por ensaio de competi¢cao clonal in vitro e in vivo, realizados
em camundongos NSG. Além de impactar na viabilidade celular, a mutagdo em SF3B1
atribuiu resisténcia ao estresse genotoxico induzido por radiagdo gama. O mesmo
comportamento ndo foi observado em células SRSF2 P95H, demonstrando que o
fendtipo de resisténcia parece ser gene-especifico. Mudangas nos niveis de morte por
apoptose e presenca de sideroblastos em anel, figura displasica relacionada a
mutacdes no gene SF3B17, ndo foram observados em clones K562 editados para o
gene. Em contrapartida, células com mutagées em genes do spliceossoma (SF3B1,
SRSF2 e U2AF1) apresentaram expressdo aumentada da citocina IL-8, confirmada
por ELISA e gRT-PCR. Ensaios de co-cultura entre clones K562 SF3B1 WT e K700E
em presenca de IL8 e/ou IL-1ac mostraram que as citocinas n&o interferiram na
capacidade proliferativa dessas células. Esses resultados foram semelhantes aos
obtidos com o co-cultivo desses clones com células estromais obtidas a partir de
amostras de medula 6ssea de individuos saudaveis ou acometidos com malignidade
hematologica. A presenga de mutag¢des co-ocorrentes (TET2 e SF3B1T) diminuiram a
habilidade proliferativa dos clones afetados, além de induzir eritropoese espontanea
in vitro. Em conclusao, nossos dados sugerem que a mutagdo K700E no gene SF3B1
foi capaz de impactar na sobrevivéncia e na expressao de IL-8, citocina ja
contextualizada, anteriormente, com neoplasias da linhagem mieldide, em especial,
as sindromes mielodisplasicas. Além disso, a geragcdo desses modelos in vitro
permitira o melhor entendimento da relagdo bioldgica entre esses marcadores
genéticos e a fisiopatologia de doengas malignas do sangue.



ABSTRACT

Normal subjects, most of them older than 65 years, might present somatic mutations
related to myeloid malignancies in peripheral blood cells. This phenomenon is called
clonal hematopoiesis of the elderly and is associated with increased risk to the
development of blood cancer, suggesting this is a pre-leukemic condition. Some of the
genes affected by those mutations have epigenetic role or act on the mRNA editing
(splicing). So far, there is little evidence on the role of these markers in carcinogenesis,
which motivates studies based on modeling of malignant blood diseases, especially in
the genomic editing era. We carried out the generation and establishment of clones
genetically edited for DNMT3A (R882H), TET2, SF3B1 (K700E) and SRSF2 (P95H)
genes from K562 hematopoietic cell line. A stable cell lineage with inducible expression
of eCas9 and EGFP was generated, and subsequent transfections were performed
with the gRNAs specific for edition of the genes of interest. The presence of mutations
in epigenetic markers (DNMT3A and TET2) and SRSF2 did not change the cellular
proliferation compared to WT clones, whereas the SF3B1 K700E mutation reduced the
growth of these cells. These data were confirmed by clonal competition assay
performed in vitro and in vivo on NSG mice. In addition, the SF3B1 mutation attributed
resistance to genotoxic stress gamma radiation-induced. This behavior was not
observed in SRSF2 P95H cells, demonstrating this phenotype seems to be gene-
specific. Changes in the levels of apoptosis and presence of ring sideroblasts, a
dysplastic figure related to mutations in the SF3B1 gene, were not observed in K562
clones edited for the gene. In another hand, cells with mutations in spliceosome genes
(SF3B1, SRSF2 and U2AF1) showed increased expression of IL-8, confirmed by
ELISA and gRT-PCR. Co-culture assays between K562 SF3B1 WT and K700E clones
in the presence of IL-8 and / or IL-1a. showed those cytokines did not interfere the
proliferation. These results were similar such as the co-culture of those K562 clones
with stromal cells obtained from bone marrow samples from healthy or MDS patients.
The presence of co-occurring mutations (TET2 and SF3B7) decreased cellular
proliferation and induced spontaneous erythropoiesis in vitro. In conclusion, our data
suggest that the K700E mutation in the SF3B71 gene was able to impact the survival,
and expression of IL-8, a cytokine previously related to myeloid neoplasms, especially
MDS. In addition, the generation of these in vitro models will contribute to a better
understanding of the biological relationship between these genetic markers and the
malignant blood diseases.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Hematopoese: uma breve descricdo sobre um processo bastante

complexo

Proliferagdo e diferenciacdo sao fendbmenos celulares resultantes de uma
comunicagao intima entre ambiente e célula, que por sua vez, culmina na ativacao de
uma maquinaria molecular extremamente refinada denominada via de sinalizagao
(SUN et al., 2015). Ambos eventos, associados a morte celular, formam o tripé
biolégico indispensavel a ontogenia tecidual, ou até mesmo, a formagado de um
individuo per si. O sangue, tecido conjuntivo responsavel pelo transporte de gases e
biomoléculas para os diferentes 6rgaos, € composto majoritariamente por uma porgao
liquida, o que confere sua fluidez tecidual. Imersas neste grande fluido encontram-se
células sanguineas procedentes da medula 6ssea (MO), produto de proliferagéo e
diferenciagdo celular continua que garantem a manutengdo do tecido sanguineo,

processo esse conceituado como hematopoese.

A MO é um tecido conjuntivo de aspecto liquido-esponjoso localizado no interior
das cavidades centrais de ossos axiais e longos. Nas primeiras semanas do
desenvolvimento embrionario humano, a hematopoese primitiva ocorre,
transitoriamente, no saco vitelino. De seis semanas aos primeiros meses, o figado e
0 bago se tornam os principais produtores de células do sangue. Apos esse periodo,
a MO se estabelece como a unica fonte de novas células do sangue (HOFFBRAND;
MOSS, 2012). Ao nascimento, virtualmente, toda a MO é hematopoiética, ou MO
vermelha, mas posteriormente ocorre a sua substituicdo progressiva por gordura nos
ossos longos. Dessa forma, a capacidade de producgao intensa de células é perdida,
o que faz com que a funcdo hematopoética fique confinada ao esqueleto central e as
extremidades proximais do fémur e do umero (COMPSTON, 2002). Apesar disso, o
figado e o bago podem exercer papel hematopoético, sobretudo em condi¢des
patolégicas, desempenhando o que conhecemos como hematopoese extramedular
(HOFFBRAND; MOSS, 2012).

Do ponto de vista estrutural, a MO & um 6rgado extremamente complexo

composto por um repertorio celular hematopoético e nao-hematopoético. Além de

1



vasos, fibras conjuntivas e nervos, o estroma medular € composto por células de
suporte, tais como histiocitos, adipdcitos, fibroblastos e células endoteliais, todas
derivadas das células-tronco mesenquimais, responsaveis por estruturarem todo o
arcabouc¢o necessario para a manutencao e diferenciagdo das células hematopoéticas
(KIM; KIM; CHO, 2013). Ademais, osteoblastos e osteoclastos sdo encontrados
também na MO e garantem, sobretudo, a manutenc&o do tecido 6sseo (TRAVLOS,
2006). As células hematopoéticas imaturas sdo aquelas responsaveis pela produgao
de todo repertorio celular sanguineo, e serdo discutidas ao longo deste capitulo.

Ha diferentes modelos de hematopoese, entretanto, o mais aceito é o de
diferenciagdo hierarquica que inicia-se a partir de uma célula-tronco hematopoética
(CTH) pluripotente, que, por divisdo assimétrica, pode tanto se autorrenovar como dar
origem as distintas proles celulares (HOFFBRAND; MOSS, 2012) (Figura 1). A
capacidade de autorrenovacdo das CTH garante a produgdo continua das células
sanguineas, tendo em vista, que a manutengdo da populagdo tronco € um fator
limitante para a reconstituicao hematopoética. Na década de 50, foram publicados os
primeiros estudos que demonstraram reconstituicdo hematopoética em animais
irradiados transplantados com MO alogénica (JACOBSON et al., 1951; LORENZ et
al., 1951). S6 na década de 90 foi comprovado que a habilidade de sustentar a
hematopoese multiinhagem (mieloide/linfoide) era proveniente apenas de uma
subpopulagédo muito restrita, as CTH (MEDVINSKY; DZIERZAK, 1996; MULLER et
al., 1994). O numero exato de CTH que residem na MO humana é controverso, mas
acredita-se que elas representem, aproximadamente, 1 a cada 10° células
mononucleares encontradas na medula (HARRISON; ASTLE; LERNER, 1988;
MORRISON; UCHIDA; WEISSMAN, 1995). Ainda assim, a elevada capacidade
proliferativa dessas células é o que garante que cerca de 10" células sanguineas
sejam geradas diariamente (DOULATOQV et al., 2012).

As CTH podem ser classificadas em duas populacgdes distintas: As CTH long-
term (LT-CTH) e as short-term (ST-CTH). Esse conceito de duas popula¢des de CTH
surgiu a partir de ensaios in vivo que demonstraram que ambos grupos,
imunofenotipicamente distintos, eram capazes de promover reconstituicao
hematopoética: um a longo prazo (LT-CTH), e o outro, em tempo mais reduzido (ST-
CTH) (SEITA; WEISSMAN, 2010). A maioria das LT-CTH humanas, caracterizadas
pelos marcadores de superficie celular Lin"CD34"CD38-CD90*CD45RA-CD49f", esta

em estado de quiescéncia dentro de nichos especificos na MO. Quando perturbadas
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por estimulos intrinsecos ou extrinsecos se diferenciam em ST-CTH (Lin~
CD34*CD38"CD90-CD45RA-CDA49f"). Muitos sao os trabalhos que discutem o papel
e as diferencas entre essas duas populagdes de CTH, no entanto, o unico consenso
até o momento € a capacidade limitada de autorrenovagcdo das ST-CTH
(CHRISTENSEN; WEISSMAN, 2001; MORRISON; WEISSMAN, 1994; YANG et al.,
2005). Os progenitores hematopoéticos comuns sao estabelecidos a partir de ST-CTH
e apresentam um potencial restrito de diferenciagdo, originando células de uma
linhagem hematopoética especifica — mieloide ou linfoide. Alguns autores defendem
a existéncia de um progenitor multipotente (PMP) derivado das ST-CTH, que seria
capaz de diferenciar em progenitor hematopoético comum, independente da linhagem
(KONDO, 2010; MORRISON et al., 1997). Por outro lado, ha quem defenda que ST-
CTH e PMP, conceitualmente, retratam a mesma populacédo celular e que seriam
capazes de serem diferenciadas imunofenotipicamente apenas na hematopoese
murina (DOULATOQV et al., 2012).
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Figura 1 — Modelo hierarquico de hematopoese humana. A célula-tronco hematopoética (CTH),
representada no topo da imagem, origina os precursores comuns das linhagens mieloide e linfoide.
Essas células sdo capazes de diferenciar em precursores comprometidos, de forma a produzirem todos
os tipos celulares encontrados no sangue [Fonte: (RAD, 2006)].



Os progenitores linfoides comuns (PLC) sdo aqueles responsaveis pela
geracgao de todo repertorio linfoide, composto por linfécitos B e T, que apresentam
papel central na regulacdo e atividade efetora da imunidade adquirida, e células
natural killer (NK), células citotdxicas atuantes na imunidade nédo especifica. Em
contraste, as células da linhagem mieloide, composta por (1) eritrcitos (hemacias ou
glébulos vermelhos), (Il) plaquetas, (lll) mastocitos, (IV) mondcitos, e (V) granuldcitos
— neutrdfilos, basdfilos e eosindfilos, sdo provenientes dos progenitores mieloides
comuns (PMC). PMC apresentam oligopotencialidade e se diferenciarem em
progenitores eritrocitario-megacariocitico (PEM) e monocitico-granulocitico (PMG),
gerando série vermelha e plaquetas, e mondcitos e granuldcitos, respectivamente.
Células dendriticas podem ser provenientes de PLC e PMC e, portanto, ndo séo
claramente agrupadas em uma linhagem hematopoética especifica (MANZ et al.,
2001a, 2001b; TRAVER et al., 2000).

1.1.1 Regulagéo da hematopoese

Claramente, proliferacdo e diferenciagcado celulares sdo processos bastante
relevantes na hematopoese e estdo presentes ao longo de todas as etapas. A
interagao entre o repertério hematopoético e o microambiente medular é um fator
critico para a manutengao da plasticidade das CTH e a determinagédo do caminho
tomado por elas ao longo da hematopoese, além dos sinais intrinsecos, inerentes a

biologia da prépria célula.

Dentre os fatores extrinsecos, o nicho nas quais as CTH residem
provavelmente seja o mais importante. Osteoblastos interagem diretamente com CTH
através de moléculas de adesao do tipo N-caderina, que por sua vez induzem a
secrecao de catenina, ativando as vias de Wnt e Noftch, e culminando assim na
regulagao positiva e expansao dos precursores hematopoéticos primitivos (CALVI et
al., 2003). Além disso, estudos recentes sugerem que a deplecao dessas células de
suporte, ou a sua hiperativagdo mediada por mutagdo genética, sdo condigdes
suficientes para o desenvolvimento de leucemia ou condi¢cdes pré-leucémicas em
camundongos (KODE et al., 2014; KREVVATA et al., 2014).

O papel do endotélio vascular presente na MO nao € tao definido quanto ao do
nicho osteoblastico. Entretanto, células reticulares, que expressam altos niveis da
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quimiocina SDF-1, importante para a manutengcdo da CTH, estdo presentes no
endotélio sinusoidal em multiplos érgaos, incluindo a MO (AVECILLA et al., 2004; KIEL
et al., 2005; SUGIYAMA et al., 2006).

Os fatores de crescimento hematopoéticos sdo componentes importantes dos
sinais extrinsecos que regulam as CTH e progenitores. Em sua grande maioria, essas
biomoléculas soluveis sdo hormdnios glicoproteicos ou peptideos secretados por
células estromais, figado, rim e leucocitos (MOHLE; KANZ, 2007). Dentre esses
fatores, as citocinas, atuantes em toda a hierarquia hematopoética, talvez venham a
ser as principais protagonistas nesse processo de regulacdo. Interleucinas (IL),
eritropoietina (EPO), trombopoetina (TPO) e fatores estimulantes de colénias (CSF)
sdo exemplos importantes dessas biomoléculas. Por exemplo, o fator CTH (stem cell
factor, SCF) e TPO fornecem sinais de sobrevivéncia e promovem a proliferagao e
manutengao de CTH in vitro (EMA; NAKAUCHI, 2000; KELLER; ORTIZ; RUSCETTI,
1995; YOSHIHARA et al., 2007). Em 2008, Kent et. al. observaram que a intensidade
de ativagdo e o perfil transcricional das CTH eram modulados diretamente pelo
aumento gradativo de SCF no meio, evidenciando a regulagcdo extrinseca mediada
por esse fator (KENT et al., 2008). Adicionalmente, animais knock-out para c-kit e c-
mpl, receptores celulares para SCF e TPO, respectivamente, apresentaram
diminuicdo na quantidade de precursores troncos e capacidade reduzida de re-
populagdo de LT-CTH (KIMURA et al, 1998; MURONE; CARPENTER; DE
SAUVAGE, 1998).

De forma complementar, uma variedade de fatores intrinsecos também é
responsavel pela regulacdo das CTH, tais como status epigenémico, fatores e
reguladores da transcricdo génica, e reguladores do ciclo celular e apoptose.
Frequentemente, modelos de ganho (knock-in) e perda (knock-out) de fungéo séo
empregados para o estudo de potenciais fatores intrinsecos a célula, cujo objetivo &
determinar o impacto dos alvos moleculares sobre o fendtipo das CTH, sobretudo,
dentro da perspectiva funcional.

Fatores de transcrigdo (FT) s&o proteinas com atividade de ligagc&o a regides
especificas do DNA, que regulam a transcrigdo de genes especificos, ou até mesmo
familias génicas inteiras (LAMBERT et al., 2018). Em geral, contém ao menos dois
dominios proteicos: um dominio de ligagdo ao DNA, como por exemplo, um ziper de
leucina ou estrutura em a-hélice, e um dominio de ativagdo, que contribui para a
montagem do complexo de transcrigdo no promotor (“Fundamentos Em Hematologia
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- 62 Ed. 20137, [s.d.]). Os FT desempenham um papel importante em todos os estagios
da hematopoese (Figura 2), quer seja pela regulacdo direta de genes alvos ou
indiretamente, pelo recrutamento de histonas acetiltransferases (HATs) ou histonas
desacetilases (HDACs), capazes de alterar o modelamento da cromatina e,
consequentemente, o perfil de expressao génica global. Muitos desses fatores foram
identificados, inicialmente, em amostras leucémicas, apresentando-se translocados
com outros parceiros génicos ou diferencialmente expressos (ROWLEY; BEAU,;
RABBITTS, 2015). Alguns desses, inclusive, em subtipos especificos da doenga, o
que nos permitiu inferir a importédncia de um dado FT com determinado estagio da
diferenciagdo hematopoética.
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A regulagao epigenética também & um fator importante para o direcionamento
da célula precursora ao longo da hematopoese, tendo em vista a forte correlagao entre
o perfil de expressao génica global e a arquitetura epigenémica. A metilagado do DNA,
caracterizada pela insergdo de um grupamento metil (-CHz) em um carbono 5 de
citosinas especificas do DNA (CpG), talvez venha a ser o processo de regulagéo
epigenética melhor compreendido. O aumento dos niveis de metilagdo de regides
promotoras esta intimamente relacionado com o decaimento ou silenciamento da
expressdo dos genes alvos, enquanto, regides CpG localizadas no interior do corpo
génico parecem regular positivamente a expressao (JJINGO et al., 2012). Além disso,
ja foi demonstrado que uma classe de proteinas que reconhecem e se ligam a regides
CpG metiladas (metil-CpG-binding proteins, MBPs) podem recrutar co-repressores
transcricionais, tais como HDACs, bem como modificar a estrutura da cromatina,

favorecendo o silenciamento transcricional (BOYES; BIRD, 1991).

As modificagdes pos-traducionais em proteinas do tipo histonas sao
caracterizadas pela adigao reversivel de diferentes grupos organicos ou peptideos
(acetil, metil, ubiquitina, SUMO, etc.) nas caudas dessas proteinas, em geral, ricas em
lisinas. Essas alteragdes quimicas refletem no nivel de interagdo da molécula de DNA
com as histonas e, portanto, assim como a metilagdo do DNA, sao responsaveis pela
alteracdo no perfil de expresséo génica da célula. Ainda dentro dos mecanismos
epigenéticos, os RNA nao-codificantes (ncRNA) representam um fator importante da
regulagdo da expressdo génica em células hematopoéticas (MONTAGNER; DEHO;
MONTICELLI, 2014).

