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PERES, T. S. Avaliacao de transcritos diferencialmente expressos em neoplasias
humanas com ORESTES. Campinas, 2006. Dissertacio (Mestrado) — Faculdade de

Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas.

Durante todo o século XX, a pesquisa do cancer se desenvolveu de maneira sistemaética,
porém os ultimos 25 anos foram notadamente caracterizados por rapidos avangos que
geraram uma rica e complexa base de conhecimentos, evidenciando a doenc¢a dentro de um
conjunto dindmico de alteracdes no genoma. Desta forma, o entendimento completo dos
fendmenos moleculares envolvidos na fisiopatologia das neoplasias depende do
conhecimento dos diversos processos celulares e bioquimicos caracteristicos da célula

tumoral e que, porventura, a diferenciem da célula normal (GOLUB e SLONIM, 1999).

Nesse trabalho buscamos o melhor entendimento das vias moleculares no processo
neoplasico por meio da andlise dos dados do Projeto Genoma Humano do Céancer
(CAMARGQO, 2001) com vistas a identificacdo de genes diferencialmente expressos nas
neoplasias dos seguintes tecidos: mama, célon, cabega e pesco¢o, pulmao, sistema nervoso
central, prOstata, estdbmago, testiculo e utero. A metodologia de geragdo dos transcritos
utilizada pelo Projeto Genoma Humano do Cancer € conhecida como ORESTES

(DIAS et al, 2000).

Inicialmente, os dados de seqiienciamento (fragmentos ORESTES) foram agrupados por
meio de uma técnica conhecida em Bioinformdtica como “montagem”, utilizando o pacote
de programas de computador PHRED/PHRAP (EWING e GREEN P., 1998). A
comparacdo de cada agrupamento com seqii€éncias conhecidas (depositadas em bases
publicas) foi realizada por meio do algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al, 1990). Um
subconjunto de genes foi selecionado com base em critérios especificos e submetido a
avaliacdo de seus niveis de expressdo em diferentes tecidos com base em abordagem de
inferéncia Bayesiana (CHEN et al, 1998), em contraposi¢ao as abordagens mais cldssicas,
como testes de hipétese nula (AUDIC e CLAVERIE, 1997). A inferéncia Bayesiana foi
viabilizada pelo desenvolvimento de uma ferramenta computacional escrita em linguagem

PERL (PERES et al, 2005).

Resumo
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Com o apoio da literatura, foi criada uma lista de genes relacionados ao fendmeno
neopldsico. Esta lista foi confrontada com as informacdes de expressdo génica,
constituindo-se em um dos parametros de um sistema de classificagdo (definido para a
selecdo dos genes de interesse). Desta forma, parte da base de conhecimento sobre cancer
foi utilizada em conjunto com os dados de expressdao génica inferidos a partir dos
fragmentos ORESTES. Para contextualizacdo bioldgica da informacdo gerada, os genes
foram classificados segundo nomenclatura GO (ASHBURNER et al, 2000) e KEGG
(OGATA et al, 1999). Parte dos genes apontados como diferencialmente expressos em pelo
menos um tecido tumoral, em relagdo ao seu equivalente normal, integram vias
relacionadas ao fendmeno neopldsico (HAHN e WEINBERG, 2002). Dos genes associados
a estas vias, 52% deles possuiam fator de expressdo diferencial (em mddulo) superior a

cinco.

Finalmente, dez entre os genes classificados foram escolhidos para confirmagdo
experimental dos achados. Os resultados de gPCR em amostras de tecido gastrico normal e
neopldsico foram compativeis com com os dados de expressao génica inferidos a partir dos

fragmentos ORESTES.
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ABSTRACT
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PERES, T. S. Evaluation of differential expression profiles across neoplasic human
samples using ORESTES. Campinas, 2006. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de

Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas.

The XX™ century showed the development in cancer research in a systematic way, most
notably in the last 25 years that were characterized by rapid advances that generated a rich
and complex body of knowledge, highlighting the disease within a dynamic group of
changes in the genome. The complete understanding of the molecular phenomena involved
in the physiopathology of neoplasia is based upon the knowledge of the varied cellular and
biochemical processes which are characteristic of the tumor and which make it different

from the normal cell (GOLUB e SLONIM, 1999)

In this work, we investigated the molecular pathways in the neoplasic process through data
analyses of the cDNA sequences generated on the Human Cancer Genome Project
(CAMARGQO, 2001). The following neoplasias were included: breast, colon, head and
neck, lungs, central nervous system, prostate gland, stomach, testicle and womb. The
methodology of generation of transcripts used by the Genome Project of Human Cancer is

known as ORESTES (DIAS et al, 2000).

Initially, the sequence of data (ORESTES fragments) were grouped and assembled
according to similarity scores. For this purpose, we used the package of computer programs
PHRED/PHRAP (EWING e GREEN P., 1998). The resulting consensus sequences, each
representing a cluster, were compared to known sequences (deposited in public databanks)
through the BLAST algorithm (ALTSCHUL et al, 1990). A subgroup of genes was selected
based on specific criteria and their levels of expression in different tissues were evaluated
by a bayesian inference approach (CHEN et al, 1998), as compared to more classical
approaches such as null hypothesis tests (AUDIC e CLAVERIE, 1997). The bayesian

inference tool was represented as a PERL script developed for this work.

A list of genes, putatively related to the neoplasic phenotype, was created with the support
of the literature. This list was compared to the gene expression information, becoming one
of the parameters of a ranking system (defined for the selection of genes of interest).

Therefore, part of the knowledge related to cancer was used together with the data of gene
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expression inferred from ORESTES fragments. For a more accurate understanding of the
molecular pathways involved in the generated information, the genes were classified
according to the Gene Ontology (ASHBURNER et al, 2000) and KEGG (OGATA et al,
1999) nomenclatures. Additional global analyses by pathways related to the neoplasic
phenomenon (HAHN e WEINBERG, 2002) demonstrated differential expression of the
selected genes. About 52% of the genes in this pathways were differentially expressed in

tumor tissue with at least a 5-fold.

Finally, ten genes were selected for experimental validation (in vitro) of the findings with

real-time quantitative PCR, confirming in silico results.
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1.1- Cancer

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Satde, cancer € o crescimento € a
propagacdo descontrolada de células que pode afetar praticamente qualquer tecido do
corpo. Anualmente, mais de 11 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com cancer e
estimativas demonstram uma expansao para 16 milhdes de novos casos/ano até 2020. Além
disso, cancer € a causa de sete milhdes de Obitos anuais, representando 12,5% de todas as
mortes mundiais (WORLD HEALTH ORGANIZATION AND INTERNATIONAL
UNION AGAINST CANCER, 2005).

A associagdo entre cancer e genética foi feita pela primeira vez no século XIX,
por meio da observacdo de aberracdes mitéticas em 13 amostras de carcinoma diferentes.
Foi postulado que estas alteracOes (andfases multipolares) geravam assimetrias na
distribuicdo de material genético nas células neoplasicas (VON HANSEMANN, 1890).
Trabalhos posteriores e diversos pesquisadores demonstraram que fatores cancerigenos
(tais como radiacd@o ionizante) atuavam como mutagénicos. Uma consistente anormalidade
cromossOmica foi encontrada em 1960 (NOWELL e HUNGERFORD, 1960) em pacientes
com Leucemia Mieldide Cronica — o cromossomo Philadelphia — o que deu sustencdo a
associacao entre cancer e doenca genética. Estudos contemporaneos e posteriores seguiram
a mesma abordagem e promoveram descobertas importantes, tais como aquelas que
levaram a descricdo dos conceitos de gene supressor de tumor (HARRIS, 1971) e
oncogenes (LEVINSON et al, 1978). Adicionalmente, estudos na década de 70
relacionados a origem clonal de tumores permitiram o desenvolvimento da visdo de que o
cancer € um processo em multiplas etapas: um processo dinamico avangando entre estagios
quantitativamente diferentes. O conceito de evolucao Darwiniana também foi incorporado
as descobertas (NOWELL, 1976), solidificando o paradigma de que cancer pode ser

entendido como resultado de alteragdes no genoma selecionadas ao logo do tempo.

Simplificadamente, expressdo génica (LEWIN, 1980) € o processo de
conversdo da informagdo genética codificada no DNA em um produto final de um gene
(isto €, uma proteina ou qualquer um dos varios tipos de RNA). O perfil de expressdao
génica € o nivel e a duracdo da expressdo de um ou mais genes selecionados em uma célula

ou tecido particular. Evidéncias iniciais de que o perfil de expressdo gé€nica poderia
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distinguir tipos distintos de neoplasias surgiram com estudos de leucemias linféides e
mieldides agudas. A estratégia adotada envolveu a identificacdo de genes “preditivos” de
classe e, por meio do perfil de expressdo diferencial destes genes, foi possivel distinguir
entre os dois tipos de leucemia aguda. Adicionalmente, o método conseguiu prever o tipo
de resposta a quimioterapia (GOLUB e SLONIM, 1999). Este trabalho revela a abordagem
analitica para classificacdo tumoral baseada em expressdo génica que foi utilizada em
estudos posteriores em linfomas (ALIZADEH e EISEN, 2000), cincer de mama
(VAN'T VEER et al, 2002), e outras neoplasias.

Em 1999, foi lancado no Brasil o Projeto Genoma Humano do Cancer
(BONALUME, 1999), uma parceria entre a FAPESP e o Instituto Ludwig. O objetivo
deste projeto foi o seqlienciamento de genes expressos em tumores considerados
importantes no contexto de satide publica do Estado de Sdo Paulo. O projeto gerou cerca de
um milhdo e duzentas mil seqiiéncias oriundas de genes expressos em tumores e em tecido
normal. Para identificacdo e seqiienciamento dos genes expressos foi utilizada metodologia
denominada ORESTES, cuja diferenca fundamental observada em relacdo aos
seqlienciamentos convencionais de ESTs € a determinacdo de regides centrais dos
transcritos (DIAS et al, 2000). Isto € explicado pelo fato de que a principal caracteristica do
método € a geracao de ESTs por meio de reacdes de PCR de baixa estringéncia, além do
uso de iniciadores ndo degenerados e selecionados arbitrariamente. A reagdo com estas
caracteristicas permitiu a confec¢do de seqii€éncias que privilegiavam a parte central do
transcrito em detrimento de seqiienciamentos tradicionais de ESTs, que privilegiam as
extremidades 5° ou 3°(Figura 1). Estas diferengas sugerem que as duas técnicas podem
fornecer informagdes complementares para mapeamento gendmico, fato que foi explorado

para caracterizar regides nao mapeadas no genoma (SOGAYAR et al, 2004).
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Figura 1- Distribuicdo das seqiiéncias ORESTES em relacio a posicdo do gene.

(DIAS et al, 2000)

Ap6s o término do projeto, as seqiiéncias foram depositadas em bases publicas

(CAMARGO, 2001).

1.2- Bioinformatica

Bioinformética € um campo da ciéncia no qual Biologia, Quimica, Matemaética
Aplicada, Ciéncias da Computagdo e Estatistica se fundem em uma tnica disciplina com o
objetivo de entender e resolver problemas biolégicos. O cardter multidisciplinar da
Bioinformética estd presente desde o seu surgimento: Margaret Oakley Dayhoff
(1925-1983), considerada a fundadora da édrea, foi pioneira em estudos integrados de

Quimica, Matematica, Biologia e Ciéncia da Computagao.
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Os termos Bioinformdtica e Biologia Computacional sdo utilizados
indistintamente, embora existam esfor¢os de varios grupos e diversos autores para uma
classificagdo mais precisa, dado que tipicamente o segundo termo tem foco no
desenvolvimento de métodos computacionais € o primeiro, em teste de hipdteses e

descobertas (HUERTA et al, 2000). Neste trabalho adotaremos o termo Bioinformatica.

Em julho de 2006, o numero de paginas na Internet que fazem referéncia ao
termo “bioinformatics” é de 101.000.000, enquanto o numero de paginas que fazem
referéncia a "molecular biology" é de 99.000.000. Curiosamente, estas quantidades sdo
muito similares e a soma total das paginas é aproximadamente o nimero de paginas que
fazem referéncia ao termo “genetics” (212.000.000). Para ilustrar a ordem de grandeza
presente nos numeros apresentados, € possivel comparar com nimero de piginas que fazem
referéncia a temas populares da Internet como “The Simpsons” (26.900.000) e “The Da

Vinci Code” (41.000.000).