1.2 Hematopoese clonal relacionada ao envelhecimento: um novo paradigma

de leucemogénese

O aumento da expectativa de vida a partir do século XX € uma das grandes
conquistas da medicina moderna. Embora isso represente uma mudancga satisfatoria,
€ de se notar também uma maior prevaléncia de doengas cronico-degenerativas
relacionadas a idade, como o cancer (MIRANDA; MENDES; SILVA, 2016; SMITH et
al., 2009). O reconhecimento dessas tendéncias levou a um aumento dos esforgos
para entender melhor os mecanismos moleculares do envelhecimento e seu impacto

na homeostase tecidual.



A idade aumentada tem se mostrado um fator de risco importante para o
desenvolvimento de anemias e outras citopenias do SP, que por sua vez, predispde
esses individuos a quadros de infec¢des recorrentes (CARMEL, 2001). Ainda no
contexto hematoldgico, uma série de estudos demonstrou que o numero absoluto de
CTH na MO, acompanhado de uma diminui¢gdo funcional dessas células, tende a
crescer de acordo com o0 aumento progressivo da idade, quer seja em humanos ou
camundongos (PANG et al., 2011; PARK, 2017). Além disso, o perfil transcriptémico
e caracteristicas celulares de CTH durante o envelhecimento € demarcado por
alteracdes nos padrdes de ciclo celular (DE HAAN; LAZARE, 2018), expressao génica
(PANG et al., 2011; ROSSI et al., 2005) e resposta a danos no DNA (BEERMAN et
al., 2014; FLACH et al., 2014). Mais recentemente, foi observado que o aumento das
CTH ao longo do envelhecimento € um fendmeno decorrente da expansao de um ou
mais clones celulares, que por vantagem seletiva, exercem um papel dominante no
processo hematopoético (CHUNG; PARK, 2017). O estabelecimento de uma
populacdo clonal pode ocorrer em decorréncia do surgimento de uma ou poucas
mutagdes somaticas que conferem vantagem proliferativa sobre as CTH néo-
mutadas, ou tipo selvagem (wild type, WT) (CORCES-ZIMMERMAN et al., 2014;
KOEFFLER; LEONG, 2017; MAJETI, 2015). Entretanto, alternativamente, essa
expanséao clonal pode surgir sem a presenga de uma mutagédo fundadora, ou seja,
uma alteragédo genética responsavel por iniciar o processo de transformacgao celular,
ainda que ndo seja um evento suficiente para o estabelecimento de malignidade
(VOGELSTEIN et al., 2013). Isso nao exclui nesses casos a participacdo de sinais
extrinsecos, ou até mesmo, outros mecanismos intrinsecos n&o-genéticos que
atribuam vantagem seletiva as CTH (ZINK et al., 2017). A expanséo clonal das CTH
€ reflexo do descontrole celular, possivelmente, ocasionado pela ruptura no
funcionamento normal de proteinas e vias bioldgicas importantes para a célula. Um
dos fendmenos moleculares associados a reducéo da fungcdo das CTH em individuos
idosos € o grau de encurtamento de regides teloméricas, que, em geral, ndo ocorre
de forma uniforme nos individuos (TOWNSLEY; DUMITRIU; YOUNG, 2014). Além
disso, CTH envelhecidas também podem exibir mudangas drasticas no perfil de
metilagdo global, que por sua vez, sdo associados com perturbagdo na
autorrenovacgao das CTH e diferenciacdo mieloide (CHUNG; PARK, 2017; SUN et al.,
2014).

As primeiras evidéncias experimentais de que a hematopoese clonal € um

evento relativamente frequente em individuos saudaveis surgiram ainda na década de
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70 quando Hitzeroth e colegas analisaram amostras de sangue de 981 mulheres
africanas e observaram um desvio na frequéncia alélica dos marcadores da familia
génica G6PD (BUSQUE; GILLILAND, 1998; HITZEROTH et al., 1977). Quase uma
década depois, Kristiansen et al. descreveram os padrdes de inativagcdo do
cromossomo X em amostras sanguineas de cerca de 500 gémeos distribuidos entre
18 e 95 anos de idade (KRISTIANSEN et al., 2005). Na ocasi&o, observaram indices
aumentados de clonalidade em amostras de gémeos idosos (34%) quando
comparados aos mais jovens (15%). Em 2012, dois estudos de associagao gendmica
em larga escala (GWAS) descreveram altera¢gdes no numero de copias (CNV) nos loci
cromossémicos associados com neoplasias hematologicas, como 20q, 5q, 11q e 17p,
em 2% dos individuos de 70 anos, aparentemente, saudaveis (JACOBS et al., 2012;
LAURIE et al., 2012). Em ambos estudos, o mosaicismo clonal adquirido predisse um
aumento do risco para o desenvolvimento de neoplasias hematoldgicas. Entretanto,
apenas em 2014 houve uma quebra de paradigma no entendimento da hematopoese
clonal, quando trés grupos independentes descreveram a presenga de mutagdes em
marcadores subjacentes as malignidades mieloides em individuos n&o selecionados
para neoplasias e levantaram a hipotese de que esse seria um evento pré-leucémico
(GENOVESE et al., 2014; JAISWAL et al., 2014; XIE et al., 2014).

Cerca de 10% dos individuos acima de 65 anos de idade cursam com mutagoes
genéticas somaticas em algum gene relacionado a etiopatogénese das malignidades
mieloides, ao passo que, em individuos abaixo de 50 anos, a frequéncia dessas
alteracdes é de 1%, aproximadamente (GENOVESE et al., 2014). Curiosamente, a
frequéncia alélica (VAF) dessas mutag¢des no sangue periférico € baixa (10 — 20%), o
que nos leva a acreditar que elas representam um estagio inicial da expanséo clonal
das CTH leucémicas (CTH-L) (Figura 3). Em geral, essas variantes somaticas
acometem genes de regulagdo epigenética, tais como, DNMT3A, TET2, ASXL1 e
IDH1/2, além de genes codificantes para proteinas do spliceossoma (SF3B171 e
SRSF2) e genes acionaveis (JAK2 e TP53).

A maioria das mutag¢des observadas na hematopoese clonal do idoso surge,
provavelmente, de forma aleatéria ao longo da vida. As mutagdes pontuais
observadas, em sua grande maioria (55 — 65%), sao transigbes C>T. Essas alteragbes
sdo consequéncia da desaminagao passiva da citosina e de erros no reparo de DNA,
constituindo um tipo de assinatura mutacional do cancer associada ao envelhecimento

(ALEXANDROV et al., 2013). O papel do microambiente na hematopoese clonal
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associada ao envelhecimento ainda € incerto. Entretanto, alguns estudos descrevem
mudangas nos niveis citocinas ao longo da idade, muitas destas importantes na
reqgulagdo das CTH e no processo inflamatério, tais como TNF-o e IFN-y
(CHAMBERS; GOODELL, 2007; DYBEDAL et al., 2001; ERGEN; BOLES; GOODELL,
2012; KITAGAWA et al., 1997).

A hipdétese de que a presengca das mutagdes somaticas em genes de
neoplasias mieloides nos individuos saudaveis poderia ser uma condigao pré-maligna,
se deu através de estudos de associagao. Uma forte correlagado entre a hematopoese
clonal e o risco aumentado de malignidade hematoldgica subsequente foi observada,
ainda que né&o tenha sido estabelecido ao certo se esse estado pré-leucémico é um
biomarcador, a causa ou apenas um fator de risco relevante para a doenca
(GENOVESE et al., 2014; JAISWAL et al., 2014).
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Figura 3 — Modelo de expansdo clonal e frequéncia alélica das alteragbes somaticas na
hematopoese clonal do idoso. (A) Modelo de expansdo da CTH em decorréncia do surgimento de
mutag¢des somaticas. A mutacdo ocorre ao longo dos anos levando a expansédo do clone, agora pré-
leucémico. (B) Distribuigdo das VAF observadas a partir de dados gendémicos para as mutagdes
herdadas (VAF = 50%) e somaticas (~15%), a direita e esquerda do grafico, respectivamente. [Fonte:
(GENOVESE et al., 2014)].

Aproximadamente 42% dos pacientes que vieram a desenvolver algum tipo de
neoplasia hematoldgica apresentavam clonalidade no momento da coleta do DNA
(fase pré-leucémica) e manifestaram a doenga, em média, cerca de 6 meses apos a
avaliagdo hematopoética. Além disso, a presenca de uma mutagdo somatica em
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algum dos marcadores leucémicos foi associada a um aumento de 12x no risco de

desenvolvimento de cancer hematolégico.

1.2.1 CHIP, ICUS, IDUS e CCUS.

Como ja mencionado, as mutagdes observadas na hematopoese clonal em
individuos saudaveis foram inicialmente descritas em malignidades hematolégicas da
linhagem mieloide, tais como, Sindromes Mielodisplasicas (SMD), Neoplasias
Mieloproliferativas Crénicas (NMP), Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC) e
Mieloide Aguda (LMA). Se levado em consideragéo a incidéncia de SMD nos Estados
Unidos (4.9 casos/100.000 habitantes/ano) (COGLE, 2015), € de se notar que nem
todos os individuos normais com hematopoese clonal irdo desenvolver a doenga ou
qualquer outro tipo de neoplasia hematologica. Por essa raz&do, essa condigao foi
denominada hematopoese clonal de potencial indeterminado (CHIP), definida pela

presenga de mutacao(des) somatica(s) nas células do sangue, com VAF = 2%, nos

genes associados as malignidades mieloides em individuos sem disturbio
hematologico (STEENSMA et al., 2015). A taxa estimada de progresséo de CHIP para
uma doenga maligna € de 0,5-1,0% ao ano e ocorre, principalmente, nos individuos
com maiores indices de clonalidade (BEJAR, 2017). Isto sugere que o CHIP poderia
ser melhor descrito como uma condicdo de pouca significancia clinica para as

doencas malignas.

A situacdo ndo é muito diferente em pacientes com citopenias periféricas
inexplicadas. Se a avaliagdo semioldgica, associada a biopsia de MO, ndo encontrar
a causa provavel das citopenias, os pacientes podem ser agrupados as citopenias
idiopaticas de significado indeterminado (ICUS) (VALENT et al., 2012). Ao passo que
individuos que apresentem algum grau de displasia medular com leve grau de
citopenias periféricas, ou até mesmo indetectaveis, sdo classificados com displasia
idiopatica medular de significado incerto (IDUS). Ambas condi¢des n&o cursam com
marcadores de clonalidade, estabelecidos pela presenca de mutagdes somaticas em
alguns dos marcadores ja discutidos. Entretanto, a presengca de uma alteragao
genética em algum dos genes alvos conduz os individuos inicialmente classificados
com ICUS/IDUS a um novo grupo, denominado citopenias clonais de significado
indeterminado (CCUS) (BEJAR, 2017) (Tabela 1).
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Ainda que essas condi¢des pré-malignas sejam bastante dinamicas e permitam
o desenvolvimento de um modelo de leucemogénese baseado na evolugéo clonal da
CTH pré-leucémica (Figura 4), o perfil mutacional subjacente a cada uma delas ndo é
necessariamente o mesmo. Mutagdes em DNMT3A e TET2 sdo comuns na CHIP e
CCUS, entretanto, a frequéncia de alteragdes em genes com significancia prognéstica
adversa na SMD (ASXL1, RUNX1 e TP53) parece ser maior apenas na CCUS
(CARGO et al., 2015; KWOK et al., 2015).

: Normal/ICUS FHIP MDS‘ AML "
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Figura 4 — Modelo de evolugao clonal em neoplasias mieloides (SMD/LMA). A CHIP, um estado
precursor para as malignidades mieloides, depende da presenca de mutagdes genéticas somaticas.
Essas alteragbes ocorrem, geralmente, nos genes DNMT3A, TET2, ASXL1 e SF3B1. A medida que
outras alteracbes somaticas aparecem, o paciente evolui de uma fase de hematopoese clonal para
uma neoplasia hematolégica (SMD e LMA). [Fonte: (HEUSER; THOL; GANSER, 2016)].

Malcovati e colaboradores examinaram a presenca de mutagcbes em
aproximadamente 40 genes alvos em amostras de 154 pacientes com ICUS. Cerca
de 36% dos individuos apresentaram marcador de clonalidade, o que os reclassificou
para CCUS. Em comparag&o com individuos sem mutagdes (ICUS), as CCUS tinham
uma taxa de risco de progressao de 14x e 95% de probabilidade de progressao em
10 anos, versus 9% em pacientes ICUS, o que sugere que o risco "indeterminado” no
CCUS pode néo ser tao indeterminado assim (MALCOVATI et al., 2017).
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Tabela 1 — Hematopoese clonal e condi¢des relacionadas.

Acrénimo Condigao Definicao Clonalidade Citopenia Displasia

CHIP Hematopoese Clonal de Mutagbes somaticas (VAF = 2%) em genes

Potencial Indeterminado . o o
associados a malignidade mieloide presentes no

sangue de individuos sem neoplasia hematoldgica

ICUS Citopenias Idiopaticas de Citopenia(s) inexplicadas(s), sem evidéncia de - + -
Significado Indeterminado hematopoese clonal, que ndo preenchem os critérios
diagndsticos para neoplasia hematolégica

IDUS Displasia Idiopatica Medular Displasia morfoldgica inexplicavel na MO com - - +
de Significado Incerto auséncia de citopenia(s) periférica(s)
CCus Citopenias Clonais de Uma ou mais citopenias inexplicadas com auséncia + +/- +/-
Significado Indeterminado de displasia medular, ou vice-versa, que nao

preenchem os critérios diagndsticos para
malignidade hematoldgica, mas que apresentam
mutagdes somaticas em genes associados as
neoplasias mieloides

Abreviatura(s): VAF, frequéncia alélica; MO, medula 6ssea.
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1.3 Sindromes mielodisplasicas: uma doenca maligna pré-leucémica

Em 1976, um estudo promovido pelo grupo Franco-Americano-Britanico (FAB)
propds a classificacédo de diferentes leucemias agudas. Na ocasi&o, o termo sindrome
mielodisplasica (SMD) referia-se a um pequeno conjunto de doengas neoplasicas que
apresentavam indices elevados de progressao a LMA (BENNETT et al., 1976). Hoje,
por definichio, SMD é compreendida como uma doenca clonal decorrente da
transformacgao maligna da CTH, que por sua vez, leva a hematopoese ineficaz, ou
displasica, associada a citopenia(s) periférica(s) (COREY et al., 2007). O diagndstico
de SMD é bastante complexo, e logo no seu inicio € fundamentado em critérios de
exclusao diagndstica para anemias ferroprivas e doengas infecciosas. Uma vez que
seja considerada a malignidade, exames laboratoriais complementares sao
requeridos, em especial, a avaliagdo do esfregaco e bidpsia da MO, para identificagdo
de figuras displasicas, percentual de células CD34+ e avaliagdo do grau de fibrose; e
analise citogenética, para determinagédo de marcadores de clonalidade (ARBER et al.,
2016).

A SMD né&o é uma doenga, mas sim um conjunto delas. Sua heterogeneidade
clinica é reflexo da sua complexidade biolégica. Em 1982, o sistema de classificagao
elaborado pelo grupo FAB dividiu a SMD em cinco subtipos, utilizando critérios clinicos
como o percentual de blastos e a presengca de sideroblastos em anel na MO
(BENNETT et al., 1982). Entretanto, no ano 2000, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) desenvolveu um sistema proprio de classificagdo da SMD como tentativa de
resolver algumas deficiéncias do sistema FAB, criando subtipos clinicamente mais
homogéneos (BENNETT, 2000). Ao longo dos anos a classificagdo proposta pela
OMS foi revisada e, atualmente, sua versdao mais recente, publicada em 2016,
estratifica a SMD em 6 subtipos distintos: (I) SMD com displasia unilinhagem (SMD-
DU), (II) SMD com displasia multilinhagem (SMD-DM), (Ill) SMD com sideroblastos
em anel (SMD-SA), (IV) SMD com excesso de blastos (SMD-EB), (V) SMD com
del(5q) isolada, e (VI) SMD inclassificavel (SMDi), além de uma entidade provisoria, a
citopenia refrataria da infancia (ARBER et al., 2016).

De todas as modificagdes propostas pela OMS no seu sistema de classificacao,

a mais marcante foi a incorporagdo de uma alteragdo genética para a discriminagao
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de um subtipo a parte. Pacientes com del(5q) isolada cursam, em sua maioria, com
anemia, baixo percentual de blastos na MO e contagem de plaquetas normal ou
discretamente elevada. Em geral, sdo de bom progndstico e dificilmente progridem a
LMA, além de possuirem terapia especifica, o imunossupressor lenalidomida
(ADEMA; BEJAR, 2013).

Dentro do sistema de classificagdo das neoplasias hematoldgicas proposto
pela OMS, a SMD n&o € o unico exemplo de doenga que define um dos seus subtipos
com base em alteragdes genéticas. A investigagcédo genética é uma conduta importante
para a classificagado de subtipos mais homogéneos de LMA, leucemias e linfomas de
células B, neoplasias eosinofilicas com rearranjos em PDGFRA, PDGFRB e FGFR1,
além de ser critério diagnostico para leucemia mieloide cronica (LMC) e demais NMP
(ARBER et al., 2016). A incorporacdo de alteragbes genéticas para discriminar
categorias de doenga mais homogéneas em relacdo ao desfecho, iniciada na
classificagado das neoplasias hematologicas, tem sido introduzida na classificagdo de
tumores solidos. A classificagado dessas doengas baseada em subtipos moleculares
especificos vem permitindo a estratificagdo mais homogénea dos pacientes,
identificagdo de novos biomarcadores diagndsticos e prognosticos, e o
estabelecimento de novos alvos terapéuticos, o que vai ao encontro da medicina de

precisao, projetada como o futuro do tratamento oncologico.

1.3.1 Marcadores somaticos das SMD e demais neoplasias mieloides

Os primeiros relatos na literatura de estudos que avaliaram a presenca de
mutacdes geneéticas na SMD foram da década de 80, onde foram identificadas
alteracdes somaticas nos genes NRAS e TP53, ambas com frequéncia inferior a 10%
nas respectivas coortes de analise (JANSSEN et al., 1987; KANEKO et al., 1995).
Hoje, quase 40 anos depois, os painéis gendémicos utilizados para a caracterizagao da
doenga contemplam ao menos 50 genes alvos (HAFERLACH et al, 2014;
PAPAEMMANUIL et al., 2013). Isso se da pelo fato de que ha algumas décadas atras
o rastreamento molecular era limitado pelo numero de alvos e tamanho dos genes,
independentemente da abordagem empregada. Para o sequenciamento direto de

Sanger, que depende da amplificagao prévia do fragmento de analise, a avaliagao de

15



muitos marcadores requer grande quantidade de material genético (DNA) a custo
elevado e com baixa sensibilidade. O desenvolvimento tecnoldgico impulsionou a
geracgao de sequenciadores massivos de proxima geragao (sequenciamento de nova
geracao; NGS) que permitiram a analise de inumeros genes com elevado grau de
profundidade (sensibilidade) e melhor custo-beneficio, garantindo a exploragédo em
larga escala de doengas genéticas complexas, como a SMD.