Uma tarefa comum em projetos de Bioinformatica é o uso de ferramentas
matematicas para extrair informacao relevante de dados nao homogéneos ou “ruidosos” -
em Teoria da Informacdo a palavra “ruido” denota um sinal ou informacdo ndo pertinente
no contexto ou sem significado (SHANNON C.E. e WEAVER W., 1949) — que podem ser
produzidos por técnicas bioldgicas de larga escala tais como projetos de seqiienciamento
genOmico ou andlises de microarranjos de cDNA. Recentemente, as tecnologias de geracao
de dados bioldgicos tém se tornado mais produtivas e robustas (MONTELIONE e
ANDERSON, 1999; SCHENA et al, 1995; WADA et al, 1983), gerando uma crescente
quantidade de informacdo a ser compreendida e correlacionada aos fendmenos biolégicos
de interesse (WESTON e HOOD, 2004). Este paradigma tem tornado a evolucao cientifica
mais eficiente, evidenciando a necessidade de desenvolvimento de ferramentas cada vez
mais complexas para andlise e apontando a Bioinformética como disciplina fundamental no
apoio as descobertas (Figura 2). Este paradigma também tem se refletido nas grades
curriculares (HONTS, 2003) das Universidades de todo o mundo. As linhas de pesquisa
mais conhecidas em Bioinformdtica sdo: Andlise de Seqiiéncias, Evolucdo Bioldgica,
Andlise de Expressdo Génica, Andlise Regulatéria, Predi¢do de Estruturas, Gendmica

Comparativa e Modelagem de Sistemas Bioldgicos.
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Figura 2- Interacdo entre Biologia e Tecnologia (GIBAS e JAMBECK, 2001)

Na linha de pesquisa sobre Andlise de Seqii€ncias, destacam-se a interpretacao
de cromatogramas (produzidos por seqiienciadores automatizados) e a montagem e

comparacdo de seqii€ncias, que representam as tarefas mais comumente realizadas.

Como o seqiienciamento automatizado € susceptivel a erros, a qualidade de uma
base refere-se, entre outros pardmetros relevantes, a morfologia do pico detectado no
seqlienciador. Um dos algoritmos mais utilizados para andlise destes dados é conhecido
como Phred, que utiliza séries de Fourier para identificar o nucleotideo (A,C,T,G) por meio
do pico detectado e atribuir a ele um valor de qualidade que € conhecido como phred score
(EWING e GREEN P., 1998). Matematicamente, o phred score é a probabilidade de erro

da interpretacdo de um pico:
Q =-101og10( Pe )

Onde Q e Pe sdo, respectivamente, o valor de qualidade e a probabilidade de

erro para um nucleotideo atribuido a um pico em particular.

O processo de montagem de seqiiéncias refere-se ao pareamento e fusao de
fragmentos seqiienciados para a reconstru¢do das seqiiéncias originais. Existem varias

ferramentas computacionais desenvolvidas para esta finalidade tais como PHRAP, TIGR
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Assembler (POP e KOSACK, 2004) e CAP3 (HUANG e MADAN, 1999), que utilizam um
algoritmo guloso conhecido como “a menor superseqiiéncia comum”. Algoritmos gulosos
sdo meta heuristicas que escolhem o 6timo local em cada estdgio com a intencdo de atingir
o 6timo global (KNUTH, 1969). O programa PHRAP ¢ um dos mais utilizados e busca
similaridades entre os fragmentos - tentando agrupd-los em um mosaico (etapa de
alinhamento) - respeitando os valores de qualidade (phred score), construindo assim a
“seqliéncia consenso”. Ao final das interacdes do algoritmo € gerada uma relacdo de

seqiiéncias consenso e das seqiiéncias que nao foram alinhadas.

A primeira comparacdo relevante entre seqiiéncias bioldgicas foi feita por meio
da associacdo de dois genes aparentemente ndo relacionados: v-sis (Simian Sarcoma Virus
Oncogene) e um fator de crescimento denominado PDGF. A similaridade descoberta
(DOOLITTLE, 1983; WATERFIELD, 1983) entre as duas seqiiéncias (Figura 3)
contruibuiu para demonstrar que oncogenes encontrados em retrovirus codificam
componentes da maquinaria regulatdria de crescimento da célula.

v-sis: 6 QGDPIPEELYKMLSGHSIR SFDDLQRLLQGDSGKEDGAELDLNMTRSHSGGELESLARGK 65
QGDPIPEELY+MLS HSIRSFDDLQRLL GD G+EDGAELDLNMTRSHSGGELESLARG+
PDGF : 10 QGDPIPEEL YEMLSDHSIRSFDDLQRLLEGDPGEEDGAEL DLNMTRSHSGGELESLARGR 69
v-sis: 66 RSLGSLSVAEPAMIAECK TRTEVFEISRRLIDRTN ANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ 125
RSLGSL++AEP AMIAECK TRTEVFEISRRLIDRTN ANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ
PDGF : 70 RSLGSLTIAEPAMIAECK TRTEVFEISRRLIDRTNANFLVWPPCVEVQRCSGCCNNRNVQ 129
v-sis: 126 CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKK ATVTLEDHLACK CEIVAA AR AVTRSPGTSQEQR 185
CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKK ATVTLEDHLACK CE VAAAR VTRSPG SQEQR
PDGF : 130 CRPTQVQLRPVQVRKIEIVRKKPIFKK ATVTLEDHLACK CETVAAARPVTRSPGGSQEQR 189
v-sis: 186 AKTTQSRVTIRTVRVRRPPK GKHRK CKHTHDK TALKETLGA 226

AKT QO+RVTIRTVEVERPPE GEHRE KHTHDKTALEETLGA
PDGF : 190 AKTPQTRVTIRTVRVERPPE GKHREFEHTHDETALKETLGA 230

Figura 3- Comparacgdo das seqii€éncias dos genes v-sis e PDGF.
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O problema de homologia entre seqii€éncias de caracteres foi explorado em
meados do século XX e o conceito de “distancia de edi¢cdo” - o qual pode ser entendido
como um valor de similaridade entre duas seqiiéncias - foi definido
(LEVENSHTEIN, 1966). O conceito foi inicialmente empregado na identificacdo de
padrdes no reconhecimento de voz (VINTSYUK T.K., 1968) e, posteriormente, foi criado
o primeiro algoritmo para comparacdo de seqiiéncias bioldgicas (NEEDLEMAN e
WUNSCH, 1970). Em virtude do crescimento acelerado (Figura 4) das bases de dados com
seqiiéncias bioldgicas — em 2005 o GenBank (BENSON et al, 2005) comemorou a marca
de 100 bilhdes de pares de bases depositadas - foram desenvolvidos algoritmos cada vez
mais velozes e, em 1990, foi publicado um algoritmo de alinhamento local que se tornou o
mais utilizado para comparacio de seqiiéncias biologicas chamado BLAST

(ALTSCHUL et al, 1990).

Growth of the
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
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Figura 4- Crescimento anual do Genbank (azul). Atualmente (julho de 2006), o nimero

nucleotideos depositados é de 130 bilhdes.
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O BLAST compara uma seqiiéncia desconhecida com uma base de dados de
seqiliéncias conhecidas. O algoritmo € relativamente veloz porque é baseado em métodos
heuristicos (ndo garantindo portanto o melhor resultado, mas resultados que atendam a um
determinado critério). O BLAST atribui um valor estatistico a similaridade entre as
seqiiéncias denominado e-value (valor esperado), que descreve o nimero de resultados que
se poderia esperar ao acaso numa procura em um banco de dados de determinado tamanho.
Esse valor decresce exponencialmente na propor¢do do aumento do escore resultante da
similaridade entre duas seqiiéncias. Um “valor esperado” de zero equivale a dizer que duas
seqiliéncias sdo idénticas. Um “valor esperado” de um para um resultado significa afirmar
que em banco de dados com o tamanho em questdo hd a chance de encontro de uma
seqiiéncia com escore semelhante ao acaso. A ferramenta BLAST tornou-se tao utilizada
que o artigo original da ferramenta tornou-se um dos trés trabalhos mais citados na

literatura cientifica (Figura 5).

Most-Cited Papers, 1983-2002

Rank Paper Citations

Chomczynski, M. Sacchi, "Single-step method of RNA isolation by acid guanidinium

E thiocyanate phenol chloroform extraction," Analyt Biochem . 162(1) 156-9, 1987, B

2 AP Feinberg, B. Wogelstein, "A technigue for radiclabeling DNA restriction endonuclease 20 609
fragments to high specific activity," Analt Blochem., 132(1) 6-13, 1983, '

3 5.F. Altschul, ef a/., "Basic Local Alignment Search Tool," J. Moiec. Biof, 215(3): 403-10, 1980, 15,306

4 G. Grynkiewicz, M. Poenie, R Y. Tsien, "A new generation of CA-2+ indicators with greatly 14 357
improved fluorescence properties,” J. Bio/ Chem., 260(6); 3440-50, 1985, '

5 J. Devereux, P. Haeherli, O. Smithies, "A comprehensive set of sequence-analysis programs 12 056

for the VAX.” Nucleic Acids Res., 12(1). 387-93, 1984,

SOURCE Thomson |51

Figura 5- Os cinco trabalhos mais citados na literatura cientifica. Levantamento feito pelo

Thompson IST Web of Science (1983-2002).
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Apds a comparagdo com BLAST, cada seqiiéncia pode ter similaridade com
zero ou mais seqiiéncias (as similaridades foram rotuladas “blast hits”). Esta redundancia
adicional existe em funcdo da caracteristica heuristica do algoritmo, porém novas
abordagens demonstram-se promissoras € com maior confiabilidade (ENGELHARDT

et al, 2005).

Como os processos bioldgicos sdo multifatoriais, os estudos com um grande
ndmero de amostras ou com um elevado ndimero de cendarios tém, na maioria das vezes,
custo impraticavel. Assim sendo, métodos estatisticos sdo ferramentas fundamentais para
maximizar a extracdo de informacdo de um conjunto de dados a respeito de um
determinado fendmeno em estudo. Um destes métodos € a inferéncia estatistica sobre um
processo aleatdrio por meio da observacdo de seu contexto por um periodo finito de tempo.
A inferéncia bayesiana é um tipo de inferéncia estatistica na qual as observacdes do
fendmeno estudado sdo usadas para atualizar a probabilidade de que uma dada hipétese

possa ser verdadeira (BOLSTAD, 2004).

O entendimento de qualquer fendmeno ou mecanismo permite também sua
reprodutibilidade ou previsibilidade. Assim sendo, ensaios laboratoriais (analises in vitro e
in vivo) sdo fundamentais para a confirmacdo de modelos computacionais (andlises in
silico) e aperfeicoamento dos mesmos, além de um entendimento mais abrangente do
proprio fendmeno. Um dos métodos considerado padrdo-ouro para andlise de expressao
génica ¢ o PCR quantitativo em tempo real. Fundamentalmente, esta técnica permite a
mensuracdo do numero de copias de uma determinada molécula de dcido nucléico em uma
amostra por meio de fluorescéncia. Assim sendo, ela permite realizar ensaios comparativos
de expressdo génica (normal vs tumor), através da utilizacdo de genes de referéncia. Para
validar a expressdo estdvel presumida para um dado gene que se pretende utilizar como
referérencia, é necessdrio conhecimento prévio de medida confidvel para normalizar este
gene, com a finalidade de remover qualquer variagdo nao especifica. Foi proposta
(VANDESOMPELE et al, 2002) uma medida que determina a estabilidade de expressdo de
genes com base em niveis de expressdo ndo normalizados. Esta medida baseia-se no
principio de que a razdo de expressdo de dois genes de referéncia ideais € idéntica em todas

as amostras, independentemente da condicdo experimental ou tipo celular. Assim, a
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variacdo real das razdes de expressao de dois genes de referéncia, na prética, reflete o fato
de que um (ou ambos) os genes ndo € (sd0) constantemente expressos, com variagao
crescente na razdo correspondendo a uma estabilidade de expressdo decrescente. Neste
contexto, a medida de estabilidade (M) de um gene controle foi definida como a variagao
par-a-par média de um gene particular com outros genes controles. Genes com valor de M
mais baixo tém expressdo mais estavel. A andlise de estabilidade também permite a
verificacdo do numero ideal de genes de referéncia para um dado conjunto de amostras,

através das variagOes par-a-par entre 0s genes.
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No presente trabalho, tivemos por objetivos:

= Desenvolvimento de ferramenta computacional de andlise estatistica, para
avaliacdo do nivel de expressdo génica presente nas diferentes bibliotecas de

ORESTES.

= [dentificacdo de genes diferencialmente expressos em tumores de mama,
cOlon, cabeca e pescogo, pulmao, sistema nervoso central, prostata, estdmago,
testiculo e utero utilizando a andlise de dados de ORESTES produzidos pelo

Projeto Genoma Humano do Cancer FAPESP-Ludwig (CAMARGO, 2001).

= Andlise de expressdo dos genes envolvidos em processos bioquimicos

relacionados ao cancer.

= Confirmacao pela técnica de PCR em tempo real das diferencas de expressdao

de alguns dos genes identificados.
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3.1- Montagem dos fragmentos ORESTES

No inicio deste trabalho, foram fornecidos pelo Laboratério de Bioinformédtica
da UNICAMP 1.188.862 fragmentos ORESTES originados do Projeto Genoma Cancer
Ludwig-FAPESP, por meio de arquivos de qualidade denominados phds (Figura 6). Foram
selecionados aqueles que estavam representados tanto em tecido normal como em tecido
neoplésico (84%), os quais foram agrupados por tecido (Tabela 1). Neste estudo, estas
seqiliéncias constituem-se no objeto primdrio para avaliacdo da relacdo existente entre os

transcritos humanos e o fendmeno neoplésico.

BEGIN SEQUENCE CMO-TF01020-C28F g 6 36 g 4 10522 o 11 10755
t 4 38 a 4 10528 a 2 10766
BEGIN COMMENT a 4 55 g 4 10543 c 4 10781
t 4 68 g 4 10551 g 4 10790
CHROMAT FILE: CMO-TF01020-C28F g 6179 t 8 10567 t 9 10798
ABI THUMBPRINT: 68388348 g 4 93 t 8 10579 a 9 10808
PHRED_VERSION: 0.99 o 4 112 a 6 10568% t 10 10821
CALL METHOD: phred g 4 117 c & 10593 g 6 10831
QUALITY LEVELS: 29 g 4 134 g 11 10603 t 6 10840
TRACE ARRAY MIN INDEX: 0 t 4 137 t &6 10622 g 6 108498
TRACE ARRAY MAX INDEX: 10951 £ 4 160 t 8 10631 c 6 10850
TRIM: 18 274 0.0500 n0 169 a 4 10643 t 8 10865
DYE: big a 9 192 c 8 10668 t 8 10890
a 16 2086 g 6 10678 a4 10908
a 18 233 g 8 10698 o 4 10927
BEGIN DNA o 18 243 c 6 10706 c 6 10937
c 4 23 a 29 266 a 8 10722 END DNA
¢ 37 278 c 9 10737

END SEQUENCE

Figura 6- Estrutura de um arquivo em formato phd. Além de informacdes sobre a reacio de
sequenciamento e cabecalhos especificos, € informada a seqiiéncia (nucleotideos)

e 0 phred score individual (primeiro nimero a direita de cada nucleotideo).
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Tabela 1- Separacdo por tecido das seqiiéncias ORESTES do Projeto Genoma Cancer

Humano FAPESP-Ludwig

Tecido Numero de seqiiéncias
mama normal 68969
mama tumoral 91596
c6lon normal 72468
c6lon tumoral 97426
cabeca e pescoco normal 18776
cabeca e pescoco tumoral 190357
pulméo normal 21961
pulmao tumoral 45387
sistema nervoso central normal 86274
sistema nervoso central tumoral 57140
proéstata normal 79741
proéstata tumoral 23262
estomago normal 13879
estomago tumoral 40736
testiculo normal 28700
testiculo tumoral 3465
utero normal 22691
utero tumoral 38456

Para a montagem destas seqiiéncias, foi utilizado o pacote PHRAP, disponivel
gratuitamente para uso académico. A primeira tentativa de montagem apresentou dois

problemas:

1) Os parametros de qualidade exigidos (Tabela 2) para a montagem geraram

poucas seqiiéncias consenso;
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2) A versao padrio PHRAP ¢ limitada a 64000 seqiiéncias. Alguns tecidos

possuiam mais seqii€éncias do que o nimero limite (Tabela 1);

Estes problemas iniciais foram abordados basicamente de duas maneiras. A
montagem foi realizada com parametros padronizados (Tabela 2) e o software foi
recompilado, permitindo sua execu¢do com mais de 64000 seqiiéncias. Como resultado da
montagem, as seqiiéncias se agruparam em consensos (Tabela 8) que foram submetidos a

comparacdo com bases de dados de proteinas.

Tabela 2- Parametrizacdo utilizada na montagem inicial e na segunda montagem,
utilizando os valores padronizados. Estes parametros dizem respeito a

estringéncia dos alinhamentos.

Pardmetro Primeira Montagem Segunda Montagem
penalty 9 2
Minmatch 20 14

gap_init 9 2

gap_ext 9 1
repeat_stringency 0,97 0,95

3.2- Comparacio com seqiiéncias conhecidas

A ferramenta BLAST foi utilizada para a comparacdo das seqiiéncias consenso
geradas com um banco de seqii€éncias de proteinas. Para este tipo de comparacdo o BLAST

tem uma variante especifica denominada “Blastx”, com os parametros especiais:
-¢ 0.00001: define 10™ como valor madximo para o “valor esperado”;
-b 5 : apresenta no maximo 5 alinhamentos no relatdrio final;

-v 10: apresenta no maximo 10 descri¢des por comparacao no relatério final;
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O banco de proteinas era composto por 2.314.886 seqiiéncias (seqiiéncias

codificantes ndo redundantes depositadas no GenBank, PDB, SwissProt, PIR, PRF). O

recurso de hardware utilizado para a comparacdo foi uma SUN BLADE® 1000, com dois

processadores de 750MHz (UltraSparc® 11T — 64 bits) e trés GB de meméria RAM (Sun

Microsystems Inc., Santa Clara, CA). Também foi utilizado um computador Pentium® 11

biprocessado (400MHz) com um GB de memoéria RAM (Intel, Santa Clara, CA). A

duragdo das comparagdes com o BLAST utilizando este equipamento pode ser observada a

seguir (Tabela 3) e foi proporcional ao nimero de seqiiéncias existentes em cada tecido.

Tabela 3- Tempo de execu¢do do BLAST para as seqiiéncias consenso ORESTES.

Tecido

Tempo Total BLAST (horas)

mama normal

mama tumoral

c6lon normal

colon tumoral

cabeca e pescogo normal
cabeca e pescog¢o tumoral
pulm@o normal

pulmao tumoral

sistema nervoso central normal
sistema nervoso central tumoral
proéstata normal

proéstata tumoral

estdmago normal

estdmago tumoral

testiculo normal

testiculo tumoral

ttero normal

utero tumoral

142

162

127

185

32

311

45

81

171

122

52

50

26

76

60

51

82
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Ap6s o BLAST, os seguintes critérios foram adotados para reduzir o nimero de

falsos positivos, incluindo apenas seqiiéncias védlidas em nosso estudo:

- possuir similaridade com pelo menos uma seqiiéncia (assim sendo, as

seqiiéncias chamadas de “no hits” foram excluidas da amostra).
- possuir e-value (valor esperado) menor do que 107

- n@o possuir em sua descricao os termos: “ribosomal”, "unnamed", "similar to",

"PREDICTED", "unknown", "FLJ", "KIAA", "LOC", "DKFPZP".

3.3- Determinacio dos niveis de expressao

Para cada proteina encontrada, foi contado o numero de seqii€ncias que
originaram O consenso € que possuiam similaridade com a dada proteina, conforme
defini¢do anterior. Desta forma, foi criada uma lista genes (na prética, identificadores de
proteinas nas bases de dados citadas) com seus respectivos niveis de expressdao definidos

por meio do resultado das contagens para cada tecido.

3.4- Ferramenta para comparacao estatistica

Para determinacdo da expressao diferencial dos genes entre condi¢cdes normal e
tumoral de cada tecido desenvolvemos um programa em PERL denominado LyM
(PERES et al, 2005), que utiliza uma abordagem bayesiana para avaliacao da significancia
estatistica das diferencas de expressdo. Esta abordagem foi inicialmente utilizada para a
andlise de expressdo génica com dados de SAGE no processo de ativacdo de basofilos
(CHEN et al, 1998), evitando assim o uso de simulagdes aleatérias - que exigem um
esforco computacional considerado impraticivel em alguns casos (LAL et al, 1999) -
requeridas ~ por métodos mais cldssicos, tais como simulacdes de Monte Carlo
(PORTER et al, 2001). LyM foi implementado (Anexo 2) com um algoritmo de busca

bindria (KNUTH, 1969) para encontrar o melhor fator que representa a diferenca de
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expressdo entre a condi¢do normal e tumoral de um gene, levando em considera¢do o
nimero total de genes presentes em cada tecido. Algoritmos de busca bindria sdo
tipicamente O(logn) reduzindo assim o tempo utilizado nas buscas (a notacdo “O” foi
introduzida pela teoria dos ndmeros (BACHMANN, 1894) e O(logn) significa que a
relacdo entre o tamanho “n” dos dados de entrada e o tempo de computacdo para estes
dados € de ordem logaritmica). Adicionalmente, o programa possui estratégias de
armazenamento temporario para reutilizacdo de valores calculados. Para valida¢do, LyM
foi comparada com uma ferramenta desenvolvida pelo CGAP chamada DGED, que utiliza
a mesma abordagem estatistica (LASH et al, 2000). A diferenca substancial entre os dois
programas é que DGED analisa os genes por meio de um fator diferencial de expressao
arbitrariamente escolhido, emitindo um valor de confiancga para cada gene, considerando tal
fator; enquanto a LyM emite o melhor fator diferencial possivel por meio de busca bindria,
baseado num valor de confianca arbitrario. Para a comparagdo entre as duas ferramentas,
foi utilizado um conjunto de dados de expressdo génica compreendendo quatro bibliotecas
(mama, cdlon, estdbmago e pulmdo) nas condi¢Ges normal e tumoral, totalizando 495.577
seqiiéncias (Tabela 4). Para o programa DGED foram escolhidos arbitrariamente os fatores:
2,4, 8,16, 32 e 64. Para LyM o valor de confianga selecionado foi de 95% (ou p = 0,05). A
comparacao final entre os dois programas foi feita através da razao entre o fator calculado

pelo LyM e o fator arbitrério para o DGED.

Tabela 4- Bibilotecas SAGE utilizadas para comparagdo dos fatores de expressdo géncia

entre as ferramentas LyM e DGED

Biblioteca Niimero de seqiiéncias (SAGE tags)
Breast_carcinoma_epithelium_AP_DCIS7 89184
Breast_normal_stroma_AP_1 79152
Colon_adenocarcinoma_CL_Caco2 60682
Colon_normal_B_NC1 49610
Lung_adenocarcinoma_MD_L10 86887
Lung_normal_CL_L15 42226
Stomach_carcinoma_B_G189 63075
Stomach_normal_epithelium_B_body1 24761
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3.5- Estratégias para classificacao de genes

Ap0s o célculo da diferenca de expressdo entre as condi¢des normais e tumorais
nos tecidos, foi definido um sistema de pontuacdo para permitir que genes relacionados ao
cancer na literatura pudessem ser considerados na avaliacdo. Ou seja, além do padrdo de
expressdo génica, o fator “gene previamente relacionado com cancer” teve seu papel nesta

andlise. A pontuacdo de cada gene (PG) foi definida da seguinte maneira:
PG=3*NEC+2*GL+EC

Onde:

e NEC ¢é o Nivel de Expressdo Categorizado. O valor de NEC € o valor da
diferenga de expressdo de um gene divido por 10 e a este resultado é
adicionado um valor complementar, conforme a categoria da diferenca de

expressdo (Tabela 5). Deste modo, um gene com diferenca de expressdo de

35tem NEC=35/10+2+1+1+2+4+5=18.5.

Os valores de categorizacdo foram definidos apds simulacdes com os dados de
mama. O objetivo da simulagdo era atingir uma ponderacdo equilibrada, levando em

conideracdo os demais fatores da equacao apresentada na pagina anterior.

Tabela 5- Categorizacdo dos valores de expressdao para composi¢ao do valor de NEC.

Fator de expressdo diferencial Acréscimo NEC
>1 2
>2 1
>5 1
>7 2
>10 4
>30 5
>50 5

Materiais e Métodos

69



e EC é uma constante (EC = 20) atribuida a genes que possuam uma
“Expressdao Chave” em sua descricdo: ‘“cancer”, "tumor", "onco",

n

"apoptosis”, "death", "metastasis", "oma", "proliferation". As expressoes
chave foram escolhidas arbitrariamente e testadas individualmente para

confirmar a sua relevancia de acordo com o objetivo proposto.
e GL ¢ valor relativo ao aparecimento do Gene na Literatura.

Foi criada uma lista de genes presentes em publicacdes relacionadas a cancer
(Tabela 6), as quais foram selecionadas considerando os seguintes critérios: publicacdes
recentes em revistas indexadas e com alto fator de impacto, revisdes de literatura de cancer,
atlas ou “enciclopédias” de referéncia, e publicagdes que norteram produtos de industrias

fornecedoras de insumos a pesquisa em Ciéncia da Vida.

Para cada publicagdo foi atribuido um peso “PP”. O valor de GL € a soma de
todos os valores de “PP” de um determinado gene candidato. Adicionalmente, foi incluida
uma lista de genes por meio de busca por palavra-chave utilizando a ferramenta Entrez
Gene (WHEELER et al, 2005) com a expressdo “tumor or cancer and human”. Para

ilustrar, um gene presente nas duas primeiras referéncias (Tabela 6) tem GL =14 + 5 =19.

Tabela 6- Publicacdes selecionadas (e busca no “Entrez Gene”) para composicao de lista
de genes de referéncia e o peso (PP) atribuido a publicacdo. Este peso foi

utilizado na composi¢do do valor “GL” para a classificacdo de um gene

cadidato.

Lista de referéncia PP
(FUTREAL et al, 2004) 14
(DORKELD et al, 1999) 5
(WHITE, 2004) 4
(NILSSON e CLEVELAND, 2003) 4
(HANAHAN e WEINBERG, 2000) 4
(REINHOLD et al, 2003) 2
Busca por expressdo no “Entrez Gene” 1
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Apés a definicdo dos critérios apresentados, foi desenvolvido um segundo
programa em PERL que efetuou o calculo da pontuacido de classificacdo para cada gene
candidato, separado por tecido. Este programa gerou a lista final com os genes classificados

e ordenados de modo ascendente, separados por tecido, em formato HTML.

Além disso, o programa fez a associagdo dos genes com as nomenclaturas GO
(ASHBURNER et al, 2000) e KEGG (OGATA et al, 1999) para detalhamento funcional,
atribuindo também hyperlinks especificos de cada gene - obtidos por meio do servigo
LinkOut (WHEELER et al, 2005) - para uma avaliacdo mais aprofundada dos achados.
Finalmente, todos os genes classificados foram contextualizados por meio de vias

importantes no processo neoplasico (HAHN e WEINBERG, 2002).