Os marcadores genéticos da SMD podem ser agrupados em diferentes
categorias biologicas: (des)metilantes do DNA, modificadores de histonas,
participantes do complexo de spliceossoma, fatores transcricionais, transdutores de
sinais e participantes do complexo coesina (GROVE; VASSILIOU, 2014). Vale
ressaltar que nenhum destes biomarcadores € especifico da doencga, pois séo
comumente observados em outras malignidades mieloides, ainda que com frequéncia
distinta (PATEL et al., 2017). Mutagdes em genes de fungdo epigenética (TETZ e
DNMT3A) e do complexo spliceossoma (SF3B1 e SRSF2) parecem ter efeito fundador
nessas doencgas, ou seja, sdo alteragdes somaticas que acometem os primeiros clones
(pré-)malignos, e portanto, sdo observadas ao longo de toda a arquitetura gendmica
da doenga (BEJAR; ABDEL-WAHAB, 2013). Na pratica, isso reflete na VAF elevada
dessas mutacdes, tendo em vista que elas estdo presentes na maioria dos clones
malignos. Curiosamente, os genes TET2, DNMT3A, SF3B1 e SRSF2 sdo os mesmos
descritos como mutados nas diferentes entidades clinicas previamente discutidas
(CHIP e CCUS), o que corrobora com o fato de que essas seriam fases pré-leucémicas
detectadas antes do aparecimento dos primeiros sintomas.

As proteinas DNMT3A e TET2 atuam dentro da mesma via biologica, a
(des)metilacdo do DNA. A familia de enzimas DNA-metiltransferases (DNMTs) é
composta por trés elementos distintos; DNMT3a e DNMT3b, responsaveis pela
metilagdo de novo (HSIEH, 1999; TAKESHIMA et al., 2006); e DNMT1, responsavel
pela metilacdo de manuteng¢ao, mantendo, necessariamente, o padrao de metilagcao
de uma fita molde de DNA (LOGAN; MITCHELL; LOBIE, 2013; YU; BAEK; KAANG,
2011). As mutacgdes no gene DNMT3A sao observadas em cerca de 8% dos pacientes
com SMD (WALTER et al., 2011) e 20% dos pacientes com LMA de cari6tipo normal
(LEY et al., 2010). As variantes observadas s&o, majoritariamente, do tipo missense,
com frequéncia elevada para a mutagdo R882H. O valor progndstico das mutagdes
em DNMT3A ainda é bastante controverso. Entretanto, alguns estudos sugerem que
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as mutagdes somaticas no gene atribuem progndstico adverso na SMD e LMA,
progresséo acelerada a LMA secundaria, além de permitirem a estratificag&o clinica
das LMA de risco intermediario quando associadas a outros marcadores (LIN et al.,
2018; PAPAEMMANUIL et al., 2016; WALTER et al., 2011).

A maioria das mutacbes em DNMT3A se encontra em heterozigose, o que
atribui uma fungdo dominante negativa das variantes somaticas sobre o alelo WT.
Ensaios in vitro comprovam que a proteina mutante (R882H) leva a diminuigédo
drastica nos niveis de metilagdo global quando comparada a forma selvagem da
proteina. Quando coexpressas, a variante R882H inibe significativamente a enzima
WT impedindo sua capacidade de formar homotetrameros (KIM et al., 2013;
RUSSLER-GERMAIN et al., 2014). No ultimo ano, um estudo caracterizou o status de
metilag&do global por sequenciamento em larga escala de células primarias leucémicas
e nao-leucémicas obtidas de pacientes com LMA, portadores ou ndo da mutacao
DNMT3A R882H (SPENCER et al., 2017). O grupo observou que células
hematopoiéticas nao-leucémicas com a mutacdo R882H apresentavam perda de
metilagédo, sugerindo que a hipometilagdo do genoma ocorre antes mesmo da doenga.
Além disso, estudos in vivo demonstram que camundongos transplantados com CTH
transduzidas com DNMT3AR82H exibem actimulo de progenitores tronco aberrantes,
resultado da interagcédo da proteina mutante com o complexo repressivo do polycomb
1 (PRC1), atividade ndo-canodnica recentemente descrita (KOYA et al., 2016).

Ainda sobre os marcadores com impacto na fungdo epigenética, em 2009,
Delhommeau e colaboradores descreveram a presencga de mutagdes no gene TET2
(metilcitosina dioxigenase 2) em pacientes com SMD, NMP e LMA de novo e
secundaria (DELHOMMEAU et al., 2009). A investigagao por alteragdes no gene foi
motivada pelos achados publicados em 2005, onde foi reportada a dele¢cdo do 4924
em trés pacientes com LMA (VIGUIE et al., 2005). Analises por FISH mostraram que
a regido comumente deletada em todos os casos compartilhava de um unico gene
comum, o TETZ2. Delegbes do locus 4924 ou delegbes completas do gene sao
infrequentes em pacientes com SMD (OLIVEIRA et al., 2013), em contraste, mutagdes
génicas (insercgdes, delegbes e mutagdes de ponto), compreendidas por toda a regiao
codificante do gene (éxons 3 — 11), podem atingir até 60% dos pacientes com LMMC
(ITZYKSON et al., 2013). As mutagdes ocorrem em heterozigose na grande maioria
dos casos e quando em homozigose, representam perda de heterozigosidade (LOH).
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A relevancia clinica das alteragdes em TETZ2 também ainda € incerta,
entretanto, a frequéncia aumentada de muta¢gées na LMA secundaria, sugere uma
correlagdo entre TET2 e a progressao leucémica das NMP (ABDEL-WAHAB et al.,
2010; KLAMPFL et al., 2011; SCHAUB et al., 2010). Em pacientes com SMD,
mutacdes em TETZ2 parecem atribuir valor preditivo de resposta aos hipometilantes
(BEJAR et al., 2014; ITZYKSON et al., 2011; TRAINA et al., 2014).

A enzima TET2 é um membro da familia de dioxigenases (TET1 — 3)
dependentes de Fe?* e a-KG responsaveis pela oxidagdo de 5-metilcitosina (5-mC)
em 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), 5-formolcitosina (5-fC) e 5-carboxicitosina (5-caC),
respectivamente (KO; RAO, 2011). Inicialmente, pouco se sabia sobre a real
importancia biologica das enzimas TETs e 5-hmC, entretanto, nos ultimos anos, uma
série de estudos mostraram que 5-hmC & um intermediario da desmetilagdo do DNA,
e que as demais citosinas modificadas (5-fC e 5-caC) também sé&o fruto da atividade
enzimatica de TET1 — 3 (GUO et al., 2011; HE et al., 2011; ITO et al., 2011). Mais
tarde, outros trabalhos mostraram que a desmetilagdo ativa do DNA relacionada as
TETs se da pelo recrutamento da enzima Timina-DNA-glicosilase (TDG), que por sua
vez, orienta a excisdo de 5-caC em uma citosina ndo modificada, evento esse
conhecido como mecanismo de reparo do DNA por excisédo de base (BER)
(CORTELLINO et al., 2011) (Figura 5).

TET2 exerce um papel fundamental na hematopoese. Modelos funcionais
TET2-deficientes demonstraram uma diminuigdo dramatica nos niveis globais de 5-
hmC no genoma, levando ao comprometimento da hematopoese normal, e induzindo,
em alguns casos, transformacado maligna (KAMEDA et al., 2015; KO et al., 2011,
LANGLOIS THIERRY et al., 2014; MORAN-CRUSIO et al., 2011). Dentro do contexto
mieloide, o silenciamento de TET2 em CTH humanas favorece a mielopoese, com
expanséao da populagéo granulocitica, associada a expanséao e perda de diferenciagao
eritroide, o que, em parte, mimetiza modelos de NMP e SMD, respectivamente
(MADZO et al., 2014; PRONIER et al., 2011; YAN et al., 2017).

De todos os marcadores descritos nas neoplasias mieloides, as mutagbes em
genes do spliceossoma talvez venham a ser as altera¢gées mais intrigantes. Muito se
discutiu sobre a relagao entre splicing e cancer, com énfase na dinamica de edi¢cao do
RNA mensageiro (mMRNA) e como isoformas oncogénicas poderiam levar ao fenotipo
tumoral (SINGH; EYRAS, 2016). Entretanto, somente em 2011, Yoshida e
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colaboradores descreveram a presengca de mutagbes somaticas em sete genes
codificantes para proteinas do complexo do spliceossoma (U2AF1, SRSF2, ZRSR2,
U2AF65, SF3B1, SF3A1 e SF1), responsavel pela excisdo de introns e jungédo dos
éxons da molécula de mRNA (YOSHIDA et al., 2011) (Figura 6). A frequéncia com
que as mutag¢des do spliceossoma ocorrem na SMD é relativamente alta (45 — 80%
dos casos) e ao que parece, podem ser comumente encontradas também em
pacientes com leucemia linfocitica crénica (LLC) (QUESADA et al., 2011; ROSSI et
al.,, 2011) e LMMC (MEGGENDORFER et al., 2012). Esses achados moleculares
impulsionaram o rastreamento de mutagdes nesses mesmos marcadores em tumores

solidos, que por sua vez, se mostraram infrequentes (BEJAR, 2016).
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Figura 5 — Metilacdo e desmetilagcdo do DNA. As enzimas DNMTs convertem as citosinas nao-
metiladas das ilhas CpG do genoma em 5-metilcitosina (5-mC), um marcador de represséo génica
localizado na regido promotora. As enzimas TETs, por sua vez, convertem 5-mC em 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC), que por demetilagao ativa, dependente de reparo do DNA, é oxidado em
5-formilcitosina (5-fC) e 5-carboxilcitosina (5-caC), respectivamente. [Fonte: (SHIH et al., 2012)].

As mutagdes do spliceossoma sao mutualmente exclusivas e ocorrem
necessariamente em heterozigose. As tentativas de geracdo de modelos

homozigoticos celulares e murinos foram frustradas, isso porque as mutagdes bi-

19



alélicas sdo uma condicéo letal (JOSHI; HALENE; ABDEL-WAHAB, 2017). O gene
SF3B1 é o mais frequentemente mutado na SMD (20 — 28%), em especial na SMD-
SA, ja tendo sido relatada frequéncia >80% neste subtipo da doenga (MALCOVATI et
al.,, 2011). Estudos posteriores realizados com coortes exuberantes de SMD-SA
comprovaram a forte relagdo gendtipo-fendtipo existente entre mutagdes em SF3B1
e SMD-SA, o que estimulou a OMS a integrar a analise molecular deste gene como
um dos critérios diagndsticos maior para esse subtipo da doenca (ARBER et al.,
2016). Além de direcionar o diagnostico da SMD, as muta¢cdes em SF3B17 atribuem
valor progndstico. Clinicamente, os pacientes cursam com citopenias mais brandas e
sobrevida livre de eventos mais prolongada (PAPAEMMANUIL et al., 2011). Na
analise multivariada, incluindo fatores progndstico ja estabelecidos para a doenga, as
mutagdes em SF3B1 foram associadas com maior sobrevida global e menor risco de
evolugao para LMA (MALCOVATI et al., 2011, 2015). A analise de transcriptoma por
RNA-seq revelou um padrao de expresséo diferencial de alvos ja relacionados as
neoplasias mieloides, como ASXL1 e CBL, além de genes importantes na homeostase
do ferro e metabolismo mitocondrial (ALAS2, ABCB7 e SLC25A37) em amostras de
pacientes com mutagées em SF3B1 (DEL REY et al., 2015; DOLATSHAD et al., 2015,
2016).

Nos ultimos anos, diferentes grupos tentaram desvendar os mecanismos
moleculares subjacentes as mutagbes do spliceossoma, sobretudo, como essas
variantes patogénicas impactavam a edigdo do mRNA. De fato, as mutagbes em
SRSF2, U2AF1 e SF3B1 alteram estruturalmente a molécula de RNA madura, porém,
curiosamente, os mecanismos pelos quais essas alteragbes ocorrem sao gene-
dependente (INOUE; BRADLEY; ABDEL-WAHAB, 2016).

SRSF2 normalmente reconhece elementos ESE (exonic splicing enhancer)
com um motivo consenso de 5-SSNG-3’ (onde, S = C/G) dentro do prée-mRNA, sendo
esse um sinal molecular de que essa se trata de uma regido exénica (DAUBNER et
al., 2012). Ao reconhecer, a proteina entao se liga ao elemento ESE, com a mesma
avidez de interagdo apara ambos motivos (CCNG e GGNG). A analise de transcritos
obtidos de K562 superexpressando SRSF2 P95H, a mutacdo mais frequente deste
gene, exibem enriquecimento dos motivos CCNG, o que demonstra, claramente, uma
maior afinidade da proteina mutante por sequéncias deste tipo (KIM et al., 2015;
ZHANG et al., 2015).
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Figura 6 — Edicao do RNA mensageiro (splicing). llustracdo simplificada das etapas da edigdo do
RNAm (splicing) e das proteinas envolvidas no processo. Proteinas codificadas por genes mutados na
SMD estéo marcadas em vermelho [Fonte: (SPERLING; GIBSON; EBERT, 2017)].

Apesar das mutagdes em SF3B171 serem as mais frequentes na categoria de
genes do spliceossoma, os mecanismos moleculares pelos quais as variantes
patogénicas levam ao disturbio na edigdo do RNA ndo s&o tdo claros quantos as
alteracbes de SRSF2. SF3B1 € um membro do complexo ribonucleoproteico (SnRNP)
U2, que é responsavel pelo reconhecimento do terminal 3’ da sequéncia intrénica
(3’SS). U2 snRNP ¢ direcionado para as sequéncias 3'SS gragas ao reconhecimento
prévio de sequéncias do tipo branchpoint (BPS) — sequéncia motivo degenerada
localizada, geralmente, 21-34 pares de bases montante de 3'SS (WAHL;
LUHRMANN, 2015). Aproximadamente metade dos pacientes mutados para SF3B1
apresentam a alteragdo missense K700E, embora existam outros hotspots proximos
(R625, H662 e K666), todos localizados entre os éxons 14 e 15 do gene, responsaveis
por codificarem o dominio HEAT da por¢ao C-terminal da proteina (ARMSTRONG et
al., 2018). Diferentes modelos celulares mutantes para SF3B7 mostraram que a
presengca da mutagdo leva ao reconhecimento equivocado do sitio de clivagem
intrénica. Os dinucleotideos AG cripticos, localizados a 10 — 30 pb montante dos
dinucleotideos AG candnicos, sdo reconhecidos preferencialmente e garantem por
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sua vez a retengdo de uma porgao intrénica no mRNA maduro (ALSAFADI et al., 2016;
DARMAN et al., 2015, OBENG et al., 2016). Embora alguns desses modelos
funcionais ndo tenham sido testados em células hematopoiéticas, o transcriptoma por
RNA-seq de pacientes com SMD portadores de mutacdo em SF3B71 apresentam
isoformas de mRNA com o mesmo padrdo (KESARWANI et al., 2017).

A forte correlagdo entre a mutagdo SF3B1 K700E e a SMD com sideroblastos
em anel sugere uma relagdo causal entre a alteragcdo genética e esta caracteristica
displasica tdo comum na doenga. Cinco grupos independentes desenvolveram
modelos murinos de haplosuficiéncia em SF3B1, ou por delecdo mono-alélica do gene
(sf3b1*) (MATSUNAWA et al., 2014; VISCONTE et al., 2012; WANG et al., 2014) ou
por knock-in da mutagao K700E (MUPO et al., 2017; OBENG et al., 2016). O primeiro
estudo publicado em 2012, por Visconte e colaboradores, demonstrou que o modelo
gerado apresentava sideroblastos em anel na MO e um quadro de linfopenia periférica
com taxas normais de hemoglobinas e plaquetas. Outros dois estudos relataram
anemia periférica com auséncia de sideroblastos em anel medulares (MUPO et al.,
2017; OBENG et al., 2016). Matsunawa et. al. e Wang et. al. descrevem alteragbes
proliferativas nas CTH, porém sem fendtipo compativel com SMD. Em sintese,
nenhum dos modelos gerados foi compativel com a doenga de fato, de forma a
reproduzir citopenias periféricas da linhagem mieloide associadas a figuras
displasicas na MO, o que demonstra, em parte, a limitacao de sistemas murinos para
modelagem de doengas humanas, sobretudo, malignas.
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2. JUSTIFICATIVA

A compreensdo sobre as bases genéticas das neoplasias mieloides e, mais
recentemente, da hematopoese clonal e condi¢cbes relacionadas, foi bastante
ampliada com o emprego de abordagens laboratoriais de avaliagdo genémica em
larga escala, em especial, 0 NGS. Isso ndo apenas permitiu o estabelecimento de um
arcabougo molecular e o monitoramento clonal dessas doengas, mas também a
implementagdo de novos marcadores na pratica clinica.

As mutagdes em genes de fungao epigenética e edicdo do RNAm exercem um
papel fundador nas malignidades mieloides, o que por sua vez, induz expanséo do
clone leucémico, resultando em hematopoese clonal e posteriormente, neoplasia.
Quando comparadas ao panorama genético dos tumores solidos, as neoplasias
hematologicas sdo menos heterogéneas. O melanoma, canceres colorretal, de
pulmao e de pancreas, por exemplo, carreiam de centenas a milhares de mutagdes
somaticas, enquanto as leucemias nao exibem um repertério maior que dez,
atestando que a heterogeneidade genética destas doencas € significativamente
menor quando comparada a outras condi¢des malignas. Essa caracteristica facilita,
por sua vez, a modelagem das neoplasias sanguineas, sobretudo na era da edigéo
gendmica com o advento da ferramenta CRISPR/Cas9. A utilizagdo deste sistema
biotecnoldgico no ambito das doengas clonais do sangue permitiria investigar o real
impacto das alteragbes moleculares relacionadas a hematopoese clonal e neoplasias
na biologia da célula.