Os genes listados receberam ainda um filtro adicional para selecdo dos

candidatos a confirmacdo experimental:

e Haver ja disponibilidade de ensaio padronizado de qPCR no nosso

laboratorio

e Ter sido detectado por ORESTES em todos os tecidos investigados.

3.6- Analises adicionais — perfil de expressao entre os tecidos

Com o objetivo de realizar uma avaliacdo global dos genes comuns a todos os
tecidos, eles foram submetidos a abordagens estatisticas adicionais (agrupamento
hierdrquico, agrupamento por k-medianas, andlise de componentes principais, mapas
auto- organizaveis e redes de relevancia) para identificacio de grupos com perfil de
expressao distinto ou grupos de genes correlacionados. Para os agrupamentos, foi utilizado
o método “average linkage” e a distincia padrdo utilizada foi a distincia euclidiana. As
andlises foram realizadas com o auxilio dos softwares TM4 (SAEED et al, 2003) e R
(IHAKA e GENTLEMAN, 1996).
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3.7- Desenho de oligonucleotideos iniciadores

Este trabalho utilizou inciadores ja disponiveis em nosso laboratério para os
seguintes genes: ACTB, ACTGI, B2M, GAPDH, IGKC, IGHG3, JUN, PFNI, PYGB e
VIL2. Para desenho destes iniciadores foram utilizados os softwares Primer Express®
(Applied Biosystems, Foster City, CA) e Gene Runner® (Hastings Software Inc., Hudson,

NY). Foram selecionados os iniciadores que melhor se adequavam aos critérios:
e Amplicon com tamanho minimo de 70 e maximo de 90 pares de bases;
e Par de iniciadores em éxons distintos;
e Proximidade da cauda poli A;

e Auséncia de tendéncia a formacdo de estruturas secunddrias (hairpin loops,

inner loops e dimers) nas condi¢des da reacdo;

e Especificidade (por meio de comparagdo BLAST);

3.8- Pacientes e amostras biolégicas

Para os experimentos de validagdo dos achados com qPCR, foram utilizadas
amostras de tecido humano, obtidas dos ambulatdrios de cirurgia do Hospital PIO XII, em
Sdo José dos Campos. As amostras foram coletadas no momento da bidpsia diagndstica. O
diagnostico foi confirmado com base nos achados clinicos e anatomopatolégicos
(KLEIHUES e SOBIN, 2000). Os pacientes concordaram com o estudo e assinaram Termo
de Informacdo e Consentimento (Anexo 1), aprovado pela Comissdo de Etica da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Todas as etapas descritas foram realizadas sob

supervisdo do Prof. Dr. Fernando Callera, diretor clinico do Hospital PIO XII.
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Tabela 7- Dados clinicos de cada amostra.

Amostra Sexo Idade Diagnostico Cirurgia realizada
7 M 66 Tumor de Estdmago Gastrectomia
14 F 81 Tecido Normal -
51 F 25 Mucosa Normal Gastrectomia Subtotal
61 M 76 Tumor de Estdmago Gastrectomia total
62 F 56 Cancér Géstrico Gastrectomia

subtotal+Linfadenectomia

66 F 25 Adenocarcinoma Gastrico Gastrectomia Subtotal

Apoés a cirurgia, as amostras formam encaminhadas em embalagem térmica
com gelo seco ao Hemocentro da UNICAMP e foram mantidas em nitrogénio liquido até o

momento da extracdo do RNA (temperatura de aproximadamente -196°C).

3.9- Extracao do RNA Total

As amostras de tecido ainda congeladas foram maceradas manualmente. O
RNA total das amostras de pacientes e individuos normais foi isolado utilizando Trizol®
Reagent (Invitrogen Inc., Carlsbad, Califérnia), uma solu¢do monofdsica de fenol e
isocianato de guanidina. Durante a homogeneizacdo, o reagente Trizol® mantém a
integridade do RNA enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares. Para
extracdio de RNA total cada amostra foi homogeneizada em Trizol® na proporcio de
1.,0mL/1,0x 10 7 células (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). A solucdo de Trizol® foi
incubada por cinco minutos a temperatura ambiente para completa dissolu¢do dos
complexos nucleoprotéicos. Para cada 1,0 mL de Trizol® utilizado na amostra foi realizado
o seguinte procedimento: acrescentaram-se as amostras 200 pl de cloroférmio e estas foram
em seguida agitadas vigorosamente. Nova incubagdo foi realizada por mais cinco minutos a

temperatura ambiente e, entdo, as amostras foram submetidas a centrifugagdo por 15
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minutos a 13.200 rpm, em temperatura de 4°C. A fase organica, na qual se encontra o
RNA, foi recuperada, transferida para um novo tubo e procedeu-se a precipitacio do RNA
por adicdo de 500 ul de isopropanol gelado, incubacdo a temperatura ambiente por
10 minutos e centrifugacdo a 13.200 rpm por 15 minutos em temperatura de 4°C. Apds a
precipitacdo, o pellet de RNA foi lavado com etanol 75% em 4gua destilada tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) para remoc¢ao do excesso de sal e, novamente centrifugado, a
11.800 rpm por cinco minutos, em temperatura de 4°C. As amostras de RNA total foram
ressuspendidas em dgua com DEPC e incubadas por 10 minutos a 55°C. Adicionaram-se
200 pL de cloroférmio, agitando-se vigorosamente esta suspensao e incubando-a por cinco
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a suspensdo foi centrifugada a 13.500 rpm
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo o RNA total foi coletado e foram
adicionados 500 pl. de isopropanol. Esta suspensdo foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada por 13.500 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Em
seguida, o pellet de RNA total foi coletado e a este foi adicionado 1,0 mL de etanol 75%
(em agua destilada tratada com DEPC). Apds agitacdio em vortex, esta suspensdo foi
centrifugada a 11.800 rpm por cinco minutos a 4°C. Em seguida, o pellet foi coletado,
ressuspendido em 4dgua destilada tratada com DEPC e estocado a -80°C. A quantifica¢do
do RNA obtido em solu¢do aquosa foi realizada por meio de leitura da densidade Optica
(DO) de uma aliquota da amostra no espectrofotdmero de luz UV NanoDrop® (NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, DE). Nestas condi¢des, uma unidade de DO equivale a
40 pg/mL de RNA. A relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como
parametro na estimativa do grau de contaminacdo do RNA por proteinas, e resultou,

invariavelmente, entre 1,7 € 2,0.

3.10- Sintese do cDNA

As reacOes de transcricdo reversa foram realizadas a partir de 1 pg de RNA, ao
qual foram adicionados, inicialmente, 25 pmoles de oligo dT, 50 ng de iniciadores
aleatérios (random hexamers)e 10 nmoles de cada dANTP em volume total de

14 uL. A adi¢do de random hexamers a reacdo garante uma maior eficdcia na sintese de
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cDNA em regides distantes da cauda poli-A das moléculas de RNAm. Neste estudo, esta
medida foi adotada com a finalidade de minimizar o impacto de uma possivel degradacdo
das amostras de RNA. Os tubos contendo 14 pL de reacdo foram incubados a 65 C por
5 minutos e em gelopor um minuto de forma a estender a molécula de RNAm,
desestabilizando sua estrtura secunddria. Para inicio do processo de transcri¢do reversa,
foram adicionados 4,0uL. de tampao, 1,0 ul de DTT 0,1 M e 1,0uL de SuperScript 1® 200
U/uL (Invitrogen Inc., Carlsbad, Califérnia), totalizando 20 puL de reac¢do. Os tubos foram
foram incubados a 25 C por 5 minutos, para anelamento dos iniciadores aleatdrios, € a 50°C
por 60 minutos, para sintese do cDNA. Finalmente, a reagdo foi incubada a 70 C durante 15

minutos para inativagdo da enzima de transcri¢ao reversa.

3.11- RT-PCR em Tempo Real

Esta técnica foi realizada em equipamento GeneAmp® 7500 Sequence Detector
System com o agente fluorescente SybrGreen® 1 (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA). O método € baseado na detec¢do do produto de amplificacdo por meio da medida do
aumento na fluorescéncia, conduzida pelo sistema Optico e detectada por equipamento
digital que, em nosso caso, tratava-se de cdmara CCD (amplitude de detec¢cdo de 530 a 580
nm). A fluorescéncia aumenta proporcionalmente a geracao de produtos durante a reagao,
conseqiiéncia da ligacio do agente SybrGreen® I a fita dupla de DNA, o que causa aumento
de emissdo de luz em até 100 vezes para uma mesma concentracio de SybrGreen® 1 livre
em solucdo. O ciclo de PCR em que a fluorescéncia de determinada amostra atinge o
chamado limiar de fluorescéncia, ou treshold, foi, em nosso caso, denominado CT. O
threshold corresponde ao nivel de fluorescéncia detectado inequivocamente acima do ruido
de fundo. (GINZINGER, 2002). Dessa forma, o CT € inversamente proporcional ao nimero

de cdpias do segmento-alvo de DNA presentes no inicio da reacao.

Por meio da andlise das curvas de amplificagdo, tendo como parametros a
intensidade de fluorescéncia (eixo y) versus o numero de ciclos (eixo x), a linha de
base - que representa o ruido de fundo - € definida de forma a abranger os ciclos de PCR

nos quais o sinal fluorescente é detectado, mas estd abaixo do limite de quantificacdo do

Materiais e Métodos

75



instrumento. Os parametros “linha de base” e threshold podem ser ajustados para cada
amplicon, mas devem ser idénticos para todas as amostras na mesma corrida, tornando-as
comparaveis. O treshold, por exemplo, deve ser posicionado na fase de acumulo
exponencial do produto amplificado, em que a eficiéncia da reacdo é méaxima, permitindo

quantificagdo mais precisa.

Em cada reagio foram empregados 12,5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA), 1,0 uL de cDNA e 150 a 300 nM de
iniciadores em volume final de 25 pL. As condi¢des de qPCR foram 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de amplificacdo de 95°C por 15 segundos e um
passo combinado de extensdo e anelamento de 60°C durante 1 minuto. Neste trabalho
foram utilizados iniciadores disponiveis em nosso laboratorio para os quais a reacdo de
gPCR em tempo real j4 havia sido padronizada e as condi¢des ideais para valores proximos
de 100% (média de 99,97%) de eficiéncia da reacdo — incluindo a concentracdo dos
iniciadores - foram determinadas. Na fase de padronizagdo das reagdes, foi feita andlise do
produto de amplificagdo em gel de agarose. Reagdes controle, sem adicao de cDNA, foram
incluidas para cada conjunto de iniciadores. Ao final da reacdo de amplificacdo foi
realizado ciclo de variagcdo crescente de temperatura (de 60°C a 95°C) e monitoramento da
fluorescéncia de forma a avaliar a curva de dissociagdo (Tm) do produto de PCR
(melting curve analysis). Este resultado, expresso em graus Celsius, € caracteristico de cada
produto de PCR, dependente de seu tamanho e composicdo quimica, podendo revelar a
presenca de mais de um produto em determinada amostra, o que poderia corresponder a
amplificacdo inespecifica ou a excessiva presenga de interferentes na reacdo de
amplificacdo, como dimeros de iniciadores que eventualmente concatenam-se naquelas

condi¢des, produzindo quimeras.

3.12- Medida da estabilidade génica (M) e ranking dos genes controle

Para validacao dos resultados, os valores de CT de cada amostra para cada gene
controle foram transformados em quantidades (Q), valores de entrada do aplicativo geNorm

(VANDESOMPELE et al, 2002), através da equagao:
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Q -E (CTmin - CTamostra)

7

Onde “E” € a eficiéncia de amplificacdo (2 = 100%) e CTmin, o menor valor de
CT entre as amostras, correspondente a amostra com maior expressao. A andlise inicial das
amostras demostrou que os genes tradicionalmente usados como referenciais
(GAPDH, ACTB e B2M) possuiam grande variacdo, e assim sendo, optamos por testar
todos os genes incluidos nos ensaios para verificar suas estabilidades. O programa geNorm
também permite a determinacdo do numero 6timo de genes (0s mais estdveis, que
minimizam a variacao inter-ensaios) a serem utilizados para a quantificacdo relativa. Neste
estudo, as variacdes par-a-par indicaram a necessidade de quatro genes como referenciais,
resultando em uma normaliza¢do mais precisa e confidvel, comparada ao uso de apenas um.
Em seguida, foi realizado o calculo da expressdo normalizada de cada gene através da
divisdo entre o valor Q do gene de interesse e o fator de normalizacdo calculado pelo

geNorm.

Para as comparagdes entre tecido normal e tumoral foram utilizadas a média
geométrica entre as amostras de tecido normal e a media geométrica entre as amostras de
tecido tumoral. A razdo de expressdo tumor/normal foi comparada qualitativamente a

razdo de expressdo diferencial evidenciada pela avaliagdo dos dados ORESTES.
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4- RESULTADOS
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4.1- Avalicao da ferramenta estatistica (LyM)

Para a comparacdo entre os fatores de expressdo de cada programa (LyM e
DGED), foram gerados graficos, separados por tecido (condi¢des normais e tumor). A

comparacdo se deu pela razdo entre os fatores diferenciais de expressdo génica para cada

programa.
Estémago: Normal vs Carcinoma (anélise LYM e DGED)
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Figura 7- Resultados da comparagdo entre LyM e DGED (fator diferencial igual a dois)
para a avaliacdo da diferenca de expressdo génica entre estdbmago normal e

carcinoma de estomago.
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Mama: Normal vs Carcinoma (Analise LYM e DGED)
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Figura 8- Resultados da comparacdo entre LyM e DGED (fator diferencial igual a dois)
para a avaliacdo da diferenca de expressdo g€nica entre mama normal e

carcinoma de mama.

Colon: Normal vs Adenocarcinoma (Analise LYM e DGED)
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Figura 9- Resultados da comparagdo entre LyM e DGED (fator diferencial igual a dois)
para a avaliacio da diferenca de expressdo génica entre cOlon normal e

adenocarcinoma de célon.
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Figura 10- Resultados da comparagdo entre LyM e DGED (fator diferencial igual a dois)
para a avaliacdo da diferenca de expressdo génica entre pulmio normal e

adenocarcinoma de pulmao.
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Figura 11- Resultados da comparac¢ao entre LyM e DGED para a avaliacao da diferenca de

expressdo génica entre mama normal e carcinoma de mama, por meio dos

fatores arbitrarios 4 (a), 8(b), 16(c), 32(d) e 64(e).
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4.2- Analises computacionais dos dados ORESTES

ApOs a etapa de montagem, os fragmentos ORESTES se agruparam conforme a

tabela a seguir (Tabela 8):

Tabela 8- Numero de seqii€éncias consenso resultantes do processo de montagem.

Tecido Niimero de seqiiéncias consenso
mama normal 8528
mama tumoral 9746
c6lon normal 7641
c6lon tumoral 11121
cabeca e pescogo normal 1906
cabega e pescoco tumoral 18661
pulmao normal 2670
pulmio tumoral 4858
sistema nervoso central normal 10262
sistema nervoso central tumoral 7334
prostata normal 3098
préstata tumoral 2975
estdbmago normal 1548
estobmago tumoral 4569
testiculo normal 3598
testiculo tumoral 482
titero normal 3062
dtero tumoral 4899
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Estas seqiiéncias consenso (Tabela 8) foram comparadas com os bancos de
proteinas citados anteriormente por meio do programa BLAST. Apés a andlise por BLAST,
o numero de seqiiéncias por proteina foi contabilizado, conforme arquivo HTML a seguir

(Figura 12):

BLAST HIT NORMAL TUMOR
zb|A4 A36138.1 Hermes antigen gp90 homing receptor precursor 4 2
emhb|CAT41750.1 p 4A [Homo sapiens] 7 5
zb|AAT.S4607.1 cytochrome c oxidase subunit I [Homo sap ] 190 12
oh|AAK]7836.1 ATP synthase 6 [Homo sapiens] =gi[323486 79|gb| AAP... 563 198
emh|CABE2418.1 hypothetical protein [Homo sapiens] =gi|11276938... 28 1
J2b|AAW30001.1 structure protein INSP5h3a [Homo sapiens] b 2
zb|AAHS1800.1 CLTC protein [Homo sapiens] 2 4
2b|AATI23006.1 HSPCA protein [Homo sapiens] 61 2
refilNNF 112576.1 SH3 d m bhinding glutamic acid-rich protein 1... 9 7
2h|AAP29640.1 envelope glycoprotein [Homo sapiens] =gi|30026466... 4 3
refilNF 000601.3 CDd4 antigen isoform 1 precursor [Homo sapiens] 4 1
emb|CAT41726.1 B-factor, properdin [Homo sapiens] =gi|S5961819|... ) 2
2h|AAO25525.]1 large anti-HSV-glycoprotein D single chain antibo... 5 5
oh[AAK] TS536.1 cytochrome ¢ oxidase subunit I [Homo sapi ] 5 10
pir|| TO2955 probable cytochrome P450 monooxygenase - maize (frag... 543 488
refilNFP 996670.1 MORF-related gene 15 isoform 2 [Homo sapiens] =... ‘gl'j”“‘; Teads Z;V_?'D“E 13
spl37649 C'ytochrome c oxidase polypeptide TT = gi|343... 1= ! le1e 2
reflNP 077182.1 NADH dehydrogenase (uhiquinone) 1, sub lex u... e s Leiz 38
gh|AAPTI967.1 glutathione S-transferase pi [Homo sapiens] =gilS... ;;33 }g g:ﬁég 2
zb|AAT62583.1 MLLS protein [Homo sapiens] ;ggg }? ;2:}2 3
pir|| TO2995 pecific Xy (EC 1.14.14.1) - common tob... 5 g;g? é? g::}g 493
2h| AAF29584.1 PRO0274 [Homo sapiens] g:z; ?SB gz:ig 17
emhb|/CART0757.2 hypothetical protein [Homo sapiens] 8507 240 2e-1S 2

Figura 12- Resultado da andlise por BLAST no tecido “mama”. A lista possui uma
descricdo das proteinas presentes € seus respectivos niveis de expressao para
tecido normal e tumoral. O quadro em detalhe mostra a distribuicdo das 543
seqliencias ORESTES para a proteina “T02955” em tecido normal (o termo

“Contig” refere-se ao identificador da seqii€ncia consenso e o termo “Reads” é

o numero de fragmentos ORESTES presentes em cada seqiiéncia consenso).

Ap6s o uso de filtros especificos, conforme apresentado na se¢do de métodos,
as proteinas foram relacionadas aos seus respectivos genes. Para cada tecido, os genes
resultantes (Tabela 9) foram submetidos ao programa LyM para avaliacdo estatistica das
diferencas de expressdo entre as condi¢des normal e tumoral. Apds esta avaliacdo, foi
gerada a classificag@o dos genes (conforme detalhado na se¢do 3.5) e o resultado fornecido
em formato HTML (Figura 13). Os 100 primeiros genes presentes nesta classificac¢ao final,

separados por tecido, estdo presentes no Anexo 3.
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Tabela 9- Numero de genes, separados por

expressao diferencial.

tecido, apds comparagdo estatistica da

Tecido

Numero de Genes

Mama

Céblon

Cabeca e pescogo
Pulmio

Sistema nervoso
Prostata
Estdomago
Testiculo

IthI'O

3835
4266
4637
2049
3473
1449
1629
1091
1984

9 e (Metastasis) COLIAT collagen, type
L. [GenelD: 1277]

EMedical
Genetice Home Reference
EMolecular Biology Databases
EE CREB Target Gene Database
Genetic Association Database
EE TOP - Information Hyperlinked owver Proteins
Eyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Cell Communication ECHh-receptor interaction

EMiscellaneous

EE Eeacteme

Beactome Entity:51126 Reactorne EventHermaostasis

10: TGLI3 immunoglobulin la .. [GeneID
28831]

EMdolecular Biology Databases
EE# Vertebrate Genome Annotation (WEGA) database

11: sc (GrowshFactcr) PREARIA protein kinase,
G [FanelD: 33737

Elolecular Biology Databases

CREE Target Gene Database
1{HOP - Information Hyperlinked ower Proteins
E# Fyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Apoplosis hsa5573 Insulin signaling pathway
EMiscellaneous
EE Reactome

Reactomne Entity 57837 Reactome EventEnergy Metabolism

12: so (Angiogenesis) EREBZ v-erb-b2 erythrob... [GenelD: 2064}

EMedical
Genetics Home Reference
Elolecular Biology Databases

EE CREB Target Gene Database
Genetic Association Database

Focal adhesion

MGC cDMA clone, Books, Conserved Domains, Genome, GEO Profiles, HomoloGene, Map Viewer, Nucleotide, OMIA, OMIM, Full text in PMC, Probe,

Frotein, PubMed, PubMed (GeneRIF), SMP, Gene Genotype, Geneview in dbSMP, Taxonormy, UniSTS, UniGene

hsa 1277

MGC cDMA clone, Books, Conserved Domains, Genome, GEO Profiles, HomoloGene, Map Viewer, Mucleatide, O

Protein, Pubided, PubMed (GeneRIF), SMNP, Gene Genotype, Geneview in dbSNP, Ta

Conserved Domains, Genome, GEQ Profiles, Map Viewer, Nucleotide, Protein, PubMed, SNP, Gene Genatype, Geneview in dbSNP, Taxonomy,

UniSTS, UniGene

] Links X
b Conserved Domains
F Genome

b GEO Profiles

b HomeloGene

b Map Wiewer e
b Mucleotide

¥ OMIM

b Full text in FMC

b Probe

b Protein

b PubMed

b PubMed (GeneRIF)
b SNP

 Gene Genotype

b GeneWiew in dbSHP
b Taxonomy

b UnisSTS

b UniGene

Figura 13- Arquivo em formato HTML com os genes classificados. A direita, o menu

“Links” para acesso a informagdes adicionais de cada gene.
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10: 54 go (OrowthPactor) HRAS v-Ha-ras Harvey r... [GenellD: 32657 MG DA clone, Links
[86.275 0 5 4.75]

E e dical
Genetics Home Beference
B hlolecular Biclegy Databases

CEEE Targset Gene Database
Genetic Association Database
Link  Link
HOF - Information Hyperlinked owver Proteins
EE Eyote Encyclopedia of Genes and Genomes
Axon guidance B cell receptar sighaling pathway Dorso-ventral axis formation Facal adhesion Fap
junction hsa 3265 Insulin signaling pathway Long-term depression Long-term potentiation MAPE signaling
pathvay Matural killer cell mediated cytotoxicity Fegulation of actin cytoskeleton T cell receptor signaling
pathvay Tight junction

B Miscelaneous

Eeactome
Reactome Entity. 62718 Reactome Eventinsulin receptor mediated signalling

Figura 14- Detalhamento de uma lista (pulmdo) para o gene HRAS. Ele é o décimo
elemento da classificagdo. A posicdo € indicada pelo nimero “10” e a cor
verde indica que ele estd mais expresso em tecido tumoral. Ao passar o mouse
sobre a posicdo, aparece um texto (caixa amarelo claro) indicando: o valor de
pontuagdo (86,275), o nimero de seqiiéncias ORESTES para este gene em
condi¢do normal (0), o nimero de seqiiéncias ORESTES para este gene em
condicdo tumoral (5) e o fator de expressdao diferencial calculado pelo
programa LyM (4,25). Todas as demais informacdes formam obtidas por meio

da ferramenta Gene Entrez.

Excluindo-se a redundancia de genes entre os tecidos (Tabela 9), o niimero total
de genes classificados é de 9261. Destes, 1015 (11%) participam de vias relacionadas ao
fendmeno neoplasico (HAHN e WEINBERG, 2002). Notadamente, cerca de 52% deles
apresentam fator de expressdo diferencial (em modulo) maior do que cinco em tecido
tumoral (Tabela 10). As vias que possuem genes diferencialmente expressos identificados

pela andlise de dados ORESTES foram destacadas (Figura 15).

Resultados

88



2

Tabela 10- Distribuicdo da expressdo génica em vias relacionadas ao cancer. E
apresentado o nimero de genes identificado nos elementos (genes, fatores ou
complexos) presentes no circuito molecular (Figura 15), bem como a
porcentagem de genes idenficados que possuem fator de expressao diferencial

(em médulo) maior do que cinco.

Nitimero de genes

Elementos (F/T)%
Total (T) |Fator| > 5 (F)
TGFB 18 13 72,2%
CYCE-CDk2 35 23 65,7%
PP2A 31 18 58,1%
RAS 38 22 57,9%
MYC 65 37 56,9%
E2Fs 78 43 55,1%
CYCD-CD4 40 22 55,0%
MEK 68 37 54,4%
MAPK 125 67 53,6%
AKT 147 77 52,4%
TGFBR 37 19 51,4%
Frizzled 6 3 50,0%
RSK 4 2 50,0%
GRB2-SOS 106 52 49,1%
WNT 92 43 46,7%
PI3K 90 41 45,6%
Dishevelled 16 5 31,3%
SMADs 7 2 28,6%
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Figura 15- Vias relacionadas ao fendmeno neoplasico (HAHN e WEINBERG, 2002). Em
destaque, trechos das vias deste circuito molecular para as quais foram

identificados genes presentes na lista de genes produzida a partir de dados

ORESTES.

4.3- Analises experimentais dos genes selecionados

A estabilidade de todos os genes foi testada entre as amostras, utilizando o
programa geNorm. A seguir (Figura 16), é apresentado um grifico com a estabilidade de

cada gene:
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Average expression stability values of remaining control genes

35

Average expression stability M

1 T T T T T T T |
GAPDH WIL2 ACTE PYGE B2k IGKEC JUN ACTGH PFM1
IGHG3

< Least stable genes Most stable genes >

Figura 16- Estabilidade dos genes para as amostras estudadas em tecido normal e tumoral
(estobmago). A estabilidade média (M) € mostrada no eixo vertical. Os genes
mais a direita (eixo horizontal) sdo os mais estdveis. Os genes de controle
tradicionalmente utilizados (GAPDH, ACTB e B2M) ndo apresentaram as

menores médias de estabilidade.