Estudos funcionais classicos utilizando modelos experimentais de doencas
malignas mostraram o efeito patogénico das alteragdes somaticas subjacentes as
respectivas doencas ao comprovarem o impacto das mesmas na homeostase celular
e/ou tecidual. Em geral, oncogenes e genes supressores tumorais, quando alterados,
atribuem aumento na proliferacdo e/ou perda de sensibilidade a estimulos
apoptoéticos. Além disso, algumas dessas alteragbes, quando associadas a um
fendtipo mais agressivo, podem levar ao aumento de motilidade, caracteristica de
células com potencial metastatico, e em alguns casos, perturbam a diferenciagao.
Pouco se sabe como as mutagcées em TET2, DNMT3A e de genes do spliceossoma
(SF3B1 e SRSF2) impactam na biologia celular, sobretudo, em eventos relevantes a

carcinogénese.
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A edicdo génica associada a estudos funcionais que avaliem aspectos
biolégicos importantes da carcinogénese, tais como, proliferagcéo, diferenciacéo e
morte celular, poderiam ajudar a entender, em parte, a relevancia dos eventos

fundadores na leucemogénese humana.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto funcional das mutagdes frequentemente observadas na
hematopoese clonal e em neoplasias mieloides, com enfoque nos eventos fundadores
(genes de regulagao epigenética e do spliceossoma), através do estabelecimento de
modelos celulares geneticamente editados por CRISPR/Cas9.

3.2 Objetivos especificos

= Estabelecer uma linhagem matriz para o desenvolvimento de modelos

neoplasicos a partir da edigdo genética do(s) alvo(s) de interesse;

* Determinar o impacto das mutagées em DNMT3A, TET2, SF3B1 e SRSF2 na
proliferagdo e morte por apoptose utilizando clones celulares WT e mutantes

para os respectivos genes alvos;

* Investigar se a presencga de mutagdes em genes do spliceossoma compromete

a viabilidade celular frente ao estresse genotoxico;

= Avaliar a dinamica de competicao clonal in vitro e in vivo entre as células WT e

mutadas;

= |dentificar as citocinas diferencialmente expressas nas diferentes condi¢cdes

(selvagem e mutada) e avaliar seu papel in vitro;

= Avaliar o impacto proliferativo dos diferentes clones gerados sob influéncia de

células estromais hematopoéticas normais e neoplasicas; e

* Investigar o impacto de mutagdes co-ocorrentes em genes do spliceossoma e
de regulacdo epigenética na proliferacdo, apoptose e diferenciacéo

hematopoética in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estratégias para edigao génica por CRISPR/Cas9

Duas linhagens celulares distintas foram utilizadas para geragao dos modelos
baseados em edigdo genética estabelecidos ao longo deste estudo. Para isso, essas
células foram modificadas com dois plasmideos independentes. O primeiro, permite a
expressdo indutivel da enzima endonuclease eCas9 e gene reporter fluorescente
mediante o tratamento com antibiético da familia das tetraciclinas. O segundo, carreia
o gRNA especifico que direciona a regido de edicdo do genoma, além de gene
reporter. Essa estratégia permite que um mesmo clone possa ser utilizado para todas

as estratégias de edicdo de DNA, independente do sitio do genoma (Figura 7).

4.1.1 Linhagens celulares

Os ensaios funcionais executados neste estudo foram realizados com clones
celulares editados geneticamente a partir da linhagem hematopoética K562, célula
eritroleucémica estabelecida da amostra de SP de uma paciente com LMC em crise
blastica. Células K562 apresentam a alteracdo citogenética 1(9;22), e portanto,
expressam o gene de fusdo BCR-ABL. Alteragbes cromossOmicas adicionais, tais
como, aberragdes derivativas dos cromossomos 5 e 7, dissomia do X e mutagdes em
CDKNZ2A e TP53 ja foram relatadas em subclones minoritarios desta linhagem. Essas
células foram cultivadas em meio IMDM (Thermo Fisher Scientific) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher Scientific) e antibioticos
[penicilina/streptomicina 10 U/mL] (Thermo Fisher Scientific).

Paralelamente, algumas das edicdbes do DNA foram realizadas também em
células HEK 293T, célula epitelial estabelecida a partir tecido renal embrionario
humano. Para isso, estas foram cultivadas em meio DMEM (Thermo Fisher Scientific)
suplementado com 10% de SFB e antibidticos [10 U/mL]. Ambas as linhagens foram

cultivadas a 37°C em estufa de CO2 a 5% e saturagdo de umidade atmosférica.
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4.1.2 Desenho dos RNA guias (gRNA)

Os gRNA utilizados neste estudo foram desenhados através da analise in silico
com o programa CRISPR Design, disponibilizado gratuitamente pelo Massachusetts
Institute of Technology (MIT) (http://crispr.mit.edu/). As sequéncias referéncias de
DNA dos éxons 23 do gene DNMT3A (NG_029465.2), éxon 15 de SF3B1
(NG_032903.2), éxon 1 de SRSF2 (NG_032905.1) e éxon 3 de TET2 (NG_028191.1),

foram obtidas através do banco de dados gendmicos Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/) e entdo carregadas no programa online. Todas as

sequéncias génicas possuiam, aproximadamente, 200 nucleotideos de extensao.
Para os genes cujo o interesse era a inser¢cdo de mutagdo pontual, para o
desenvolvimento de um modelo do tipo knock-in, as sequéncias fornecidas
apresentavam cerca de 100 nucleotideos a montante, e 100, a jusante ao sitio da
mutagdo. Para cada gene alvo foi selecionado apenas uma sequéncia de gRNA com
aproximadamente 18 nucleotideos de extensado, cujos critérios de selegdo foram
maior proximidade do sitio mutacional e maior pontuagdo, que diz respeito a
especificidade da regido alvo. A seguir, oligonucleotideos complementares referentes
aos gRNA selecionados foram confecionados. Para confecgédo de oligonucleotideos
sense (S), a sequéncia CACC foi inserida na porgcdo 5 das sequéncias de gRNA
iniciadas com nucletideo guanina (G), ao passo que, para sequéncias iniciadas com
nucletideos diferente de G, foi atribuido CACCG a regido 5. Para confecgdo das
sequéncias antisense (AS), foi gerada a sequéncia complementar do gRNA fornecido
pelo CRISPR Design e a sequéncia foi adicionada AAAC na porgdo 5. As sequéncias
dos oligonucleotideos utilizados para a sintese dos gRNA estao disponibilizadas na
Tabela 2.
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Tabela 2 — Oligonucleotideos utilizados para a confecgdo dos gRNA.

Oligonucleotideos

Gene alvo Exon
Orientagao Sequencia (5’ 2> 3’)
S CACCGAGACGTCAGTATAGTGGAC
DNMT3A 23
AS AAACGTCCACTATACTGACGTCTCC
S CACCGGTGGATGAGCAGCAGAAAGTT
SF3B1 15
AS AAACAACTTTCTGCTGCTCATCCACC
S CACCGGGACTCACACCACAGCCGCC
SRSF2 1
AS AAACGGCGGCTGTGGTGTGAGTCCC
S CACCGCAGGACTCACACGACTATTC
TET2 3
AS AAACGAATAGTCGTGTGAGTCCTGC

Abreviatura(s): S, sense; AS, antisense.

4.1.3 Construgbes plasmidiais

Os vetores pCW-Cas9 (Addgene), eSpCas9(1.1) (Addgene), pSpCas9(BB)-2A-
GFP (PX458) (Addgene), pGL4.22[luc2CP/Puro] (Promega) e pRetroX-IRES-
DsRedExpress (Clontech) foram adquiridos comercialmente e utilizados nas
estratégias de clonagem a seguir. O vetor lentiviral pCW-Cas9 codifica a proteina
Cas9 sob regulagéo de promotor responsivo a tetraciclina (promotor TRE), além de
gene de resisténcia a puromicina. O gene Cas9 foi retirado do seu vetor original por
restricdo enzimatica com Nhel-HF e Fsel (New England BiolLabs), e o produto de
digestao de aproximadamente 7,7 Kb foi recuperado por purificagéo de fragmento em
gel de agarose 0,8% (p/v) utilizando o kit comercial Q/Aquick Gel Extraction (Qiagen).
Um fragmento de 4,2 Kb referente ao gene eCas9 (enhaced Cas9) foi obtido por meio
de digestdao enzimatica do plasmideo eSpCas9(1.1) com Fsel e Agel-HF (New
England BioLabs), e posteriormente, clonado no backbone de pCW-Cas9, agora
nomeado pCW-eCas9. Além do gene Cas9, o gene de resisténcia a puromicina
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também foi extraido do seu vetor original (pCW-eCas9) e substituido pelo fragmento
génico T2A-EGFP, obtido a partir do plasmideo PX458, garantindo assim a transcrigao
conjunta de eCas9 e proteina verde fluorescente (EGFP). Esse plasmideo resultante
foi nomeado de pCW-eCas9-EGFP (~ 12 Kb) e permite a expressao indutivel de
eCas9 quando as células sao tratadas com antibiético da familia das tetraciclinas,
além da expresséo do gene repérter EGFP, regulado pelo mesmo promotor.

Os gRNA utilizados neste estudo foram clonados no plasmideo pGL4.22-
dsRED-gRNA. Para confecg¢do deste plasmideo, o gene de resisténcia a puromicina
foi retirado do pGL4.22[luc2CP/Puro] por digestdo com as enzimas BamH| e Sall (New
England BiolLabs), e substituido pelo ds-RED, obtido do plasmideo pRetroX-IRES-
DsRedExpress, previamente digerido com Kpn/ (New England BiolLabs). Por fim, o
gene codificante para luciferase (luc2CP) foi também excisado do plasmideo original
(pGL4.22[luc2CP/Puro]), resultando no plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA (~ 4,4 Kb).

Os oligonucleotideos obtidos para a sintese dos gRNA (gRNA_DNMT3A,
_SF3B1, SRSF2 e _TET2) foram submetidos ao protocolo de hibridizagdo. As
reagoes foram preparadas em um volume final de 50 uL, contendo, NEB Buffer [10X]
(New England BioLabs), 100 uM de cada oligonucleotideo fita-simples (S + AS) e agua
ultrapura. A solugéo final foi submetida a diminuicdo gradativa de temperatura (95°C
- 25°C) em termociclador, com queda de 10°C a cada minuto. O produto de reagao foi
clonado no plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA previamente digerido com a enzima
BsmBI (New England BiolLabs).

Os ensaios de ligagao entre fragmentos de DNA foram realizados com tampé&o
T4 DNA ligase [10X], 400 U de DNA ligase, 100 ng de DNA [vetor (1) : inserto (3)] e
agua ultrapura, g.s.p 20 uL. Os quimeras moleculares obtidos foram utilizados em
protocolo de transformacgé&o bacteriana, homogeneizando 0,5 uL do produto de ligagao
com 20 uL de células competentes E. coli XL Gold ou Blue (Stratagene). As células
foram incubadas a 4°C por 30 minutos, e logo em seguida, transferidas a banho seco
a 42°C por 45 segundos. Apos, foram retornadas a 4°C por 2 minutos, entado
solubilizadas em meio liquido SOC (Thermo Fisher Scientific) e mantidas em agitagcéo
continua a 37°C por 1 hora. Cerca de 100 uL da solugao bacteriana foi plaqueada em

meio soélido LB agar devidamente suplementado com ampicilina. As placas
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bacterianas foram entdo mantidas overnight em estufa climatizada a 37°C. As coldnias
obtidas foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB localizado em tubo Falcon 15
mL e mantidas em agitacdo continua a 37°C overnight. As bactérias foram
centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos e o pellet celular direcionado para a extragao
de DNA plasmidial em pequena escala com o kit QlAprep Spin Mini (Qiagen).
Posteriormente, apds a selegdo da(s) colénia(s) positivas para a clonagem de
interesse, as bactérias foram inoculadas em 1L de meio liquido LB e mantidas nas
mesmas condi¢des de crescimento anteriores. Apds a obtengao do pellet bacteriano,
as células foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial em larga escala utilizando
o kit comercial MaxiPrep (Qiagen). Os protocolos de mini e maxiprep utilizados foram
os recomendados pelo fabricante.

4.1.4 Transfecgéo e transducgéao celulares

Ensaios de transdugdo celular foram executados com particulas lentivirais
produzidas a partir do plasmideo pCW-eCas9-EGFP. A produgao das particulas virais
foi realizada em um dos laboratoérios de suporte técnico localizado nas instalagdes do
Columbia  University Medical Center (CUMC). Resumidamente, células
empacotadoras HEK 293T foram transfectadas com plasmideos estruturais para
particula lentiviral, além do vetor de interesse (pCW-eCas9-EGFP). O sobrenadante
celular foi descartado 24h apds a transfecgao, substituido por meio fresco, e recolhido
24h apos este procedimento. O material obtido foi fitrado em membrana 0,22 um. O
titulo viral foi determinado através da transducao de células HEK 293T utilizando
diferentes volumes do sobrenadante com particulas virais e posterior avaliacido da
expressdo de GFP por citometria de fluxo. Todas as particulas virais utilizadas nos
experimentos deste estudo apresentavam titulo viral superior a 2 x 108 TU/mL.

Em nosso laboratorio, células K562 e HEK 293T foram transduzidas com os
vetores lentivirais pCW-eCas9-EGFP para geragao de linhagens estaveis para eCas9.
A expressao de eCas9 foi induzida pela adi¢do de doxiciclina (DOXI), antibiético do
grupo das tetraciclinas, no meio de cultura. Para a célula HEK 293T, 5 x 10° células
foram plaqueadas em placa de seis pogcos e mantidas em cultura por 24h. No dia
seguinte, o sobrenadante foi substituido por meio fresco contendo 4,8 x 10° TU
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(particulas virais), brometo de hexadimetrina (Polybrene; 4 ug/mL) e DOXI (150 uM).
As placas foram centrifugadas a 2000 rpm por 90 minutos e incubadas por 48h.
Células K562 (5 x 10°) foram semeadas em placas de seis pogos previamente tratadas
com fibronectina 1X. O meio de cultura foi suplementado com 4,8 x 106 TU, brometo
de hexadimetrina (Polybrene; 4 ug/mL) e DOXI (150 uM), centrifugadas sob as

mesmas condigdes da HEK 293T e mantidas em incubadora por 48h.

Os ensaios de transfecg¢ao foram realizados com as células eCas9+ utilizando
o plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA carreando o gRNA de interesse (gDNMT3A,
gTET2, gSF3B1 ou gSRSF2). Células HEK 293T foram transfectadas com
Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher Scientific) segundo as orientagdes do fabricante.
Cerca de 5 x 10° células foram plaqueadas por pogo em placa de seis pogos e
mantidas em cultura por 24h. No dia seguinte, uma solugédo contendo 125 uL de meio
Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) e 7,5 uL de reagente lipofectamina 3000, foi
preparada e incubada por 5 minutos. Em paralelo, uma segunda solugdo contendo
125 uL de meio Opti-MEM, 2 ug do plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA e reagente
P3000 (2 pL/ug de DNA), também foi preparada e incubada por 5 minutos. Apds,
ambas as solugdes foram misturadas, vortexadas e incubadas por 30 minutos. A
solugédo final foi adicionada sobre as células e entdo incubadas por 48h. As células
K562 foram transfectadas com auxilio do sistema de eletroporacdo Neon (Thermo
Fisher Scientific). Cerca de 108 células foram lavadas com tampéao fosfato-salino
(PBS) 1X livre de Mg?* e Ca?* e ressuspensas em 100 uL do tamp&o R e 5 pg do
plasmideo com o gRNA de interesse. Para as condigbes knock-in, 100 uM do
oligonucleotideo fita-simples (ssODN) (Tabela 3) contendo a mutagao de interesse
tambeém foi adicionado a célula para eletroporacao. A célula K562 foi eletroporada nas
seguintes condigdes: 3 pulsos a 10 ms e 1450 V. A seguir, foi adicionado meio IMDM
devidamente suplementado e as células foram semeadas em placa de 6 pogos e
cultivadas por 48h. A verificagado do sucesso de transducao e transfeccgao foi feita, em
um primeiro momento, pela analise da expressdo dos genes reporteres (EGFP e
dsRED) em microscopio invertido de fluorescéncia Nikon Ti Eclipse (Nikon).
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Tabela 3 — Oligonucleotideos fita-simples (ssOND) utilizados para a geragéo de
modelos knock-in.

Mutacgao
Gene alvo : Sequéncia (5’ 2> 3’)

Proteina

GCAGCCTGGTCTGGCCAGCACTCACCCTGCCCTCT

CTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGT

DNMT3A c.2645G>A | R882H ' CCACTATACTGACGTCTCCAACATGAGCC[G]CTTGG

CGAGGCAGAGACTGCTGGGCCGGTCATGGAGCGTG

CCAGTCATCCGCCACCTCTTCGCTCCGCTGAAGGAG
TATTTTGCGTGTGTGTAAGGGACA

ATATATTGAGAGAATCTGGATGATATTGTGTAACTTA
SF3B1 2098A>G ~ K700E  GGTAATGTTGGGGCATAGTTAAAACCTGTGTTTGGT
¢ TTTGTAGGTCTTGTGGATGAGCAGCAG[AJAAGTTCG
GACCATCAGTGCTTTGGCCATTGCTGCCTTGGCTGA
AGCAGCAACTCCTTATGGTATCGAATCTTTTGATTCT

GTGTTAAAGCCTTTATGGAA

CTGCCTGAGAGGCGCGGCGTCGCACCGCCCAGAGC

TGAGGAAGCCGGCGCCAGTTCGCGGGGCTCCGGGC

SRSF2 c.284C>A P95H ' CGCCACTCAGAGCTATGAGCTACGGCCGCC[C]CCCT

CCCGATGTGGAGGGTATGACCTCCCTCAAGGTGGAC

AACCTGACCTACCGCACCTCGCCCGACACGCTGAGG
CGCGTCTTCGAGAAGTACGGGCGCG

4.1.5 Citometria de fluxo

A eficiéncia de transfecgao e transducao foi mensurada por citometria de fluxo
através do equipamento BD Fortessa (BD Biosciences) cerca de 48h apds os ensaios
de transferéncia génica. As células foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos e
entao ressuspensas em PBS 1X. O material foi submetido ao citbmetro para avaliagao
da expressao dos genes reporteres utilizados nas estratégias de transdugéo (EGFP)
e transfeccdo (dsRED). Células K562 e HEK 293T n&o transduzidas e/ou
transfectadas foram utilizadas como respectivos controles para configuragdo do
equipamento. Quando necessario, as células positivas para o(s) marcador(es) de
interesse foram recuperadas por sorting, nesse momento operadas na plataforma BD
FacsAria Cell Sorter (BD Biosciences). O material recuperado foi adicionado em meio
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de cultura devidamente suplementado com SFB e antibiéticos e mantido em cultivo
para a expansao clonal da populacao de interesse.