A instabilidade dos genes tradicionalmente utilizados como controle também
foi constatada pela simples observacdo dos CTs das curvas de amplificacdo das amostras.
Os CTs destes genes menos estaveis, como GAPDH, possuiam maior amplitude de variagao

entre amostras para um mesmo tecido do que os genes mais estaveis, como IGHG3:
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Figura 17- Curvas de amplificacdo do gene GAPDH para amostras normais (a) e tumorais
(b). A variacdo entre as amostras pode ser observada através da variacdo dos
CTs (intersec¢do entre a linha verde horizontal e a respectiva curva de

amplificacdo).
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Figura 18- Curvas de amplificacdo do gene IGHG3 para amostras normais (a) e tumorais
(b). A variacdo entre as amostras, observada através da variacdo do CT, € mais
discreta do que a variagdo de genes habitualmente utilizados como

normalizadores como GAPDH (Figura 17).
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Figura 19- Curvas de amplificacdo do gene B2M para amostras normais (a) e tumorais (b).
O gene B2M teve a maior estabilidade entre os genes de referéncia “padrao”

que foram testados (B2M, GAPDH e ACTB).
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Figura 20- Curvas de amplificacio do gene ACTB para amostras normais (a) e

tumorais (b).
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A qualidade das reagdes também foi verificada através da observacdo das

curvas de dissociacdo de cada gene, confome exemplos a seguir:
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Figura 21- Curvas de dissociacdo do gene JUN para amostras normais (a,b) e tumorais (b).
O pico das curvas correspondem a temperatura (representada no eixo x) de
dissociacdio do fragmento amplificado (amplicon). A morfologia e a
coincidéncia das curvas em torno da temperatura esperada para o amplicon
(neste caso cerca de 78°C) indica auséncia de amplificacio de produtos

inespecificos.
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Figura 22- Variacdo par-a-par para o conjunto de genes avaliados. A menor variagao

encontra-se em Vs , indicando que o nimero 6timo de genes de controle para

as amostras estudadas € quatro.

3438

Figura 23- Expressdo relativa (normal vs tumor) em estdbmago para a andlise ORESTES e

para a andlise por RT-PCR em Tempo Real. Os genes utilizados como controle

foram os quatro genes mais estdveis para as amostras utilizadas: PFNI,

IGHG3, ACTG1 e JUN.
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A Bionformadtica se tornou, além de apoio, uma necessidade no entendimento
de fendmenos bioldgicos considerando o volume de informacdes a serem interpretadas e a
propria dindmica e complexidade intrinseca a tais fendmenos. A capacidade computacional
vem crescendo exponencialmente (SCHALLER, 1997), porém o potencial da informagao
gerada cresce a taxas ainda maiores. Neste contexto, novas ferramentas e abordagens para
relacionar as informagdes relevantes ou novas formas de visualizar um conjunto de dados
sdo extremanente importantes na descoberta cientifica. Este trabalho fez uso intensivo de
ferramentas computacionais no apoio e entendimento do fendmeno neopldsico por meio da
avaliacdo de dados gerados pelo Projeto Genoma Humano do Cancer. Foi apresentada uma
metodologia pioneira que, a partir de mais de um milhdo de fragmentos “desconhecidos”,
permitiu classificacdo de genes particularmente interessantes. Outras metodologias
poderiam ser aplicadas, e o critério de “genes interessantes” variard de acordo com a Gtica
estruturada nos sucessivos passos da andlise. O que caracteriza a presente abordagem € a
abrangéncia dos fatores e critérios considerados, aliada a flexibilidade de ajustes
permitidos, garantindo a Gtica humana o poder analitico de ferramentas computacionais de

processamento em larga escala.

A qualidade dos dados foi considerada desde a primeira etapa: ao invés de
utilizar apenas as seqii€éncias depositadas em bases publicas para montagem, este trabalho
contou com o apoio do LBI para fornecimento dos arquivos de qualidade (phd) das
seqiliéncias. A primeira montagem foi baseada em critérios de qualidade bastante rigidos e o
resultado foi conservador. A segunda montagem, realizada com pardmetros comumente
usados, configurou-se na melhor relagdo custo/benificio, ratificando o fato de que os
parametros-padrdo sdo orientados a projetos de seqiienciamento em larga escala. Conforme
apresentado (Tabela 3), as tarefas iniciais - nas quais o volume de dados ainda ¢é
grande - exigem esforco computacional considerdvel. No final da montagem, o niimero
total de seqiiéncias consenso (Tabela 8) era em média oito vezes menor do que o nimero

original de fragmentos ORESTES (Tabela 1).

Na etapa de BLAST apenas as seqii€éncias consenso foram consideradas. Como
o objetivo deste trabalho envolvia principalmente a véridvel “nivel de expressdo génica”,

assumimos que as seqii€éncias que ndo se agruparam em COnsensos representariam genes
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distintos daqueles atribuidos as seqii€ncias consenso (caso contrario estas seqiiéncias teriam
sido incluidas em algum consenso), com nivel de expressdo unitirio. Assim sendo, a
perturbacdo causada pela falta das seqiiéncias “solitdrias” ndo foi considerada como sendo
relevante para a determin¢do do nivel de expressdo. Se as seqiiéncias fossem incluidas, o
nimero de falsos positivos para genes com expressdo diferencial iria aumentar
consideravelmente por causa da assimetria de tamanho das bibliotecas normal e tumoral de
cada tecido, e poderia comprometer a identificagdo dos sinais bioldgicos relevantes. Porém,
esta suposicdo tem reflexos discutidos posteriormente na andlise global de expressao

também utilizada como objeto de estudo deste trabalho.

Apesar de largamente utilizado, o BLAST € suscetivel a resultados falsos
positivos em parte por seu cardter heuristico. Em virtude desta caracteristica este trabalho
nao utilizou o melhor “blast hir” (abordagem tradicional) para mapeamento de uma
seqiiencia desconhecida. Para cada seqiiéncia, foram utilizados todos os mapeamentos que
obedecessem a um e-value minimo. Além disso, as bases de dados publicas possuem
grande quantidade de informacgdo redundante e algumas vezes com qualidade heterogénea.
Nomenclaturas distintas para 0 mesmo gene ou proteina também sao comuns. Dadas estas
limitagdes, todos os blast hits que obedeciam ao critério de e-value anteriormente citado
foram utilizados ao invés do uso do melhor hit (ENGELHARDT et al, 2005). Isto gerou
redundancia adicional que teve que ser considerada posteriormente durante 0 mapeamento

proteina-gene.

Para avaliacdo estatistica do fator diferencial de expressdo génica foi
desenvolvido o programa LyM. Seu desenvolvimento foi motivado por dois fatores: a
ferramenta disponivel (DGED) ndo permitia a entrada de dados (atualmente isto € possivel
apenas para bibliotecas SAGE) e a l6gica da ferramenta é focada na escolha arbitraria de
fatores e ndo na confiabilidade, o que a torna extremamente limitada. O desenvolvimento
de LyM inverteu este conceito, mudando o foco para a confiabilidade até encontrar o
melhor fator que respeite este limite. Os graficos apresentados (Figura 11) mostram que as
duas ferramentas convergem para o mesmo resultado, porém para o DGED sado necessarias
multiplas interacdes manuais. Nos demais graficos (Figuras 7-10), os pontos acima e abaixo

do valor “um” demonstram a informagdo diferencial nao capturada pelo DGED numa
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primeira interagdo (fator arbitrario igual a dois), ou seja, demonstra fatores diferenciais
subestimados para vérios genes. Para exemplificar, pode-se considerar um gene que para
LyM possui fator diferencial de 50 com p = 0,05. Este mesmo gene para DGED possui
p=0,00 para o fator difencial arbitrario de dois ou, ainda, p=0,01 para o fator diferencial
arbitrario de oito. Na convergéncia: p=0,05 para o fator diferencial arbitrario de 50.
Convém lembrar que a escolha de cada um dos fatores é um processo manual no DGED. A
ferramenta LyM se mostrou bastante rdpida em decorréncia de sua busca bindria. Além
disso, o “curto-circuito” nas operagdes de multiplicacdo por zero e a reutilizacdo de valores

calculados tiveram papel de destaque na melhoria do desempenho.

No mapamemento das proteinas com seus respectivos genes, foi utilizado outro
filtro para palavras-chave, eliminando seqii€éncias ribossomiais, seqiiéncias desconhecidas e
seqiliencias desconhecidas oriundas de projetos de seqiienciamento em larga escala, pelos
motivos de qualidade discutidos anteriormente. Esta abordagem diminuiu o nimero de
genes presentes no estudo, porém a avaliacdo de elementos pouco conhecidos que podem
estar envolvidos com o cincer foi considerada por meio das seqii€éncias hipotéticas que

foram utilizadas.

Apds o mapeamento, a literatura de cancer foi utilizada na classificacdo para
permitir que genes conhecidos no processo neopldsico pudessem ser considerados. Convém
lembrar que a expressdo gé€nica € um processo complexo e ndo se pode atribuir todas as
diferengas de expressdo encontradas ao fendmeno neoplasico. Outras dinamicas clinicas e
fisiopatoldgicas estdo envolvidas com alteracdes de expressdo gé€nica. Os pesos para a
classificacdo foram ajustados para que o fator de expressdao gé€nica fosse o principal
componente da pontuacdo de um gene e ndo a literatura. Evitamos a tendéncia de acreditar
que a presenca de um gene na literatura estd relacionada a expressdo diferencial
considerdvel, visto que grande parte destes resultados foram evidenciados por técnicas
distintas — e muitas vezes pouco comparaveis — de andlise. Neste caso, a identificacdo da
expressao diferencial de um gene ja descrito na literatura acaba contribuindo para
evidenciar ainda mais a sua relevincia biolégica. A influéncia de outros trabalhos ¢é
fundamental, dado que todas as publicacdes cientificas t€m viés explicito em suas

respectivas secoes de referéncia.
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A identificacdo dos genes ndo redundantes entre os tecidos com vias
relacionadas ao cancer (HAHN e WEINBERG, 2002) revelou que aproximadamente
metade deles estava com fator de expressao diferencial (em mddulo) superior a cinco em
varias partes destas vias. Nas demais, os genes ndao possuiam expressdo diferencial
significativa ou simplesmente ndo foram localizados, provavelmente pela eliminac¢do das

seqiliéncias que ndo se agruparam na etapa de montagem dos fragmentos ORESTES.

Para validacao bioldgica, amostras de seis pacientes foram selecionadas e dez
genes representados em tecido normal e tumoral de estomago (ACTB, ACTGI, B2M,
GAPDH, IGKC, IGHG3, JUN, PFNI, PYGB e VIL2) foram submetidos a técnica de PCR
quantitativo em tempo real. Esta técnica € robusta para avaliagdo de expressdo génica e a
confiabilidade de seus resultados depende tanto da padroniza¢do do ensaio (desenho de
iniciadores, padronizacdo de reacdes, distribuicdo das amostras na placa) quanto da
intepretacdo dos dados (andlise de curvas de amplificacdo e dissociacdo, definicdo da
quantidade de genes de referéncia normalizadores, andlise de CTs e amostras). Neste
trabalho, optamos por utilizar o algoritmo do geNorm para selecdo de vdrios genes de
referéncia em detrimento do uso de um unico normalizador. O geNorm realiza uma anélise
consistente baseada na média geométrica dos genes normalizadores e, em nosso caso,
evidenciou que os melhores normalidores ndo eram os genes tradicionalmente utilizados.
Este € um dado importante que reforca a idéia de que um tnico normalizador “padriao”
produz um resultado com menor confiabilidade. Dos seis genes resultantes para avaliacao,
cinco deles (ACTB, GAPDH, IGKC, PYGB e VIL2) apresentaram conformidade qualitativa
com os dados previstos pela andlise ORESTES (Figura 23).
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1. A ferramenta LyM mostrou possuir compatibildade com os resultados da
ferramenta DGED com a vantagem de ser orientada a confiabilidade,
evitando multiplas interacdes manuais. Além disso, a busca bindria mostrou-
se um diferencial importante. Sem o desenvolvimento da ferramenta, a

avaliacdo dos niveis de expressao génica seria inviavel neste trabalho.

2. Foram identificados 9261 genes diferencialmente expressos em tumores de
mama, cOlon, cabeca e pescoco, pulmio, sistema nervoso central, prostata,

estdmago, testiculo e utero utilizando a andlise de dados ORESTES.

3. A andlise de algumas vias relacionadas ao fendmeno neopldsico revelou
diferencas de expressao com fator (em médulo) maior do que cinco em 52%

dos genes que participavam destas vias.

4. Foram selecionados dez genes para confirmagdo dos achados ORESTES com
os dados bioldgicos. Destes, quatro genes foram utilizados como
normalizadores e cinco tiveram concordancia qualitativa com a previsao

computacional.
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ANEXO 1

Termo de Informacao e Consentimento

u‘ n
VRIS i

o CENTRO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA UNICAMP
TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, o Corpo Clinico deste Centro
(médicos e pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica cientifica. Através dessa pesquisa é possivel conhecer
melhor os mecanismos da doenga e, portanto, oferecer novas possibilidades de diagnéstico e tratamento.

O presente trabalho envolve o entendimento dos genes diferencialemnte expressos em varios tumores
com o objetivo de selecionar potenciais candidatos a terapéutica, alvo de drogas, diagndstico e seguimento,
cujo pesquisador responsavel é Tarcisio de Souza Peres sob orientacéo do Prof. Dr. Fernando Lopes Alberto.
Estes estudos sdo realizados em fragmentos de tumores removidos em cirurgias, ou em material biolégico
colhido.

Vocé estd sendo admitido(a) neste Centro para estabelecimento de diagndstico e/ou tratamento de
alguma forma de tumor . Para fins de diagndstico, fator progndstico e/ou como parte de seu tratamento, hd a
necessidade da remog¢do do tumor e/ou material bioldgico retirado, para exames clinicos laboratoriais,
necessdrios para um diagndstico definitivo. O restante do tumor ou material bioldgico retirado é ndo utilizado
serd congelado e armazenado para novos exames se necessarios. Caso contrario serd descartado, conforme
Legislag@o Sanitdria regulamentar sobre o assunto.

A obtencdo e o estudo dos referidos fragmentos de tumor e material biolégico ndo implicardo em
riscos adicionais no seu tratamento ou extensdao do mesmo. O material bioldgico armazenado e utilizado neste
estudo poderd ser envolvido em futuras pesquisas apenas apds nova submissdo e aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa da FCM/UNICAMP.

O fragmento de tumor e/ou material bioldgico serd identificado no laboratério por um cddigo
formado por niimeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serdo sempre preservadas. A eventual
inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica serd feita de modo a manter o anonimato do paciente.

Concordando com o uso do material para os fins acima descritos, é necessario esclarecé-lo(a) que
ndo existem quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais resultados decorrentes
da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar o material para pesquisa, sua decisdo ndo influenciard, de
nenhum modo, no seu tratamento.

Caso vocé ainda tenha questdes a fazer sobre este Termo de Consentimento ou alguma divida que
ndo tenha sido esclarecida, por gentileza, entre em contato com a Coordenadoria do Hemocentro da
UNICAMP pelo telefone: (0XX19)3 788-8734.

Vocé receberd uma copia deste documento e o original serd arquivado em seu prontudrio. Somente
assine este Termo se consentir.

DECLARACAO

Declaro estar ciente das informacdes ora prestadas, tendo lido atentamente e concordando com todo o
teor.

Campinas (SP), ............. A€ e, de e,

Responsavel ou Paciente
NOME: ..o

RGH :

Comité de Etica (0xx19) 3788-8936
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ANEXO 2

Codigo-fonte do programa LyM

#! /usr/bindperl -w

uze Math::Integral::Romberg 'integral';

FHESEESFERHUSEES RS SESH RS SNSRI NSRS E RS NSRS R AR SRS RR s s e

EE RS E RS S E S FE S E SRS E S E S S S E S R S S F S E E I F S S E S F S S EE S E S
# Fonte: "Sagemap: 4 Public Gene Expression Resource” (Genome Research)
pE i i s i it i i st s st iss s st iis s st sy

#

Dados:

: doiz tipos de
: concentracoes
: total de tags
: total de tags

mom
Mo

1
L= ==

Ahordagen Bayesiana:
® o= ¥/ (¥E]

£{x) -> [0,1]

onde L = F/(F+1}

#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#
#  Hegque oque:
#

#

#

#

#

Aai usaremos ¢ = 3 (Lal 1999)

gix) = £{x) * --
[l + (&/B-1) % x]*{a+h)

celulas;

desconhecidas de mRNA:
sequenciados to tipo celular T
sequenciados to tipo celular Z

: mumero de tags correspondentes ao nRNA de interesse em 4
: numero de tags correspondentes ao nRHA de interesse em E

FEEEFESSRERESFE RS RS SES PR RS ISR S EFSEESHESEF R RS SHE SR SSEAS SR SFESSRS SRR SR

;s L(x) = x*c ¥ [l-x)"c

®ha ¥ (l-®1"h

4 concentracao ¥ excede = por um fator de ao menos F ogquando xx=L,

integral{ gixjdx, L , 1)

integral (| gi=)dx, 0 , 1)

FHESSERSURNESHERS USRNSSR H SRR EERH SN RS H SRS NSRS R SRR SRR
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EEEEEEE LSS

# glx) 4
sub GdeX |
ny §x = shift;
wy fauxl = §x *F fa; if (fauxl == 0] {return fauxl;}
ny fauxsZ = (1 - §x) *¥*% ghy if (§auxi == 0] {return Fauxi;}

ny §Fdex = (§x¥%3)F((1 - §x)*%3); 1€ (§FdeX == 0) {return §FdeX;}
oy frumer = $FdeX ¥ fauxl * gauxi:

ny fdenom = ( 1 + $XdiviMinusl * §x ) *% Faplush;

if (§denom == 0) { return -1;}

return fnumer/§denon;

# Calculo de Pix==L) #

zub P o{
ny §F = shift;

L = gF/(sF+l);
if [ sodd ratio > 1) {sxl = §L; §xZ = 1;} else { §xl1 = 0; §xi=5L;}
smumerador = integral (heGdeX, §xl, §x&,10%-20,10%-20,20,16);

sxl = 02

sxZ = 1;

if (§F == 2%*3Fc) {fdenominador = integral(he&GdeX, $x1, §x2,10%-20,10%-Z0,20,16):}
# P(x>=L) eh a divisao entre as integrais

if (gfdenominador == 0) { #P = - 1; }
else { §P = snumerador/§denominador; }
if { §F > §k) { §F = sprintfif§dig, §P); } else { unless (§F == -1) {§F = 0;} 1}

return §F;

# Busca binaria do melhor Fator F, ponderado por pmin #

sub buscaF

my §Fr = Z¥5Fc;  #right
wy $Fl1 = $Fc/2; #left
wy $inner = 0;

wy §pr = 0

wy §pl = 0;

while (abs($pl-§pr) < $k) {

Fpr = P(§Fr);

if (¢pr == fpmin) { return §Fr: }

if ($pr == -1) { return "O0UT";}

fpl = P(&Fl):

if ($pl == $pmin) { return $Fl; }

if ($pl == -1) { return "OUT":}

§Fr = Z%§Fr;

if ($Fr > $Flim%up) { finner = 1; last; }
§Fl = §F1/Z;

}

if (§imner) { return busca bin (§Fc/2,§Fc*2,spl,spr) } else {
if ($pl > $pr) { #odd_ratio > 1
if (spl == 1) {
while (%pr > Spmin)

fpl = §pr;

fpr = P(&Fr):

§Fr = Z%§Fr;

if ($Fr > $FlimSup) { last: }

i
return busca bhin (§Fr/4, sFr/2.gnl.épr):
1 else {
while (¢pl < Spmin) {
fpr = §pl;
fpl = P(&F1):
§Fl = §Fl72;
if ($Fl < §FlimInf) { last: }
i
return busca hin (§FL%2, gF1¥%4,.qnl,4px) 2
'
1 else {I

if (spr == 1] {
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while ($pl > spmin) |

fpr = §pl:

fpl = P(sF1);

§FL = §F1/2;

if (§FL < §FlinInf) { last; }
'
return busca_bin (§F1*%Z, sF1¥%4,4pl,spr);

} else {

while ($pr < §pmin) {

gpl = §pr:;

fpr = P§Fr);

§Fr = 2%5Fr;

if ($Fr > $FlimZup) { last: }
'

returh busca hin (§Fr/4, sFr/2Z.4pnl,.spr):

}

zub busca bhin {
¥ $inicio = shifrt:
wy §fim = shift;
uy §pl = shift:
uy §pr = shift;
wy fmeioc = ($inicic + £fim) /2
fmeio = substr(gueio,0,6);
wy §pm = Plfmeio);
fpn = sprintf(sdig,.spm);

if (f $pm == $pwin ) || (fweio == $inicio) || ($weio == $fim))
if (gpm == -1} { return -1;} else {return fmeio;}
'

wy Baux = sort (§pl,§pm,§pr);

if { ¢pm < §pmin ) {

if (§pl == Fawx[0]) { return busca bin ($fim, §meio, §pr, §pm);
} else { return busca_bin (finicio, fmeio, gpl, §pm):}
Y oelse {
if (spr == gauwx[2]) { return busca bin (§inicio, smeio, $pl, §pm):
1oelse | return busca bhin (fmeio, §fim, spm, §pr);}
'
I
FHESFESESEE A
# OTHEE TASKES #
FHESEEFESRESEEE

sub read_in { #use: read in{file_in,\Bh)
wy $inf = shift;
wy swsg_fold = shifc;
wy Brtewp = {):
open (IN, "<$inf") || return -1 :
while (<IN») {
Bremp = split{/\e/,5_):
if { $temp[4] eq "FLAG WITH H3" j {
push(Bsnsg_fold, §_);

i
if (ftenp[2] eq "HORMALT™) | next: }
if (stemp[2] eq ") { last; }

}

cloze (IN):

return 0;

sub read cache { #use: read_cache(cache_file,\%h)
wy $cf = shift;
ny fmsyg_fold = shift:
my Bremp = ()2
openn (CACHE, "<$cf™) || return -1 ;
while (<CACHE>) {
chonp :
[Brewp = split{ e/ ,5_);:
fymsy_fold{stemp[0]} = fremp[l]:
b
close (CACHE):
return 0;

sub write_cache { #use: write_ cache(cache file,%3h)
wy $cf = shift:
ny Fmsg_fold = shifc;
wy gk = "";
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open (CACHE, "=5cf™) || return 1 ;
foreach sk (kevs (%§msg fold)) |
print CACHE "$k\t§$msy fold{§k}\n":

i
close (CACHE) ;
return 0;

sub print result | #use: print result({cache file,%fhash values to print)
wy frf = shift:
wy §r = shift;
open (OUT, "=5rf™)
print OUT @§r:
claose (OUT):
return 0

| return 1 :

EEEdSEE RS

#PARLMETERS

SERSSEE RS SRS

sdig = "%, 267

gh=0.01;

fpumin = 0.95 ;

§Flimdup = 1024; #up: +1024
§FlinInft = 0.000976563; #dowm -10:24

## ##
# DESIGNED EY: Tarcisio de Souza Peres #
# Faculty of Medical Zciences #
# dtate University of Campinas - Brazil #
## ##
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ANEXO 3

Os 100 primeiros genes (de cada tecido) da classificacao final.

Tabela 11- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacdo), para o tecido “mama”.
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GenelD  Simbolo Descrigdo Pontuagdo Normal  Tumor  Fator
inositol polyphosphate-4-phosphatase,
8821 INPP4B type II 363,96 0 2477 1013
226 ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate 127,2 0 362 224
3611 ILK integrin-linked kinase 124,4 0 265 168
protein kinase, cAMP-dependent,

5573 PRKARIA regulatory 120,8 0 115 76
55522 1LK-2 integrin-linked kinase-2 110,4 0 265 168
3065 HDAC1 histone deacetylase 1 100,4 0 136 88