4.1.6 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento direto de DNA foi utilizado para confirmagéo do sucesso da
clonagem de DNA e para a analise dos genes-alvos editados pelo sistema
CRISPR/Cas9. Em um primeiro momento, 1 ng do plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA
foi misturado a 5 upuM do oligonucleotideo iniciador universal U6 (5-
GGGCAGGAAGAGGGCCTA-3’) e agua ultrapura qg.s.p. 10 uL. Esse material foi
fornecido ao laboratério de suporte técnico do CUMC para o sequenciamento dos
plasmideos.

Para confirmac&o do sucesso de edigado genética, o DNA do pool de células
obtidas por sorting foi extraido com o kit Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (Qiagen),
seguindo as recomendacgdes do fabricante, quantificados por método fluorimétrico
com Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific) e armazenados a 4°C. As amostras foram
amplificadas utilizando 1X de EconoTag PLUS GREEN Master Mix (Lucigen), 1 uM
de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 4), 100ng de DNA template e agua
ultrapura qg.s.p. 25uL de reacdo. Todas as reag¢des foram realizadas sob as seguintes
condigbes de ciclagem térmica: (1) 94°C por 5 minutos; (Il) 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos; (lll) 72°C por 10 minutos; e
(IV) 4°C overnight. Ensaios de sequenciamento direto utilizando cDNA foram
realizados para avaliar se o(s) alelo(s) mutado(s) estava(m) sendo efetivamente
transcritos. O RNA foi extraido com o kit comercial RNeasy Mini Handbook (Qiagen),
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. O RNA total obtido foi submetido a
sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando transcriptase reversa SuperScript IV
(Thermo Fisher Scientific). 2 ng de RNA total foram homogeneizados a 50 uM de Oligo
d(T), 10 mM de dNTP (10 mM/cada) e agua DEPC q.s.p. 13 pL de reagao. A solugao
final foi incubada a 65°C por 5 minutos e entdo transferida para o gelo e incubada por
1 minuto. Posteriormente, foram adicionados na solug¢ao contendo o RNA, 1X de SSIV
Buffer, 2 mM de DTT, 40 U de RNase OUT e 200 U de transcriptase reversa

SuperScritp IV. A solugao final foi incubada a 50°C por 10 minutos, e apos,
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transferidas para banho seco a 80°C por 10 minutos para inativagao enzimatica. O
material foi armazenado a -20°C. Para amplificacdo do cDNA, foram utilizados
oligonucleotideos especificos (Tabela 4) para as regides de jungdo exon-exon, de
forma a impedir a amplificagéo inespecifica de DNA genémico (gDNA). As condigdes
de amplificagdo foram as mesmas mencionadas anteriormente. Os fragmentos de
DNA amplificados foram purificados com o kit QlIAquick PCR (Qiagen) e fornecidos ao
laboratério de suporte técnico do CUMC, para o sequenciamento de DNA, juntamente
com 5 uM dos oligonucleotideos utilizados na PCR. Os eletroferogramas gerados
foram analisados nos programas Chromas (Techelysium), para leitura das
sequéncias, e a edicdo de DNA foi determinada por analise in silico no programa TIDE
(https://tide.nki.nl/).

34



Tabela 4 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a confirmagao da edigao
genética.

Gene . Fragmento . _ .
Exon Template Orientagao Sequéncia (5 2> 3’)

alvo (pb)

S TGCACTTCGGGTGGCTGCTGG
DNMT3A 23 gDNA 276
AS ACCTCAGTTTGCCCCCATGTC
. TGAACATATTCTGCAGTTTGGCT
GA
gDNA 384
AS CCCAATAGCCTTCAAGAAAGCAG
SF3B1 | 15 c
. CAAGAAGTCCTGGCAAGCGAGA
cDNA 273 c
AS GCAGCCAAACCCTTTCCTCTGTG
S CCACGCGGAAGGCAACTGCCTG
SRSF2 1 gDNA 540
AS CGCCGCGGACCTTTGTGAGGTC
S TGCCTGAGAGAGCTCATCCAG
gDNA 266
AS GCTTACCCCGAAGTTACGTCT
TET2 3 S GACGAGAACGAGGCTGGCAAAC
cDNA 482 AS CCTCCATTTTGCAAACACTTGGA

ATACC

Abreviatura(s): gDNA, DNA gendmico; cDNA, DNA complementar; S, sense; AS,

antisense.

4.1.7 Diluiggo limitante

A obtencgéao de clones celulares com 0 mesmo background genético foi feita por
diluigcao limitante realizada em placas de 96 pogos. As células recuperadas por sorting
e retornadas a cultura foram diluidas de forma a se obter a concentragdo de 10*

células/mL. Desta solugao final, 100 pL (= 103 células) foram adicionadas nos pogos
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da primeira coluna da placa com auxilio de micropipeta multicanal. As células foram
entdo diluidas em série, na proporg¢ao de 1:10 (v/v), nas colunas seguintes, de forma
a obter uma célula por poco. Todas os clones obtidos a partir de uma unica célula
foram expandidos gradualmente, e ent&do direcionados a extragao e sequenciamento
de DNA para caracterizagao genotipica de DNMT3A, SF3B1, SRSF2 e TET2.
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Figura 7 — Estratégias para edigao génica por CRISPR/Cas9, geragao e caracterizagao de linhagens celulares para expressao indutivel de eCas9.
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4.2 Ensaios funcionais

Os clones K562 editados para os genes de interesse (DNMT3A, SF3B1, SRSF2
e TETZ2) foram submetidos a ensaios de (l) proliferagéo e ciclo celular, (ll) estresse
genotodxico por radiagdo gama, (lll) apoptose, (IV) analise morfoldgica, (V) competicao
clonal in vitro, in vivo, na presenga de citocinas e em co-cultura com estroma medular,
(V1) expressdo de marcadores de superficie e (VIl) expressao de citocinas humanas
a niveis transcricionais e traducionais. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata utilizando mais de um clone para cada condi¢ao e tendo como controle as

células WT para o(s) respectivo(s) gene(s) de analise.

4.2.1 Viabilidade celular

A viabilidade dos clones celulares gerados foi inferida pelo numero de células
viaveis detectadas por ensaio colorimétrico do tipo MTT através do kit comercial
CellTiter 96 (Promega). As células foram semeadas em placas de 96 pogos (10*
células / 100 uL de meio / pogo) e mantidas em cultura por até 7 dias. A cinética de
crescimento celular foi avaliada a cada 24 horas. Para a avaliagc&o celular, 20 uL da
solucao de coloragao foi adicionada nos respectivos pogos e mantidas a 37°C por 2
horas em incubadora. A placa foi lida em leitor de ELISA a 570 nm e a curva de
crescimento celular foi elaborada mediante a seguinte férmula: (absorbéncia amostral

— absorbancia de referéncia ou branco) / absorbancia da condi¢do no DO.

4.2.2 Ciclo celular

A analise de ciclo celular foi realizada através da quantificagdo de DNA por
citometria de fluxo no equipamento BD Fortessa (BD Biosciences). Clones K562
SF3B1 WT (n=3), SF3B1 K700E (n=4) e clones duplo-mutados SF3B1WTK7OETET2+-
(n=5) foram lavados com PBS 1X e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos para
obtencao de pellet celular. Logo, as amostras foram fixadas com 1 mL de etanol 70%
(v/v) frio. A solugéo etandlica foi adicionada gota a gota enquanto as amostras eram

vortexadas de forma a evitar a aglutinagado. As células foram incubadas por a 4°C por
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30 minutos e entdo lavadas duas vezes com PBS 1X. Posteriormente, 100 ug de
RNase A (BioRad), iodeto de propideo (PI) [1X] e PBS [1X] qg.s.p. 300 uL foram

adicionadas as amostras e logo apés encaminhadas ao citbmetro.

4.2.3 Estresse genotoxico

A anadlise de estresse genotdxico por radiagdo gama (y) foi realizado com
clones K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=4), e SRSF2 WT (n=3) e P95H (n=3) foram
irradiados a 1, 2, 4, 8 e 16 Gy no equimamento Gammacell 40 (Best Theratronics). Os
respectivos clones celulares foram semeados em placa de 6 pogos a 5x10°
células/mL, irradiados nas condigdes mencionadas e cultivados por 4 dias. A
avaliagao de viabilidade celular foi aferida por ensaio de MTT.

4.2.4 Apoptose

A avaliagdo da morte celular por apoptose dos clones SF3B1 WT (n=3), SF3B1
K700E (n=4), SRSF2 WT (n=3) e SRSF2 P95H (n=3) foi realizada por marcagao de
anexina V e DNA, e posterior analise no citbmetro de fluxo BD Fortessa (BD
Biosciences). Aproximadamente, 5x10° células foram lavadas com 1 mL de PBS [1X],
vortexadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o0 processo de lavagem repetido nas mesmas condigdes. O pellet celular foi
ressuspenso em 25 ulL de PBS contendo 1X anti-Anexina V (Pacific Blue) (BioLegend)
e 1X do intercalante de DNA 7-amino-actinomicina D (7-AAD) (BioLegend). As células
foram incubadas em auséncia de luz a temperatura ambiente por 20 minutos, lavadas
com PBS 1X, vortexadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspenso em 400 uL de PBS 1X. Logo apdés, as amostras

foram analisadas no citdmetro.
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4.2.5 Analise morfolégica

Células K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=3) foram examinadas
morfologicamente para avaliagdo de estruturas de granulos de ferro em torno do
nucleo, denominados sideroblastos em anel. As células foram lavadas duas vezes
com PBS 1X e entdo processadas em citocentrifuga Shandon (Shandon Scientific) de
forma que, 5x10* células distribuidas em 50 uL fossem submetidas a 800 rpm por 5
minutos. As laminas foram retiradas cuidadosamente do equipamento e mantidas a

temperatura ambiente sobre a bancada para secagem completa.

A avaliacao de sideroblastos em anel foi realizada com protocolo de coloragao
do Azul de Prussia (ou Perls) para precipitagdo de ferro livre. O material das laminas
foi fixado com metanol 40% por 1 minuto, seguido de lavagem com agua deionizada.
As amostras foram entdo coradas com ferrocianeto de potassio 5% e acido cloridrico
10% por 1 hora, e contracoradas com safranina 0,05%. As laminas foram lavadas com

agua deionizada e analisadas em microscoépio optico.

4.2.6 Competigéo clonal

Os ensaios de competicdo clonal entre clones K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E
(n=3) foram realizados para determinacdo da dominancia clonal entre as células
selvagens e mutantes para o gene SF3B17. Todos os clones foram transduzidos com
particulas lentivirais obtidas a partir dos plasmideos pHIV-EGFP e pHIV-dTomato,
carreando genes reporteres para expressdo de proteinas fluorescentes verde e
vermelha, respectivamente. Ambos plasmideos foram obtidos comercialmente
(Addgene) e submetidos a producéo viral no laboratério de suporte técnico do CUMC,
seguindo as mesmas condicbes de sintese viral e protocolo de transdugao

anteriormente mencionados.

4.2.6.1 Ensaios in vitro

Trés clones de cada condigdo (WT e K700E) expressando genes reporteres
EGFP ou dTomato foram semeados em placa de 6 pogos (5x102 células WT e 5x10°
células SF3B1 K700E; 1:1) e co-cultivados por até 14 dias. Os ensaios de competicao

clonal in vitro foram realizados em trés condigdes distintas: (I) apenas com células
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K562 SF3B1 WT e K700E, (ll) na presencga das citocinas humanas recombinantes IL-
1o e/ou IL-8 e (lll) em co-cultivo com células de estroma obtido de medula dssea de

individuos saudaveis e pacientes com SMD.

Para os ensaios envolvendo a adigdo direta das citocinas hrlL-1a (Thermo
Fisher Scientific) e/ou hrIL-8 (Thermo Fisher Scientific), foi realizada a co-cultura entre
os diferentes clones WT e mutados, seguida da adigdo de 1 ng/mL de cada citocina,
ou de ambas, a cada 24h ou 72h de cultura durante 14 dias.

Para as condi¢gdes envolvendo co-cultivo com células estromais obtidas de MO
humana, foram recolhidas amostras de MO de dois pacientes com SMD e células
estromais de um individuo saudavel obtidas comercialmente do New York Blood
Center (Nova York, EUA). As espécimes dos pacientes, ambos acompanhados pela
Dr. Azra Raza do Centro de SMD do CUMC, foram encaminhadas ao laboratério e
foram utilizadas mediante a assinatura de termo de consentimento devidamente
registrado no Comité de Etica do CUMC (No. #AAAL5907). Pequenos fragmentos de
origem Osseo-cartilaginosa foram obtidos dos pacientes com SMD durante a coleta de
material para biopsia de MO, e processados para enriquecimento das células
estromais. O material foi fragmento com auxilio de bisturi e homogeneizado em 5 mL
de PBS 1X. A amostra foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos para obtencdo do
pellet celular e as células obtidas foram cultivadas em meio seletivo MEM Aplha 1X
(Cellgro) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e antibidticos
[penicilina/streptomicina 10 U/mL]. Células estromais de doadores saudaveis foram
descongeladas seguindo protocolo padréo, e cultivadas em meio MEM Aplha 1X
(Cellgro), devidamente suplementado nas mesmas condigdes. Apods atingirem
confluéncia superior ou igual a 80%, as células flutuantes foram descartadas, e as
aderidas, digeridas com Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) e mantidas em cultura até a
quinta passagem. Para o ensaio de competicdo clonal, 5x10* células estromais foram
semeadas em placas de 6 pogos na véspera da realizagdo do ensaio. No dia seguinte,
foram adicionadas as células K562 SF3B1 WT e K700E, de acordo com as condi¢coes

ja mencionadas, e cultivadas em meio MEM Alpha 1X devidamente suplementado.

Para todas as condi¢des do ensaio de competicao clonal, a proporgao entre os

clones mutantes e selvagens foi determinada através da raz&o entre células verdes e
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vermelhas, detectadas por citometria de fluxo na plataforma BD Fortessa (BD
Biosciences).

4.2.6.2 Ensaios in vivo

Os ensaios de competicdo clonal in vivo foram realizados em camundongos
imunodeficientes NOD.Cg-Prkdcs¢9l/2rgt™"™/SzJ (NSG) (The Jackson Laboratory)
fémeas com 7 semanas (n = 5). O uso de animais de experimentagédo neste estudo
foi aprovado pelo Comité Institucional para Uso e Cuidados com Animais do CUMC
(No. # AG032959). Aproximadamente, 2x106 células (108 SF3B1 WT (n=3) e 10°
SF3B1 K700E (n=3); 1:1) foram lavadas duas vezes e mantidas em suspensao em 50
uL de PBS 1X sob gelo. O mesmo volume de Matrigel Matrix High Concentration
(Corning) foi adicionado as células (1:1) e homogeneizado repetidamente com auxilio
de micropipeta. A solugédo final foi coletada com seringa de insulina 29G e injetada
subcutaneamente nos dorsos esquerdo e direito de cada animal. Os animais foram
monitorados semanalmente e os tumores extraidos cirurgicamente 30 dias apds a
injecdo. A massa tumoral foi lavada em tampao HBSS 1X, dissociada com auxilio de
bisturi cirdrgico e, posteriormente, digerida com 200 U/mL de colagenase tipo |
(Gibco), suplementada com 3 mM de CaCl,. O material foi incubado a 37°C por 6
horas e transpassado em filtro de 40 um. O material final foi avaliado por citometria
de fluxo para quantificagao de células EGFP e dTomato positivas no equipamento BD

Fortessa (BD Biosciences).

4.2.7 Expressdo de marcadores de superficie

A avaliagdo da diferenciagao eritropoética in vitro foi realizada em células K562
SF3B1 WT (n=3), SF3B1 K700E (n=3) e SF3B1WIK700ETET2*" (n=5). As células foram
lavadas com PBS 1X e centrifugafas a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet celular foi adicionado 1 uL de anti-GPA monoclonal humano
(PE) (BD Biosciences), 1 uL de anti-CD71 monoclonal humano (FITC) (ABCAM) e 25

uL de PBS (1X). As células foram incubadas por 20 minutos em auséncia de luz. Apos
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a incubacéo, as células foram lavadas com PBS 1X, ressuspensas em 300 uL da

mesma solucao e por fim encaminhadas ao citdmetro.

4.2.8 Expresséo de citocinas

4.2.8.1 Expressao proteica

A quantificagdo das citocinas humanas IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y
e TNFoa foi realizada na plataforma Luminex (Merck) utilizando amostras de
sobrenadante celular de clones K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=3). O kit comercial
HCYTOMAG-60K (Millipore) foi customizado para a analise das citocinas de interesse.
As amostras de sobrenadante fresco foram submetidos ao laboratério de suporte
técnico do CUMC para realizagao do ensaio. A confirmagao da expressao da citocina
IL-8 foi realizada por ensaio imunoenzimatico de ELISA para os mesmos clones K562
SF3B1 e clones SRSF2 WT (n=3) e P95H (n=3). Placas e reagentes para o ensaio
foram adquiridos comercialmente (Thermo Fisher Scientific) e os protocolos
experimentais foram executados de acordo com as orientagdes do fabricante. 100 pL
das amostras e respectivos controles foram adicionados nas placas de 96 pocos e
mantidos em incubagao a temperatura ambiente por 2 horas. Apds, as amostras foram
descartadas por inverséo e as placas lavadas quatro vezes com tampé&o de lavagem.
O anticorpo de detecgéo foi adicionado (100 uL) e mantido em incubagéo por 1 hora.
O descarte do volume e lavagem das placas foram realizados como ja descrito
anteriormente. O mesmo procedimento de adicdo, descarte e lavagem foram
executados com a enzima peroxidase (HRP), substrato cromogénico e solugéo de
parada, respectivamente. Por fim, a placa de ELISA foi lida em espectofotdmetro
AgileReader (Thomas Scientific) a 450 nm. A quantificac&o das citocinas por Luminex
e ELISA foi determinada por quantificagdo absoluta mediante a construgcédo de curva

padréao.
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4.2.8.2 Expressao de transcritos

Os niveis de transcritos de IL-8 foram avaliados por quantificagao relativa em
PCR em tempo real (QRT-PCR) por sistema TagMan (Thermo Fisher Scientific), tendo
como gene constitutivo ACTB. Neste experimento foram utilizadas amostras de cDNA
obtidas de clones WT (n=2) e mutantes para os genes do spliceossoma (SF3B1 (n=2),
SRSF2 (n=2) e U2AF1 (n=2)). Oligos e sondas utilizados foram adquiridos
comercialmente (Cat. No. 4331182; Thermo Fisher Scientific). A reacdo de
amplificagao foi elaborada com 1X TagMan Gene Expression Assay (oligos e sonda),
1X Tagman Gene Expression Master Mix, 25 ng de cDNA template e agua utra-pur
g.s.p. 20 yL de reagdo. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas e
submetidas ao programa padréo de amplificagao (50°C por 2 minutos; 95°C por 10
minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos) no equipamento
QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). A quantificacao

relativa dos transcritos foi determinada através método 244¢t,

4.3 Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas neste estudo foram realizadas no programa
estatistico Prism 7.0 (GraphPad). Os testes ndo-paramétricos, teste de Mann-Whitney
e teste de Kruskal-Wallis, foram empregados para todos os conjuntos de dados, sendo
considerado estatisticamente significativo quando p<0,05. Teste Mann-Whitney foi
utilizado para comparar trés ou mais grupos, ao passo que, o teste de Kruskal-Wallis,
para comparar dois grupos distintos.
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5. RESULTADOS

5.1 Células K562 podem ser utilizadas para a modelagem das mutagdées em
genes das neoplasias mieloides

Atualmente, ha diferentes plasmideos de expressao para a endonuclease Cas9
disponiveis comercialmente, alguns, inclusive, estruturados para a producédo de
particulas retro e lentivirais. Entretanto, nenhum destes correspondeu ao nosso
interesse no presente estudo — o estabelecimento de uma linhagem celular com
expresséao indutivel de eCas9 e gene reporter codificante para proteina fluorescente.
Para este fim, nds otimizamos o plasmideo lentiviral pCW-Cas9, de forma que ele
pudesse expressar eCas9, proteina com especificidade elevada e efeito off-targets
diminuidos, quando comparada a sua versao selvagem (SLAYMAKER et al., 2016),
junto da proteina EGFP; ambos regulados por promotor génico responsivo a
tetraciclina (Figura 8). Durante todas as etapas da estratégia de clonagem, os
produtos de digestdo e ligacdo de DNA foram confirmados por eletroforese e
sequenciamento de DNA. O plasmideo final pCW-eCas9-EGFP nao previu,
intencionalmente, a clonagem dos gRNA. Uma construgdo desse tipo permitiu que
uma mesma célula pudesse ser utilizada como matriz para o desenvolvimento de
diferentes modelos mutacionais, independente do sitio de edicdo. Dessa forma, os
gRNA para DNMT3A, TET2, SF3B1 e SRSF2 foram clonados no vetor pGL4.22-
dsRED-gRNA, que expressa um segundo repérter fluorescente, o dsRED (Figura 9).

A avaliagdo da concentragéo 6tima de DOXI foi estimada através da transdugéo
das células HEK 293T com o vetor lentiviral obtido a partir do plasmideo pCW-eCas9-
EGFP. As células transduzidas foram acrescidas ao meio de cultura em auséncia ou
presenca do antibidtico, adicionado em diferentes concentrag¢des (50, 150 e 300 uM).
A avaliacédo da populacdo GFP+ foi realizada por microscopia de fluorescéncia 24h,
48h e 72h apos a transducgdo. O percentual de células GFP+ foi maior em células
cultivadas por 48h na presenca de DOXI em relagdo ao controle e demais tempos de
analise, logo, essas células mantidas em cultura por 48h apos a transdugao foram
avaliadas por citometria de fluxo.
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Figura 8 — Esquemas de clonagem molecular para geragao do plasmideo pCW-eCas9-EGFP.

Plasmideos comerciais utilizados para a construgcido do plasmideo lentiviral utilizado na transdugao de
eCas9 e EGFP.

46



5'LTR Kpnl

Sall 3367

Synthetic
poly(A)
Amp'

Puro’

pGL4.22[/uc2CP/Puro]
Vector

SV40 early  (5583bp)

enhancer/

promoter

pRetroX-IRES-DsRedExpress

5935 bp
ColE1 A3
ori

2199 BamHI

SV40 late

poly(A) signal luc2CP

Kpnl 3
EcoRI 1750 (31p53) SLR

Plasmideo resultante:

U6 gRNA EF-la

pGL4.22-dsRED-gRNA (~ 4,4 kb)

(1839)
ed-Express

Figura 9 — Esquemas de clonagem molecular para geragao do plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA.
Plasmideos comerciais utilizados para a construgéo do plasmideo utilizado na transfecgao dos gRNA

e ds RED.

Cerca de 40% das células na condigao com 150 uM de DOXI eram GFP+, ao

passo que, as condi¢gdes com 50 e 300 uM do antibiético apresentavam 26% e 32,5%

de positividade, respectivamente (Figura 10). Sendo assim, todos os ensaios de

transducéo e transfec¢ao subsequentes foram realizados na concentragéo de 150 uM

de DOXI e recuperagao das células por sorting 48h apos a transferéncia génica.
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A linhagem celular K562 também foi transduzida com o vetor lentiviral pCW-
eCas9-EGFP e a recuperacdo de células GFP+ foi realizada sob as mesmas
condi¢cdes anteriormente mencionadas. Apds a obtencao das populagdes GFP+ de
ambas as linhagens, a partir de agora nomeadas como eCas9+, as células foram
retornadas para a expanséo in vitro e logo utilizadas para os ensaios de transfecgao
com o plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA carreando os gRNA para os respectivos
genes de interesse. Células K562 eCas9+ foram transfectadas com o plasmideo
carreando gRNA para a edicdo dos genes DNMT3A, SF3B1, SRSF2 e TET?2,
enquanto células HEK 293T eCas9+ foram transfectadas apenas com o plasmideo
para a edicao de SF3B1. As transfeccoes efetuadas para DNMT3A, SF3B1 e SRSF2
foram realizadas juntamente com ssODN especifico, caracterizados pela presencga de
alteracao nucleotidica de interesse para o desenvolvimento de modelos do tipo knock-
in. As células eCas9+ ds-RED+, geradas apos a transfecg¢do (Figura 11) foram entao
sorteadas e mantidas em cultura para a expansao in vitro, € uma parte das células
(0,5 — 10° células, aproximadamente) foi submetida a extragdo de DNA. O material
genético extraido foi utilizado como template para amplificagdo por PCR das regides
de interesse, e posterior analise por sequenciamento direto de DNA.

Os resultados de sequenciamento de DNA demonstraram o sucesso de edi¢céo
dos respectivos genes alvos (Figura 12). As células sorteadas e mantidas em cultura
foram entdo submetidas a dilui¢ao limitante em placa de 96 pog¢os para a obtencao de
clones com o mesmo background genético. Apos 30 dias em cultura,
aproximadamente, as células expandidas clonalmente foram entdo sequenciadas, e
assim, confirmado o estado mutacional para os respectivos marcadores editados. A
eficiéncia de edicao foi estimada pela propor¢cao entre clones mutados e o total de
clones obtidos isoladamente. Nas células K562 foram observadas eficiéncias de
edicao de 33% (4/12) e 21% (3/14) para os genes SF3B1 e SRSF2, respectivamente.
DNMT3A e TETZ2 apresentaram 60% (6/10) de eficiéncia. Em relag&o as células HEK
293T, foram obtidos 6 clones ao total, dentre os quais, 2 apresentavam a mutacao
K700E (33%). Ao total, foram isolados 36 clones distintos: 9 clones K562 editados
para DNMT3A, 7 para SF3B1, 6 para SRSF2, 10 para TET2 e 4 HEK 293T para
SF3B1. As caracteristicas de todos os clones gerados podem ser encontradas na
Tabela 5.
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Além de avaliar a edicdo genética por meio de sequenciamento de DNA,
também foi analisado se os clones expressavam o(s) alelo(s) editado(s). Para isso, foi
realizado sequenciamento utilizando oligonucleotideos especificos para os genes
SF3B1 e TET2, porém, tendo como molde o cDNA. Todos os clones gerados a partir
de células K562 (SF3B1 e TETZ2) apresentaram eletroferogramas com sequéncias
compativeis aos achados no DNA, ou seja, foi observada a expresséo de alelos WT
e/ou mutados, quando presentes. Em contrapartida, nenhum dos clones HEK 293T
SF3B1 com a mutagdo K700E (HEK 293T SF3B1 C.10 e C.13) apresentaram a
mutagdo a nivel transcricional, e por essa razdo, ndao foram mais utilizadas nos

experimentos seguintes (Figura 13).

293T pCW-eCas9 293T pCW-eCas9 293T pCW-eCas9 293T pCW-eCas9
+ 50 uM de DOXI + 150 uM de DOXI + 300 uM de DOXI

10°
FITC-A

0.2% ] 26.1% 40.7% | o 32.5%

300

200

T T
o 2 3

10° 104 105 0 10 10 10

rca 0 o FITC-A

Figura 10 — Avaliagao da expressdo de GFP em células HEK 293T apé6s 48h de transdugéo.
Células HEK293T transduzidas com pCW-eCas9-EGFP na auséncia ou presenga de DOXI (50 — 300
uM). Parte superior da figura: Dot- plot mostrando os parametros granularidade (SSC) vs fluorescéncia
(FITC). Parte inferior da figura: Histograma com intensidade de fluorescéncia (X) vs numero de eventos
(Y).
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Figura 11 — Avaliacdo da transfecg¢ao de células K562 eCas9+ com pGL4.22-dsRED-gRNA. Os
dot-plots na parte superior da figura mostram células K562 eCas9+ transfectadas ou ndo com o
plasmideo pGL4.22-dsRED-gRNA em auséncia de DOXI. Na parte inferior, as mesmas condigdes
foram avaliadas, porém em presenca de DOXI. A presenca do antibiético leva a um cluster de eventos
positivos FITC (verde), reflexo da expressdo de GFP. Células K562 eCas9+ e pGL4.22-dsRED-gRNA+,
em presenga de DOXI apresentam eventos positivos para FITC e PE (vermelho), reflexo do sucesso
de transfecgdo. A populagéo duplo-positiva em azul (P7)(51%) foi sorteada e expandida in vitro para
obtencédo de clones geneticamente editados.

50



TET2 Exon 3 (pool) PAM BRNA

mA T G GAATACCCTGTATGAAIGGGIAAGCCAGNNTNNNTCNNTGTG ANT CCTG A C|T

MO

SRSF2 P95L Exon 1 (pool)

< < 3 < 3 S T = < 3 < < < 3 < S < T < < < e T < < < = = <

P95L
oT

N\ /A / \/\ /v / \A/ / JAY, \/ﬁ/\ \ ,,f/ \\ / AVAY \VAVAV/ /\A

DNMT3A R882H Exon 23 (pool)

T c [§ A A [§ A T G A G c C G c T T G G C G A G G C A G A G A
G>A

N A A ,
AN LAV

SF3B1 K700E Exon 15 (pool)

R882H

K700E
A>G

N

c‘J \ N / \‘\ \ N ,

[RWA f i\ N N\

1A [ \ A [\ \ A

A [ /\ /\ A/ w" \ \ f \
AN [\ [\ \ v J \ /A

Figura 12 — Confirmagao da edigdo genética. Mutagbes pontuais nos genes DNMT3A, SF3B1 e
SRSF2 foram inseridas através de DNA template fita-simples (ssODN). O gene TET2 apresenta
alteragéo no frame de leitura, demonstrando o estabelecimento de um modelo knock-out para o gene.

A B
K562 SF3B1 HEK 293T SF3B1
K700E (A/G) DNA K700E (A/G) cDNA K700E (A/G) DNA K700E (A/G) cDNA

WT (A/A) DNA WT (A/A) cDNA

Figura 13 — Analise de transcritos SF3B1 para confirmagao da expressao de alelos editados. (A)
Os clones gerados a partir da linhagem K562 expressam ambos os alelos, WT e K700E. (B) Clones
HEK 293T expressam apenas o alelo WT do gene.
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Tabela 5 — Clones celulares gerados com mutagdes em genes de regulagao epigenética e do spliceossoma.

. s S Mutacéo R
Linhagem Exon Nome/No.doclone Gendtipo = Zigosidade Tipo e e e [ Sequéncia (5' - 3')
c2 WT/ut HT delecdo 39 inframe  TCTCT[GCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGTCCACT]ATACTGACGTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
c9 WT/WT HM - - - TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGTCCACTATACTGACGTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
c19 mut/mut HM delegio 7 frameshift ~ TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAG|TCCACTA]TACTGACGTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
c21 WT/mut HT delegdo 26 frameshift  TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTAT[TTGGTTTCCCAGTCCACTATACTGAC]GTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
DNMT3A 23 c.a2 WT/mut HT delegio 33 inframe  TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATT[TGGTTTCCCAGTCCACTATACTGACGTCTCCAA]CATGAGCCGCTTGG
ca7 mut/mut HM R882H - - TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGTCCACTATACTGACGTCTCCAACATGAGCC]G]CTTGG
c63 WT/WT HM - - - TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGTCCACTATACTGACGTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
c.68 WT/mut HT delegdo 21 inframe  TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTT|TCCCAGTCCACTATACTGACG]TCTCCAACATGAGCCGCTTGG
c.70 WT/WT HM - - - TCTCTGCCTTTTCTCCCCCAGGGTATTTGGTTTCCCAGTCCACTATACTGACGTCTCCAACATGAGCCGCTTGG
w1 WT/WT HM - - - AGCAGAAAGTT
w2 WT/WT HM - - - AGCAGAAAGTT
w3 WT/WT HM - - - AGCAGAAAGTT
SF3B1 15 K1 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT
K2 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT
K3 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT
e K4 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT
w19 WT/WT HM - - - CCGCCCCCCGG
w33 WT/WT HM - - - CCGCCCCCCGE
i \ wa2 WT/WT HM - - - CCGCCCCCCGE
P15 WT/mut HT P95H - - CCGCC[A]CCCGG
P22 WT/mut HT P95H - - CCGCC[A]CCCGG
P38 WT/mut HT P95H - - CCGCC[A]CCCGG
c2 WT/mut HT delegdo 28 frameshift ~ CCCTG[TATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTG]AGTCCTGA
c3 WT/mut HT delecio 5 frameshift ~ CCCTGTATGAAGGGAAGCCAG[AATAG]|TCGTGTGAGTCCTGA
c7 WT/mut HT delecdo 21 inframe  CCCTGTATGAAGGG[AAGCCAGAATAGTCGTGTGAG]TCCTGA
c18 WT/mut HT delegdo 12 in frame CCCTGTATGAAGGG[AAGCCAGAATAG]TCGTGTGAGTCCTGA
— A €33 WT/WT HM - - - CCCTGTATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGTCCTGA
€35 WT/WT HM - - - CCCTGTATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGTCCTGA
c.40 WT/WT HM - - - CCCTGTATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGTCCTGA
ca1 WT/WT HM - - - CCCTGTATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGTCCTGA
caa WT/mut HT delegdo 30 inframe  CCCTGT[ATGAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGT]CCTGA
C.55 WT/mut HT delecdo 28 frameshift  CCCTGTAT[GAAGGGAAGCCAGAATAGTCGTGTGAGT]CCTGA
c3 WT/WT HM - - - AGCAGAAAGTT
HEK 203T SF3B1 3 s kil HM - . . i1
c10 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT
c13 WT/mut HT K700E - - AGCAG[G]AAGTT

Abreviatura(s): WT, selvagem; mut, mutado; HM, homozigoto; HT heterozigoto; nts, nucleotideos.
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5.2 A mutacao SF3B1 K700E confere perda do potencial proliferativo

Os clones celulares editados para os respectivos genes de interesse foram
caracterizados funcionalmente por ensaio de MTT, para avaliagdo da proliferacéo
celular, e ensaio de apoptose por citometria de fluxo através da marcacao de anexina
V e de DNA por 7-AAD. A habilidade proliferativa dessas células foi determinada pela
comparagao da cinética de crescimento entre os clones WT e mutados para um
mesmo gene. Mutagbes nos genes DNMT3A, SRSF2 e TET2 n&o tiveram impacto na
proliferagdo das células K562. Quando avaliado se o tipo de mutagdo em TET?2 teria
efeito na proliferacdo dessas células, observou-se que o crescimento de clones
portadores de mutagdes in-frame ou frameshift nao foi diferente dos clones WT. Ja os
clones celulares portadores da mutacdo SF3B1 K700E apresentaram capacidade
proliferativa diminuida quando comparados aos WT (Figura 14).

Os clones com mutagdes nos genes SF3B71 e SRSF2 e os clones WT foram
submetidos a radiagdo gama e apoés 4 dias em cultura, analisados por MTT. O objetivo
deste experimento foi avaliar o efeito do estresse genotdxico induzido por radiagao na
viabilidade dessas células. Nas doses de radiacdo testadas, observou-se uma queda
na viabilidade de até 50%, tanto para as células K562 SRSF2 P95H quanto para as
WT. Entretanto, quando analisados os clones portadores da mutacdo SF3B1 K700E
observou-se que, nas maiores doses de radiagao testadas, as células mutadas
sobreviveram mais quando comparadas as células WT, ainda que esse resultado néo

tenha sido estatisticamente significativo (Figura 15).
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Figura 14 — Cinética de proliferagao celular dos clones editados. Células K562 WT ou mutadas
para os genes DNMT3A, SRSF2, SF3B1 e TET2 foram cultivadas in vitro por 7 dias e avaliadas por
ensaio de MTT.
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Figura 15 — Viabilidade celular apds estresse genotdxico por radiagdo gama. As células K562 WT
mutadas para os genes do spliceossoma (SF3B71 e SRSF2) ndo apresentam sobrevida aumentada
quando expostas a radiagao gama (1 — 16 Gy).
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Diferentemente das demais alteragbées, a mutacdo K700E no gene SF3B1
conferiu perda na capacidade proliferativa celular. Frente a este resultado, foi
realizado um ensaio de competi¢ao clonal in vitro estabelecido pela co-cultura entre
as células K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=3). Essas linhagens foram transduzidas
com lentivirus pHIV-EGFP ou pHIV-dTomato de forma que agora pudessem
expressar, constitutivamente, as proteinas fluorescentes verde e vermelha. As células
foram quantificadas e entdo misturadas na proporcao 1:1 e a analise por citometria de
fluxo permitiu aferir o percentual de cada populacédo nos diferentes tempos de analise
(DO, D+4, D+7, D+10 e D+14). Mesmo em co-cultura, as ceélulas SF3B1 K700E
cresceram mais lentamente do que as WT, o que demonstra que a presenca de ambos
os clones no mesmo compartimento ndo foi capaz de alterar o comportamento

proliferativo anteriormente observado para cada linhagem isoladamente (Figura 16).
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Figura 16 — Competicao clonal in vitro entre clones selvagens e mutados para SF3B17. As células
K562 SF3B1WTWT e apresentam vantagem proliferativa sobre os clones SF3B1VTK70%F mgsmo em
experimentos de co-cultura WT:MT. As células foram cultivadas nas condi¢des controles — (A) WT e
(B) K700E, apenas, e em co-cultura (C e D) WT:K700E (1:1).

Ensaios in vivo com camundongos NSG também foram realizados para
avaliacdo do crescimento celular dos clones com alteragcbées em SF3B1. As células
foram injetadas no dorso dos animais (n=5) via subcutédnea na propor¢do 1:1 e

mantidas por 30 dias até a formagao do tumor visivel. Nenhum dos animais morreu
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durante esse periodo. A quantificacdo dos diferentes clones por citometria de fluxo
demonstrou que, em todas as condi¢des experimentais, apds os 30 dias de incubacao
dos animais, soO foi possivel detectar células WT (Figura 17). Esses resultados sao
sugestivos de que as células K562 SF3B1 WT apresentam dominancia clonal in vivo
sobre as células SF3B1 K700E.

ANIMAL 01 D30
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Figura 17 — Analise por citometria de fluxo do ensaio de competigao clonal in vivo realizado com
o animal NSG #01 — clones W1 + K1. As células K562 SF3B1V™T (W1) e SF3B1"TK700E (K1) ambas
EGFP e dsTomato positivas obtidas do tumor gerado em camundongos NSG via subcutanea. O dot-
plot mostra células verdes (FITC) e vermelhas (PE) no inicio (DO0) e ao fim do experimento (D30).

Além da viabilidade celular, foi avaliado o impacto das muta¢des pontuais em
genes do spliceossoma na morte celular por apoptose. As mutagdes SF3B1 K700E e
SRSF2 P95H nao tiveram impacto significativo na morte celular, ainda que possa ser
observado um aumento discreto da populacdo apoptética nos clones mutantes para
SF3B1, quando comparadas ao controle (Figura 18).

Por fim, as células K662 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=3) foram submetidas a
citocentrifugagcédo, seguida de coloragdo das laminas com Azul de Prussia para
observacgéao de figuras displasicas do tipo sideroblastos em anel. Nenhuma diferenga
morfologica foi observada nos clones analisados. As células mutantes para SF3B1
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nao apresentaram precipitacdo de ferro em torno do nucleo, caracteristico de
sideroblastos em anel presentes na medula de pacientes com SMD (Figura 19).
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Figura 18 — Avaliagao de morte celular por apoptose. Dot-plot parte inferior do quadrante esquerdo
observam-se as células viaveis [Pacific Blue (-) vs PE (-)], no quadrante direito inferior um cluster de
eventos positivos para Pacific blue (azul) indicativo de apoptose precoce e no quadrante direito superior
células inviaveis, duplamente marcadas pelos corantes de viabilidade [Pacific Blue (+) vs PE (+)]. A
direita é possivel observar que a presenca de mutagdes nos genes SF3B1 e SRSF2 nao impactam na
apoptose.
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Figura 19 — Observacao de sideroblastos em anel por coloragao de laminas com Azul da Prussia.
(A) células marcadas para ferro reativo em torno do nucleo séo realgadas por setas vermelhas [Fonte:
(CAZZOLA; INVERNIZZI, 2011)]. (B) Clones K562 WT e (C) K700E foram citocentrifugados e coradas
para marcagéao de ferro reativo (aumento 1000X), porém nao foram observados sideroblastos em anel.

5.3 Células com mutagoes em genes do spliceossoma secretam mais IL-8

Diferentes grupos de pesquisa ja demonstraram que pacientes com neoplasias
mieloides apresentam niveis alterados de citocinas em amostras de soro e plasma
derivados de MO. Frente a isso, nos investigamos se os clones celulares com
mutagdes em genes do spliceossoma apresentavam alguma diferenga de expressao
para oito citocinas humanas (IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y e TNFa),
algumas, inclusive, ja investigadas no contexto da SMD. Nesse trabalho, a
quantificacdo proteica foi realizada por ensaio de alta performance do tipo multiplex
na plataforma Luminex (Merck) utilizando sobrenadante das células K562 SF3B1 WT
(n=3) e K700E (n=3). As citocinas detectadas em maiores quantidades no
sobrenadante foram IL-13 (18,4 — 18,8 pg/mL), IL-6 (6,9 — 45,6 pg/mL) e IL-8 (45,2 —
103,7 pg/mL), enquanto as demais nao ultrapassaram 10 pg/mL. Os niveis de IL-8
foram maiores nas amostras coletadas dos clones K562 SF3B1 K700E, quando
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comparadas as WT, o que sugere que a presenga da mutacdo em SF3B1 poderia
afetar, de alguma forma, a expressé&o desta citocina (p < 0,0001) (Figura 20).
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Figura 20 — Expressao de citocinas humanas por Luminex. O sobrenadante celular coletado dos
clones SF3B1 WT e K700E foram submetidos as analises de expressdo proteica. (A) Niveis das
citocinas humanas (pg/mL) analisadas nos clones SF3B1 WT e K700E. (B) Heatmap mostra expresséo
aumentada para hIL-8 nos clones mutados.

A expressao de IL-8 foi avaliada também por ensaio de ELISA e por gRT-PCR.
Foram avaliadas as amostras de sobrenadante celular de K562 SF3B1 e SRSF2,
ambas geradas neste estudo, além de clones K562 U2AF1 WT e S34F, gentilmente,
cedidos pela Dr. Yen K. Lieu do Departamento de Biologia Celular e Molecular da
Columbia University. Clones com mutagées em genes do spliceossoma apresentaram
expressao aumentada para IL-8, entretanto, esses dados foram estatisticamente
significantes apenas para o gene U2AF1 (p = 0,03) (Figura 21a). A quantificagdo de
transcritos de IL-8 por gqRT-PCR mostrou um aumento da expressdo em clones
SRSF2 (p = 0,003) e U2AF1 (p = 0,02) mutados, com fold change de 1,5 e 1,3x,
respectivamente, e um aumento discreto na expressao nos clones SF3B1 K700E,
embora esse dado ndo tenha sido estatisticamente significativo (p = 0,19) (Figura
21b).

Como a expresséo de IL-8 se mostrou aumentada nos clones mutados para os
genes do spliceossoma, foi avaliado se adi¢do dessa citocina, combinada ou ndo, com
IL-1a, poderia alterar a cinética de proliferagao celular no ensaio de competi¢ao clonal
in vitro. A concentragdo 6tima das citocinas foi determinada por ensaio de viabilidade

por MTT em quadriplicata com as células K562 ndo-editadas. A viabilidade celular foi
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avaliada apos 3 dias de incubacgado, na auséncia ou na presenca de cada citocina em
concentragdes crescentes entre 10 pg/mL e 10 ug/mL (7 condi¢cbes experimentais que
variavam de 1:10). Foi observado que as células ainda apresentavam crescimento
exponencial a 1 ng/mL, e portanto, ambas as citocinas foram utilizadas nesta

concentrag&o para os ensaios futuros (Figura 22).
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Figura 21 — Expressao de IL-8 nos diferentes clones celulares gerados. (A) O sobrenadante celular
foi submetido a analise por ELISA, e o mRNA extraido dos respectivos clones, ao qRT-PCR. (A) A
presencga de mutagcdes em genes do spliceossoma esté relacionada ao aumento de IL-8 a nivel proteico
e (B) transcricional (MRNA).
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Figura 22 — Concentragao 6tima de citocinas para os ensaios de competigao clonal. Células K562
foram cultivadas em diferentes concentracdes das citocinas IL-1a. e IL-8. Para ambas as citocinas
humanas foi utilizado a concentragéo de 10° pg/mL (= 1 ng/mL) para os experimentos seguintes.
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Os ensaios de competicao clonal foram realizados com as células K562 SF3B1
WT (n=3) e K700E (n=3) transduzidas com pHIV-EGFP ou pHIV-dTomato na
presenca de IL-1a ou IL-8 ou ambas citocinas. No DO, as células foram plaqueadas e
o0 meio de cultura, devidamente suplementado com citocinas, foi substituido a cada 4
dias. A avaliagao dos clones celulares foi realizada por citometria de fluxo apds 7 e 14
dias. Nesta ocasido, nenhuma diferenca foi observada no perfil de crescimento celular,
como ja determinado em experimentos anteriores — clones SF3B1 K700E cresceram
mais lentamente que os WT. Logo, o experimento foi realizado nas mesmas
condigdes, mas agora com adicdo de citocina a cada 24h. Ainda assim, nenhuma
diferenca no comportamento dos clones foi observada (Figura 23).
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Figura 23 — Ensaio de competig¢ao clonal in vitro em presenca de citocinas. Clones WT e mutados
para SF3B1 foram co-cultivados na presenca das citocinas humanas recombinantes IL-1a. e/ou IL-8
suplementadas diariamente. Células SF3B1 WT apresentam vantagem proliferativa sobre células
mutantes.

5.4 Células estromais da MO nao conferem dominancia clonal as células K562
SF3B1WTIK700E

Nossos achados demonstraram que a presenga da mutagdo K700E no gene
SF3B1 implicou em perda de viabilidade na linhagem celular K562 e que o co-cultivo
entre células WT e mutantes ndo atribuiu dominancia clonal as células SF3B1K700E,

Esses resultados foram consistentes em modelo in vivo e em ensaios de competi¢cao
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clonal in vitro realizados na presenga de citocinas ja relacionadas as malignidades
mieloides. Entretanto, modelos desse tipo ndo consideraram o crosstalk entre as
células hematopoéticas e o nicho medular no qual residem. Diferentes estudos
experimentais ja demonstraram a importédncia do microambiente leucémico na
fisiopatologia das doengas malignas. Tendo em vista a relevancia dessa interagéo
entre os diferentes repertérios celulares, nés estabelecemos a co-cultura entre as
células K562 SF3B1 WT (n=3) e K700E (n=3) expressando as proteinas fluorescentes
EGFP e dTomato na presenca de células estromais da MO de um individuo normal e

de dois pacientes com SMD, um com del(5q) e outro com SMD-DM.

O co-cultivo entre as células K562 SF3B1 WT e K700E e o estroma proveniente
do individuo saudavel ndo alterou o perfil proliferativo dos clones — as células mutadas
proliferaram menos que as células WT. Todavia a presencga do estroma proveniente
dos pacientes com SMD potencializou ainda mais a habilidade proliferativa dos clones
WT, tornando ainda mais drastica a diferenca quantitativa entre clones SF3B1WTWT ¢
SF3B1WTKT00E gpis 7 dias em cultura (p<0,0001) (Figura 24).
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Figura 24 — Ensaio de competicdo clonal in vitro em presenca de estroma. As células estromais
foram cultivadas em meio seletivo e posteriormente co-cultivadas com clones SF3B1 WT e K700E.
Células SF3B1 WT apresentam vantagem proliferativa ainda maior sobre células mutantes quando
comparadas a condicao controle.
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5.5 Co-ocorrencia de mutagoes nos genes TET2 e SF3B1 potencializam a perda
de viabilidade celular no modelo de K562

Recentemente, uma série de estudos genémicos desvendaram a arquitetura
clonal das SMD. Na ocasiao, observou-se que aproximadamente 1/3 dos pacientes
com mutagdo em SF3B1 apresentavam alteragdes co-ocorrentes no gene TET2.
Esses dados sugerem uma possivel cooperacao entre as mutagdes somaticas nestes
marcadores para o estabelecimento das condi¢gdes neoplasicas do sangue. Por isso,
nos investigamos o impacto de mutagdes sucessivas no gene TETZ2 em células K562
SF3B1 K700E, gerando assim um modelo duplo-mutado para um gene da categoria
do spliceossoma e um gene de regulagéo epigenética. O clone K562 SF3B1 K700E
K1 foi transfectado com o plasmideo pGL4.22-dsRED-gTET2 nas condi¢des
estabelecidas ao longo do estudo. Ao total foram gerados seis clones distintos
SF3BAWTKIETET2mut ym com uma delegdo (del TAGTCGTGT) em homozigose
(SF3BAWTKIOETET2/-) e cinco com mutagbes na condigdo heterozigotica
(SF3BAWTKIOETET2*) De todas as alteragdes geradas em TET2, trés foram do tipo

in-frame e outras trés do tipo frameshift.

Inicialmente, foi investigado se a presenga de uma mutagdo secundaria em
TET2 seria capaz de alterar a viabilidade das células previamente mutadas para
SF3B1. Para isso, foi realizado ensaio de MTT com clones WT para ambos os genes
[SF3B1WIWTTET2**] (n=3), mutados apenas para SF3B7 [SF3B1WIK700ETET2++]
(n=4) e mutado para os dois genes-alvos [SF3B1WTK700ETET2mu] (n=6). A presenga
da uma mutagdo em TETZ2 diminuiu ainda mais o crescimento in vitro das células (p =
0,004) e parece ser ainda mais dramatico para os clones com mutagdes com alteragao
no quadro de leitura (frameshift), embora esse dado n&o tenha sido estatisticamente
significativo (p = 0,06) (Figura 25).
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Figura 25 — Ensaio de viabilidade celular com células duplo mutadas [SF3B1/TETZ2]. Células duplo

mutadas apresentam proliferacdo celular diminuida quando comparadas as células mutadas apenas
para SF3B1 ou WT para ambos os genes.

Tendo em vista que a mutagdo SF3B1 K700E, associada ou n&do a outras
alteracdes genéticas, levou a diminuigdo proliferativa das células K562, quando
comparadas as SF3B1W™WT foi investigado entdo se essa(s) mutagdo(bes) seria(m)
capaz(es) de alterar o perfil do ciclo celular da linhagem. Os clones
SF3B1WIWITET2** (n=3), SF3B1WTKIOETET2** (n=4) e SF3B1WIK70ETET2*- (n=5)
foram marcados com intercalante de DNA (Pl) e entdo analisados por citometria de
fluxo para identificacdo dos diferentes estagios do ciclo celular. A proporgdo de
eventos detectados em cada estagio da ciclagem das células foi semelhante para os

trés grupos de analise, GO/G1 (46,8% + 3,2), S (37,1% + 1,7) e G2/M (2,4% + 0,6)
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(Figura 26), sugerindo assim que a presenca das mutagcées em SF3B71 e TET2 néo
afetaram diretamente a proliferagao dessas células.
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Figura 26 — Avaliacdo do ciclo celular em células geneticamente editadas. A esquerda, o
histograma de contetido de DNA (PE) realizado com células néo sincronizadas dos clones WT, SF3B1
K700E e duplo-mutados (SF3B1/TET2). Células marcadas com o corante intercalante de DNA. O
grafico em barras (direira da figura) apresenta as fases GO0/G1, S, G2/M nas células testadas,
evidenciando que ndo ha diferenga dos estagios de ciclagem celular nos diferentes clones.

Uma vez observado que mutagcdes co-ocorrentes em SF3B1 e TETZ2 néao
impactavam diretamente na proliferagdo das células editadas, foi investigado os niveis
de morte por apoptose dos mesmos clones. Embora observado uma tendéncia de
morte maior para os clones duplo-mutados em relagéo ao controle, esse dado nao foi

estatisticamente significativo (p=0,13) (Figura 27).
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Figura 27 — Avaliagcdo de morte celular por apoptose. As células K562 WT, SF3B1X7%€ ¢ duplo-
mutadas n&do apresentaram diferenga estatisticamente significativa nos niveis de apoptose celular.

5.6 Clones duplo-mutados (SF3B1X7°€/TET2*-) apresentam diferenciagido

eritréide espontéanea in vitro

Diferentes modelos que resultam em perda de fungado de SF3B1, quer seja por
silenciamento ou por mutagdes pontuais no gene, demonstraram alteragdes ao longo
da diferenciagao eritropoética. Nos entdo investigamos a diferenciagdo a série
vermelha in vitro dos clones geneticamente editados através da expresséo de dois
marcadores de superficie presentes em progenitores comprometidos com a
populacgédo eritrocitaria, o receptor de transferrina (CD71) e glicoforina A (GPA). Para
isso foram utilizados os clones WT (n=3), SF3B1 K700E (n=3) e duplo-mutados
SF3B1/TET2 (n=5). Os ensaios de expressao antigénica evidenciaram elevada
expressao de CD71 em todos os clones, independente do status mutacional.
Entretanto, a expressdo da proteina GPA estava aumentada em clones
SF3B1K700E/TET2*- em relagdo as demais, sugerindo que células K562 duplo-
mutadas para SF3B1 e TETZ2 apresentam diferenciacao espontanea a série vermelha

espontaneamente (Figura 28).
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Figura 28 — Analise da diferenciagao eritréide em clones editados para SF3B7 e TET2. Os clones
celulares foram marcados com anticorpos especificos anti-71 e anti-GPA para avaliagdo da expressao
dos antigenos de superficie subjacentes a diferenciagéo eritréide. Células duplo-mutantes apresentam
expressdo aumentada de GPA quando comparadas as condigdes WT e SF3B1X700E,
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6. DISCUSSAO

O processo de leucemogénese, em especial, 0 que acomete a linhagem
mieloide, decorre da transformagao maligna de uma CTH, em geral, ocasionado por
alteragdes na molécula de DNA (WISEMAN; GREYSTOKE; SOMERVAILLE, 2014).
Nesta etapa, a CTH maligna, ou CTH leucémica (CTH-L), quando em um
microambiente propicio, sofre expansao clonal, e com isso, suprime a hematopoese
normal de forma a induzir o processo (pré)maligno, como discutido na introdugéo
deste manuscrito. Os primeiros indicios da existéncia de uma CTH-L apareceram ha
aproximadamente cinco décadas, tendo-se como modelos de estudo a LMA
(BONNET; DICK, 1997; GOLDMAN; TH'NG; LOWENTHAL, 1974; LAPIDOT et al.,
1994; METCALF; MOORE; WARNER, 1969) e LMC (HOLYOAKE; VETRIE, 2017;
PETZER et al., 1996). Lapidot e colegas reportaram a existéncia de CTH-L ao
estabelecerem leucemia em um modelo de xenotransplante, tendo como material de
enxerto uma populagado imunofenotipicamente atipica de CTH provindas do SP de
pacientes com LMA. Essas células foram capazes de estabelecer leucemia aguda nos
animais transplantados, exibindo propriedades de autorrenovacao, quiescéncia do

ciclo celular e quimiorresisténcia.

Na SMD, a existéncia de uma CTH-L foi discutida e teorizada por muitos anos,
entretanto, apenas em 2010 foi publicada a primeira evidéncia da existéncia desse
repertorio de células. Na ocasido, foi observado que virtualmente todas as células
progenitoras CD34*CD38" e CTH CD34*CD90", com expresséo baixa ou indetectavel
de CD38, apresentavam del(5q). Embora o tratamento com lenalidomida tenha sido
capaz de reduzir eficientemente esses progenitores, uma fragdo dessas CTH ainda
foi capaz de ser detectada em pacientes em remissdo completa, levando a crer que
essa poderia ser uma populagdo de CTH-L resistente ao tratamento (TEHRANCHI et
al., 2010). Mais tarde, um estudo publicado pelo mesmo grupo demonstrou que a
del(5q) € uma alteragdo fundadora na SMD e que a aquisigdo de outros eventos
genéticos (mutagbes em JAKZ2, TP53 e IKZF1) pode levar a progresséo da doenga a
LMA secundaria (WOLL et al., 2014).

Além de alteragdes genéticas fundadoras, como a del(5q), a leucemogénese

depende de eventos nado-genéticos, como alteragbes epigenéticas e um
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microambiente propicio para o desenvolvimento do tumor ou leucemia, além de
mutacdes genéticas adicionais (ASADA, 2018; CHATTERJEE; RODGER; ECCLES,
2017; DUARTE; HAWKINS; LO CELSO, 2018; HANAHAN; WEINBERG, 2011). A
transformacao celular € um processo de multiplas etapas caracterizado pela aquisicao
sequencial de mutagdes somaticas que afetam genes de diferentes categorias. O
surgimento de alteragbes subsequentes no genoma da “célula iniciada”, como
mutagdes condutoras, que atribuem vantagem proliferativa e, com isso, expansao
do(s) clone(s) maligno(s), e mutagbes passageiras, que ndo conferem vantagem na
proliferacdo, e ao que parece, sao reflexo da instabilidade genética observada no
cancer, sdo eventos necessarios para as demais etapas da carcinogénese: promogao,
progresséo, e em alguns casos, manifestacdo ou metastase (RISQUES; KENNEDY,
2018; VOGELSTEIN et al., 2013). Esse modelo de progressdao do céncer em
decorréncia da aquisicdo de alteragbes genéticas sequenciais € bem estabelecido
para tumores solidos, como por exemplo, céncer de colon (MARKOWITZ;
BERTAGNOLLI, 2009), pancreas (IACOBUZIO-DONAHUE et al., 2012) e melanoma
(SOO et al.,, 2011). Para as leucemias e demais malignidades do sangue, alguns
estudos de evolugédo clonal in vivo sugerem que este modelo de aquisigcdo de
mutagdes somaticas de forma hierarquizada (mutagdes fundadoras, condutoras e
passageiras) compde um processo biolégico importante para a progressao dessas
doengas (HOSONO et al., 2017; JACOBY et al., 2018; MARTINEZ-LOSADA et al.,
2018; SATO et al., 2018; SCHANZ et al., 2018; WALTER et al., 2012), entretanto, ndo

ha relatos na literatura que demonstrem isso experimentalmente.

Dentre os modelos mutacionais ja estabelecidos para as malignidades
mieloides, as alteragbes JAK2 V617F e BCR-ABL (1(9;22)), biomarcadores para NMP
e LMC, respectivamente, talvez sejam os melhores estabelecidos como condi¢gao
causal para o desenvolvimento de doenca. Em 2006, Lacout e colaboradores
demonstraram que camundongos transplantados com células de MO transduzidas
com retrovirus expressando JAK2V8'7F desenvolveram policitemia vera (PV), um tipo
de NMP (LACOUT et al., 2006). Esses animais cursavam com hiperplasia das trés
linhagens mieloides (eritréide, mega e granulocitica), fibrose medular e
esplenomegalia com amplificagdo de progenitores mieloides (hematopoese
extramedular) — um fendtipo consistente de PV com evolugdo para mielofibrose,

compativel com a doenga em humanos. Na mesma época, outros dois grupos
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publicaram o desenvolvimento de modelos murinos knock-in condicional (LI et al.,
2010) e constitutivo (MARTY et al., 2010) para a mutagdo JAK2 V617F. Em ambos os
casos, foram relatados fenétipo compativel com NMP, evidenciando novamente que
JAK2 V617F é condicdo unica e suficiente para o desenvolvimento da doenca.

Ainda no contexto da oncohematologia, a estreita relagado gendtipo-fendtipo ja
havia sido demonstrada anteriormente por McLaughlin e colegas ao constatarem que
células murinas obtidas a partir da MO, quando transduzidas com retrovirus
expressando a isoforma p210 do gene quimera BCR-ABL, apresentavam dominancia
clonal in vitro e eram capazes de induzir leucemia quando reinjetadas em
camundongos (MCLAUGHLIN; CHIANESE; WITTE, 1987). Esse foi o primeiro indicio
experimental do potencial oncogénico de BCR-ABL, que mais tarde foi corroborado
por outros grupos ao demonstrarem que esse marcador de LMC regulava proliferagao
e apoptose celular através de diferentes vias de sinalizagcdo (PENDERGAST et al.,
1993; PUIL et al., 1994; SANCHEZ-GARCIA; GRUTZ, 1995; STEWART et al., 1995).
Isso explicaria, em parte, nossos resultados de proliferacdo obtidos com as células
K562 mutadas para os genes DNMT3A, SRSF2 e TETZ2. Aparentemente, alteragdes
nesses marcadores nao impactaram na capacidade proliferativa dessas células. Uma
possivel explicagdo € que a K562 é uma célula BCR-ABL+, e por isso, ja exibe
hiperativagdo de vias de sinalizagdo que culminam em proliferacdo celular
aumentada. Todavia, isso nao explicaria o fenétipo observado para os clones SF3B1
K700E, tendo em vista que para esses casos foi observado diminuicdo da proliferacao
celular. Mutagbes em TETZ2 associadas a alteragdo em SF3B71 levaram a uma
diminuicdo ainda mais drastica no numero de K562 células viaveis, apesar de nao
impactarem na viabilidade celular quando avaliadas isoladamente. Esse dado sugere
que essas mutagbes somaticas podem potencializar danos a biologia da célula
guando co-ocorrem no mesmo clone. Um outro fator importante € que nem todos os
genes implicados na etiopatogénese das malignidades mieloides regulam proliferagao
celular. Diferentemente das mutagées JAK2 V617F e BCR-ABL, nem todos esses
marcadores genéticos representam eventos condutores, necessariamente. Cabe
salientar que os clones K562 SF3B1 K700E foram analisados por RNA-seq e
mostraram disturbios no processo de splicing de genes alvos importantes, o que
corrobora com o sucesso do modelo e mostrando assim que a modelagem da K562

para essa mutacao funcionou devidamente.
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Independente das limitagdes experimentais subjacentes ao uso de células
K562 para a modelagem de doengas complexas, é importante ressaltar a facilidade e
os elevados indices de sucesso da edicdo genética dessa linhagem, sobretudo,
quando comparados as células primarias. Células animais ex vivo requerem
protocolos mais apurados de transferéncia génica e manutengado. A escolha do melhor
modelo de analise deve ser determinada, sobretudo, de acordo com as questdes da
pesquisa, mas de uma forma geral, células imortalizadas ja estabelecidas em cultura
sao plataformas extremamente Uteis para a execucéo dos experimentos. A eficiéncia
de edigdo genética em nosso estudo foi bastante alta quando comparada a outros
sistemas mais convencionais de edigdo por CRISPR/Cas9. Isso pode ser resultado
de uma série de fatores, mas cabe mencionar a qualidade do desenho dos gRNA e a
estratégia de expressao indutivel da eCas9 utilizada nesse estudo. Além do que, essa
abordagem experimental n&o sé possibilitou eficiéncia aumentada de edigdo, mas
também a geragdo de uma linhagem K562 matriz passivel de modelagem para
diferentes genes alvos. A reprodugdo da edicdo genética e posteriores ensaios
funcionais em células CD34" obtidas de MO e/ou cordao umbilical possibilitaria inferir
o0 impacto dessas alteragdes em células hematopoiéticas ndo comprometidas com
qualquer hit oncogénico, e em parte, poderiam atribuir resultados distintos, porém

mais fidedignos a origem leucemogénica.

A célula HEK 293T néo foi capaz de expressar o alelo mutado (K700E) para o
gene SF3B1, ainda que essa mutagéo pudesse ser observada no DNA. Uma analise
do numero de copias (CNV) desta linhagem foi realizada por um de nossos
colaboradores do estudo que observou ganho de material genético de 1,5X para o
locus 2q33.1, regido de localizagdo de SF3B1. Esse resultado revelou que a célula
HEK 293T possivelmente apresenta trés alelos do gene, e isso poderia explicar
porque nao houve proporcionalidade entre os picos WT e mutado para os clones
gerados a partir dessa linhagem. A priori, os clones HEK 293T seriam utilizados para
a investigacao protedmica, entretanto, a auséncia de expressao do alelo mutado levou
a interrupgéo desta abordagem. Muito se discute sobre o impacto das mutagdes do
spliceossoma na regulagédo e edicdo transcricional, porém pouco se sabe como as
mutagdes afetam a estrutura deste complexo. Portanto, a investigagdo de proteinas
parceiras das versdes WT e mutantes da proteina é bastante relevante. Em suma, os

mecanismos moleculares responsaveis pela regulagdo da expresséo do gene SF3B1
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nao foram investigados no nosso modelo, e portanto, n&o foi possivel determinar as
razées pelos quais o alelo mutado nao foi expresso nessa célula. Dois estudos
independentes demonstraram a expressdo de SF3B1K79F em células HEK 293T por
abordagens de transferéncia genética com vetores de expressao (HAN et al., 2017;
WANG et al., 2016). Mais recentemente, um outro grupo gerou por edicdo de DNA
mediada por CRISPR/Cas9 uma linhagem HEK 293T com a mutagdo K666T no gene
SF3B1 (ALSAFADI et al., 2016). Este ultimo trabalho comprovou a expressao do alelo
mutado através dos dados gerados por RNA-seq, evidenciando que a HEK 293T
poderia ser utilizada para eventual modelagem deste gene.

A mutacdo SF3B1 K700E ndo apenas mostrou impacto na viabilidade celular,
como também foi capaz de induzir resisténcia aumentada a radiagdo gama. Nao se
sabe ao certo qual a relagdo entre a subunidade 1 do fator de splicing 3B, proteina
codificada pelo gene SF3B1, e os mecanismos de resisténcia associados ao dano de
DNA. Entretanto, estudos baseados em ensaios de expressdo génica demonstraram
alteragcdes em KLF8, ATM, FANCD2, CDKNZ2A, LRWD1, SKP2, NME1 e outros genes;
todos implicados na resposta ao dano de DNA, alguns, inclusive, regulados pelo eixo
ATM/p53 (DOLATSHAD et al., 2015; TE RAA et al., 2015; WANG et al., 2016). Um
outro estudo realizado por Savage et. al. descreveu a interagdo proteica entre SF3B1
e o complexo BRCA1-BCLAF1, em resposta a radiagéo ionizante (SAVAGE et al.,
2014). Esse dado sugere uma possivel fungdo ndo-canbnica da proteina SF3B1.
Contraditoriamente, um outro estudo demonstrou que células K562 SF3B1 K700E
geradas por CRISPR/Cas9 exibiram aumento significativo na sensibilidade ao
tratamento com etoposideo, quando comparadas as células WT, o que pressupde que
a presenca da mutacdo compromete o sistema de reparo de DNA dessas células
(LAPPIN et al., 2017).

O ensaio de MTT utilizando nos experimentos de proliferagdo ao longo deste
estudo permite a deteccdo de células viaveis devido a expressdo de enzimas
mitocondriais do tipo desidrogenases, que sédo capazes de clivar a estrutura de anel
tetrazolico encontrado no corante (MTT) em formazan. Essa reagdo culmina em
mudanga de cor do reagente e, portanto, € uma reagao colorimétrica quantitativa que
permite inferir a razdo de células viaveis no meio. Por se tratar de um método

bioquimico dependente do metabolismo enzimatico, alteragbes na bioenergética da
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célula podem afetar os resultados do ensaio. Ja € sabido que a mutagdo SF3B1K700E
induz alteragbes no perfil bioenergético mitocondrial e, portanto, isso poderia

influenciar sobre o resultado de viabilidade por MTT.

De todas as alteracdes fenotipicas promovidas pelas mutacbes em SF3B1, a
presenca de sideroblastos em anel na MO é a que possui a melhor relagdo causal.
Sideroblastos em anel refere-se a um grupo de células precursoras da série eritréide
(eritroblastos) que exibem mitocdndrias saturadas com ferro e que assumem posigao
perinuclear, que por analogia, assemelham-se a estruturas de anéis em torno do
nucleo (CAZZOLA, 2003). Diferentes estudos sugerem que a disfungdo no
metabolismo mitocondrial € uma peca chave para o desenvolvimento de SMD-SA,
entretanto, os mecanismos moleculares relacionados a esse subtipo da doenga séo
ainda desconhecidos (BOULTWOOD et al., 2008; PELLAGATTI et al., 2006). O
desenvolvimento do primeiro modelo in vivo de haploinsuficiéncia para SF3B1
(camundongo C57BL/6 sf3b17*-) mostrou distribuicdo aberrante de ferro citoplasmatico
detectado por microscopia eletrénica, sugerindo que a delegcdo mono-alélica do gene
implicaria no metabolismo mitocondrial desses animais (VISCONTE et al., 2012).
Entretanto, ao analisarmos os clones K562 SF3B1 K700E gerados neste estudo,
nenhuma alteracdo estrutural compativel com a formagao de cristais de ferro foi
observada. Nenhum estudo prévio relatou a presenca de estruturas citoplasmaticas
semelhantes as observadas em sideroblastos em anel em células K562.

O nicho da MO exerce uma fung&o primordial na regulagdo da hematopoese
normal, desencadeando uma série de processos moleculares nas células
hematopoéticas via fatores extrinsecos. Contudo, ha relatos na literatura que discutem
o papel do microambiente medular na leucemogénese, quer seja como agente indutor
ou promotor de céancer (BHAGAT et al., 2017; KODE et al., 2014). Na SMD, os
pacientes acometidos pela doenga, em sua grande maioria, cursam com hiperplasia
medular, em decorréncia da expansao clonal das células comprometidas, e citopenias
no SP. Raza et. al. publicaram os primeiros indicios de que essa transicdo de uma
medula cheia para a periferia vazia era consequéncia da hiperativacao da apoptose,
observada nas células desses pacientes ainda na MO (RAZA et al., 1995a, 1995b).
Estudos posteriores demostraram que a apoptose exacerbada na SMD era

dependente de TNF-a (RAZA et al., 1996). Mais recentemente, dois estudos relataram
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o aumento de IL-8 em amostras medulares obtidas de pacientes com SMD (DE
MATOS et al., 2017; SCHINKE et al., 2015). Entretanto, até o momento, n&o ha dados
na literatura que mostrem a relagdo entre as mutagdes em genes do spliceossoma e
a expresséo dessa citocina. IL-8 é um mediador de resposta imune inata secretado
por células fagociticas ativadas e células dendriticas, porém, ha relatos da sua
expresséao por diferentes linhagens celulares, inclusive, K562 (REUTER et al., 2009;
SRIVASTAVA; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 1993; TERUI et al., 1998). Em relagao
a citocina IL-1a,, embora ela ndo tenha apresentado expressao diferenciada entre as
células SF3B1 WT e K700E, ha relatos na literatura que correlacionam sua expressao
aberrante com a SMD, além de descreverem seu potencial como alvo terapéutico na
doenca e o aumento proliferativo de células leucémicas mediado por essa citocina
(DE MOOUJ et al., 2017; KORNBLAU et al., 2010). Ainda assim, no nosso modelo de
estudo, a presencga das citocinas IL-1a e IL-8, isoladas ou conjuntamente, ndo alterou
o comportamento de proliferacdo ja descrito — células SF3B1 K700E cresceram
menos que as WT. Ainda sobre o aspecto inflamatério da SMD, foi demonstrado
recentemente o papel da proteina NLRP3 e da cascata de inflamassoma na doenca
(BASIORKA et al., 2016). O aumento nos niveis séricos da alarmina S100A9,
aparentemente, secretada por algumas células mieloides, induz a ativagao da via de
sinalizagcdo NF-«B via receptores do tipo TLR4 e CD33, que culmina na ativacéo do
inflamassoma nessas células. Mutacbes em genes de regulagdo epigenética e
spliceossoma também sdo capazes de ativarem intrinsicamente essa cascata

inflamatoria.

Em relacdo a diferenciacao celular, diferentes estudos mostraram que as
alteracdes em genes de regulagao epigenética (TET2, DNMT3A, ASXL1, etc.) sao
capazes de alterar a hematopoese humana (in vitro) e murina. O mesmo em relagao
aos genes SF3B1, SRSF2 e U2AF1, implicados no complexo do spliceossoma. Na
SMD, especificamente, as anemias sédo as citopenias periféricas mais comuns na
doenca e comumente acompanham eritropoese aberrante. HUANG et al., 2018
documentaram que o knock-down de SF3B1 em células CD34+ humanas levou ao
aumento da apoptose e parada do ciclo celular de células eritréides precursoras com
diferenciagao anormal. Em nosso estudo, foi observado uma indug¢ao da diferenciacéo
eritréide nas células K562 mutadas para SF3B7 e TETZ2, avaliando a expressao das

proteinas CD71 e GPA, ao passo que, nenhuma alteracao foi observada nos clones
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mutados apenas para o gene do spliceossoma. Isso reforca que essas alteragdes
quando co-ocorrentes sao capazes de induzir alteragbes fenotipicas (ainda) mais

marcantes.

Considerando os achados do nosso estudo, foi possivel observar que
mutagdes no spliceossoma, em especial, em SF3B1, leva a alteragdes na viabilidade
celular e capacidade de diferenciagao in vitro quando associada a mutagdes genéticas
implicados em outras vias ja contextualizadas com as doengas clonais do sangue. A
geracdo de modelos geneticamente editados permite responder outras questbes
relacionadas ao impacto das mutagdes patogénicas das malignidades mieloides e

condigdes clonais do idoso.
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7. CONCLUSAO

= Os plasmideos gerados neste estudo para a expressdo de componentes do
sistema CRISPR/Cas9 permitiram o estabelecimento de linhagens celulares
knock-in e -out para os genes relacionados a etiopatogénese das neoplasias

mieloides.

= Mutagdes nos genes DNMT3A, SRFS2 (P95H) e TETZ2 nao alteram a

viabilidade celular in vitro e in vivo de linhagens celulares hematopoéticas.

= Células mutadas para o gene SF3B1 nao apresentam dominancia clonal sobre
os clones WT, mesmo na presenca de citocinas implicadas com a SMD, como

IL-1a e IL-8, ou em co-cultivo com células estromais normais ou malignizadas.

= Células K562, mesmo portadoras da mutacdo SF3B1 K700E, ndo apresentam
estruturas citoplasmaticas compativeis com figuras displasicas observadas na
SMD-SA.

= A presenga de mutagdes em genes do spliceossoma induz o aumento de

expressao de IL-8 a niveis transcricional e traducional.

= A co-ocorrencia de mutagdes em genes de fungdo epigenética € capaz de

induzir diferenciacao eritropoética espontaneamente.
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