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
2064 ERBB2 oncogene 92,725 0 20 15,75
7534 YWHAZ tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 90,8 0 143 96
2',5'-oligoadenylate synthetase 1,
4938 OAS1 40/46kDa 88 0 125 80
71 ACTGlI actin, gamma 1 85,6 0 105 72
4539 MT-ND4L mitochondrially encoded NADH 4L 84 0 122 80
4519 MT-CYB mitochondrially encoded cytochrome b 80,4 2 201 68
824 CAPN2 calpain 2, (m/Il) large subunit 79,2 728 4 -64
CTD (carboxy-terminal domain, RNA
10217 CTDSPL polymerase 78,8 0 84 56
4763 NF1 neurofibromin 1 78,7 0 9 9
146556 = MGC45438 hypothetical protein MGC45438 78,6 0 96 62
23637 RABGAP1 RAB GTPase activating protein 1 78 0 88 60
mitochondrial translation optimization 1
25821 MTO1 homolog 78 0 90 60
natriuretic peptide receptor A/guanylate
4881 NPR1 cyclase 78 0 90 60
v-abl Abelson murine leukemia viral
25 ABLI1 oncogene 77,864 2 3 2,88
7402 UTRN utrophin 77,6 340 0 -52
5250 SLC25A3 solute carrier family 25 76,8 367 0 -56
5546 PRCC papillary renal cell carcinoma 76,364 0 7 7,88
mitochondrially encoded cytochrome ¢
4513 MT-CO2 oxidase 75,6 8 413 52
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 74,369 4 0 1,23
1019 CDK4 cyclin-dependent kinase 4 73,4 0 22 18
5058 PAK1 p21/Cdc42/Racl-activated kinase 1 73,4 0 71 48
5966 REL v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene 72,564 2 0 1,88
595 CCND1 cyclin D1 71,75 82 0 -12,5
TAF15 RNA polymerase II, TATA box
8148 TAF15 binding 67,2 0 32 24
10263 CDK2AP2 CDK2-associated protein 2 66,3 0 27 21
3329 HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 65,8 6 221 36
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8800 PEX11A peroxisomal biogenesis factor 11A 53,3 0 12 11
rabaptin, RAB GTPase binding effector
9135 RABEPI protein 53,3 0 12 11
7170 TPM3 tropomyosin 3 52,55 0 8 85
4926 NUMAL nuclear mitotic apparatus protein 1 52,364 0 7 7,88
1345 COX6C cytochrome ¢ oxidase subunit VIc 52,25 0 6 7,5
23085 RAB6IP2 RAB6G interacting protein 2 51,65 0 3 5,5
7076 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 51,6 0 13 12
5934 RBL2 retinoblastoma-like 2 (p130) 51,6 1 21 12
tumor protein p53
7157 TP53 (Li-Fraumeni syndrome) 51,575 2 10 5,25
4830 NMEI1 non-metastatic cells 1, protein (NM23A) 51,3 0 12 11
4683 NBN nibrin 50,7 0 9 9
2033 EP300 E1A binding protein p300 50,425 0 2 4,75
5878 RABSC RABS5C, member RAS oncogene family 50,4 0 38 28
excision repair cross-complementing
2072 ERCC4 rodent 50,375 7 0 -1,25
v-myb myeloblastosis viral oncogene
4605 MYBL2 homolog 50,2 0 16 14
867 CBL Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral 48,564 2 0 1,88
v-raf-1 murine leukemia viral oncogene
5894 RAF1 homolog 1 48,425 0 2 4,75
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma
3815 KIT viral 48,425 0 2 4,75
PMS2 postmeiotic segregation increased
5395 PMS2 48,425 0 2 4,75
2120 ETV6 ets variant gene 6 (TEL oncogene) 48 24 21 -1
329 BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2 47,8 0 4 6
8881 CDC16 CDC16 cell division cycle 16 homolog 47,65 0 3 5,5
2132 EXT2 exostoses (multiple) 2 47,65 0 5,5
APEX nuclease
328 APEX1 (multifunctional DNA repair) 47,6 0 13 12
7251 TSG101 tumor susceptibility gene 101 47,6 0 13 12
7158 TP53BP1 tumor protein p53 binding protein, 1 46,6 0 30 22
5914 RARA retinoic acid receptor, alpha 46,564 2 0 1,88
84925 DIRC2 disrupted in renal carcinoma 2 46,5 4 17 5
v-ral simian leukemia viral oncogene
5899 RALB homolog B 46,425 0 2 4,75
9950 GOLGAS golgi autoantigen, golgin subfamily a 46,25 0 6 7.5
2130 EWSRI1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 45,768 2 2 2,56
5034 P4AHB procollagen-proline, 2-oxoglutarate 45,5 2 69 25
serpin peptidase inhibitor, clade A
5265 SERPINA1 (alpha-1) 45 0 41 30
4478 MSN moesin 44,6 5 5 2
6625 SNRP70 small nuclear ribonucleoprotein 70kDa 44,6 0 30 22
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Tabela 12- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacgdo), para o tecido “célon”.

GenelD  Simbolo Descrigdo Pontuacdo Normal Tumor Fator
7633 ZNF79 zinc finger protein 79 232,8 0 1011 576
284349 ZNF283 zinc finger protein 283 232,8 0 1011 576
LSM10, U7 small nuclear RNA
84967 LSM10 associated 151,2 0 531 304
golgi associated PDZ and coiled-coil
57120 GOPC motif 132 0 402 240
928 CD9 CD9 molecule 129,2 3 767 184
5284 PIGR polymeric immunoglobulin receptor 108 0 276 160
23640 HSPBP1 hsp70-interacting protein 107,6 0 260 152
330 BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 98,2 0 17 14
small nuclear ribonucleoprotein
6629 SNRPB2 polypeptide 97,2 2 414 124
63967 CLSPN claspin homolog (Xenopus laevis) 95,6 0 193 112
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A,
3301 DNAJA1 member 1 92 3 414 100
2762 GMDS GDP-mannose 4,6-dehydratase 91,2 0 177 104
1366 CLDN7 claudin 7 84,8 6 531 76
neuroblastoma breakpoint family,
25832 NBPF14 member 14 84 0 131 80
neuroblastoma breakpoint family,
284565  NBPF15 member 15 84 0 136 80
5663 PSENI1 presenilin 1 (Alzheimer disease 3) 83,6 0 86 52
major histocompatibility complex, class
3105 HLA-A LA 82,8 909 10 -56
acidic (leucine-rich) nuclear
10541 ANP32B phosphoprotein 78,8 2 178 56
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
2064 ERBB2 oncogene 78,364 8 63 7,88
1999 ELF3 E74-like factor 3 77,4 8 514 58
25962  KIAA1429 KIAA1429 76,8 0 89 56
10099 TSPAN3 tetraspanin 3 75,6 0 83 52
10181 RBMS RNA binding motif protein 5 75,2 0 54 34
RAP1B, member of RAS oncogene
5908 RAPIB family 75,15 4 47 10,5
v-abl Abelson murine leukemia viral
25 ABL1 oncogene 74,534 2 0 1,78
catenin (cadherin-associated protein),
1499 CTNNB1 beta 1 72,2 11 157 14
v-myc myelocytomatosis viral oncogene
4610 MYCL1 homolog 68,425 0 2 4,75
672 BRCA1 breast cancer 1, early onset 68,425 0 2 4,75
4763 NF1 neurofibromin 1 (neurofibromatosis, von 68,425 0 2 4,75
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6678

2073
1942
2956
4478

2178

5527
5747

4609

991

8881
329

SPARC

ERCC5

EFNA1
MSH6
MSN

FANCE

PPP2R5C
PTK2

MYC

CDC20

CDCl16
BIRC2

secreted protein, acidic,
cysteine-rich

excision repair cross-complementing
rodent

ephrin-Al
mutS homolog 6 (E. coli)
moesin

Fanconi anemia, complementation group
E

protein phosphatase 2,
regulatory subunit B
PTK?2 protein tyrosine kinase 2

v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog

CDC20 cell division cycle 20 homolog

CDC16 cell division cycle 16 homolog

baculoviral IAP repeat-containing 2

49,1

48,525
48,5
48,425
48,425

48,425

48,3
48,2

48,05

48,025

47,95
47,8

23

19

18

11

17

-1,75
15
4,75
4,75

4,75

21
14

3,5

-6,75

6,5
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Tabela 13- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagdo), para o tecido “cabeca e

pescoco’.

GenelD  Simbolo Descrigdo Pontuacdo Normal Tumor Fator
7038 TG thyroglobulin 212 290 325 500
1938 EEF2 eukaryotic translation elongation factor 2 103,4 12 3976 71,57

v-fos FBJ murine osteosarcoma viral
2353 FOS oncogene 94,1 54 2 -37
51185 CRBN cereblon 87,6 156 4 -92
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 78,35 0 8 4,5
v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral
3265 HRAS oncogene 78,275 0 5 4,25
neuroblastoma RAS viral (v-ras)
4893 NRAS oncogene homolog 78,125 0 2 3,75
v-abl Abelson murine leukemia viral
25 ABLI1 oncogene 78,125 0 2 3,75
29966 STRN3 striatin, calmodulin binding protein 3 76,2 58 0 -54
221178 = SPATAI3 spermatogenesis associated 13 76,2 58 0 -54
C1q and tumor necrosis factor related

338872  CIQTNF9 protein 76,2 58 0 -54
1277 COL1A1 collagen, type I, alpha 1 76 0 160 20
7076 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 73,8 40 0 -36

B lymphoma Mo-MLYV insertion region
648 BMI1 (mouse) 71,75 17 0 -12,5
4763 NF1 neurofibromin 1 68,5 0 13 5
tumor protein p53
7157 TP53 (Li-Fraumeni syndrome) 68,5 0 11 5
retinoblastoma 1
5925 RBI1 (including osteosarcoma) 68,425 0 10 4,75
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
2064 ERBB2 oncogene 68,275 0 6 4,25
602 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 66,125 0 3 3,75
eukaryotic translation initiation factor
1974 EIF4A2 4A 63,6 0 77 12
2130 EWSRI Ewing sarcoma breakpoint region 1 62,48 2 3 1,6
ets variant gene 6
2120 ETV6 (TEL oncogene) 61,95 0 25 6,5
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-
54904 | WHSCIL1 like 1 60,125 0 2 3,75
5018 OXAIL oxidase (cytochrome c) assembly 1-like 60 53 0 -50
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SARI1 gene homolog B

51128 SARI1B (S. cerevisiae) 59,4 52 0 -48
7150 TOP1 topoisomerase (DNA) I 58,425 0 9 4,75
catenin (cadherin-associated protein),
1499  CTNNBI beta 1 58,325 0 39 7,75
nucleophosmin (nucleolar
4869 NPM1 phosphoprotein B23 58,15 235 69 -20,5
11272 PRR4 proline rich 4 (lacrimal) 57,2 0 202 24
heat shock protein 90kDa alpha
3326 | HSP90ABI (cytosolic) 56 0 161 20
7849 PAXS8 paired box gene 8 55,7 55 10 -19
family with sequence similarity 10,
145165 FAMI10A4 member A4 55,6 0 82 12
lymphocyte-specific protein tyrosine
3932 LCK kinase 54,456 2 2 1,52
myosin, heavy polypeptide 2, skeletal
4620 MYH2 muscle 54,45 153 24 -31,5
proteasome (prosome, macropain)
5695 PSMB7 subunit, beta 54,3 0 289 31
9045 RPL14 ribosomal protein L14 54,3 0 292 31
7913 DEK DEK oncogene (DNA binding) 54,125 0 2 3,75
Fanconi anemia, complementation group
2175 FANCA A 54,125 0 2 3,75
SET translocation
6418 SET (myeloid leukemia-associated) 53,95 0 25 6,5
7175 TPR translocated promoter region 53,95 0 23 6,5
synovial sarcoma translocation,
6760 SS18 chromosome 18 53,575 0 14 5,25
10801 SEPT9 septin 9 52,364 0 40 7,88
excision repair cross-complementing
2073 ERCC5 rodent 52,125 0 3 3,75
1019 CDK4 cyclin-dependent kinase 4 51,8 0 20 6
5292 PIM1 pim-1 oncogene 51,725 0 18 5,75
2033 EP300 E1A binding protein p300 50,35 0 8 4,5
myeloid/lymphoid or
4297 MLL mixed-lineage leukemia 50,35 0 8 4,5
TAF15 RNA polymerase II, TATA box
8148 TAFI15 binding 50,25 0 34 7,5
5914 RARA retinoic acid receptor, alpha 50,125 0 2 3,75
5727 PTCH patched homolog (Drosophila) 50,125 0 2 3,75
succinate dehydrogenase complex,
6391 SDHC subunit C, 50,125 0 3 3,75
2335 FN1 fibronectin 1 50 0 170 20
22872  SEC31L1 SEC31-like 1 (S. cerevisiae) 49,92 0 1664 = 71,57
3726 JUNB jun B proto-oncogene 49,8 0 19 6

Anexos

133



Tabela 14- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacdo), para o tecido “pulmio”.
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GenelD  Simbolo Descrigcdo Pontuacdo Normal Tumor Fator

immunoglobulin heavy constant gamma

3500 IGHG1 1 87.4 4 532 78
5211 PFKL phosphofructokinase, liver 86,4 0 206 88
7841 GCS1 glucosidase 1 79,8 290 0 -66
immunoglobulin heavy constant gamma
3502 IGHG3 3 (G3m 79,6 0 111 52
81887 LASIL LASI1-like (S. cerevisiae) 78 0 135 60
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 77,75 3 6 2,5
56907 SPIRE1 spire homolog 1 (Drosophila) 76,8 0 122 56
immunoglobulin lambda constant 1
3537 IGLC1 (Mcg marker) 76,8 0 127 56
1277 COL1Al collagen, type I, alpha 1 76,6 2 92 22
28831 IGLJ3 immunoglobulin lambda joining 3 75,6 0 115 52
protein kinase, cAMP-dependent,
5573 | PRKARIA regulatory 71,3 0 16 11
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
2064 ERBB2 oncogene 68,35 1 0 -4,5
3507 IGHM immunoglobulin heavy constant mu 61,6 9 551 42
alveolar soft part sarcoma chromosome
79058 | ASPSCRI1 region 60,164 0 1 3,88
myosin, heavy polypeptide 9, non-
4627 MYH9 muscle 58,739 148 16 9,13
28796 | IGLV3-21 = immunoglobulin lambda variable 3-21 58,2 0 97 44
3493 IGHA1 immunoglobulin heavy constant alpha 1 58,2 0 97 44
3493 IGHAI immunoglobulin heavy constant alpha 1 58,2 0 97 44
3159 HMGAL1 high mobility group AT-hook 1 57,3 0 17 11
2719 GPC3 glypican 3 56,55 0 11 8,5
ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2
9098 USP6 oncogene) 55,95 0 6 6,5
92715 WDRS85 WD repeat domain 85 55,8 0 77 36
7169 TPM2 tropomyosin 2 (beta) 55,2 0 69 34
3727 JUND jun D proto-oncogene 54,525 8 0 -1,75
10627 MRCL3 myosin regulatory light chain MRCL3 54,45 4 212 31,5
ets variant gene 6
2120 ETV6 (TEL oncogene) 54,414 11 4 -1,38
7913 DEK DEK oncogene (DNA binding) 54,35 0 2 4,5
protein tyrosine phosphatase, non-
5781 PTPNI11 receptor 54,35 0 2 4,5
tumor protein p53
7157 TP53 (Li-Fraumeni syndrome) 52,1 0 7 7
994 CDC25B cell division cycle 25B 51,65 0 4 5,5
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Tabela 15- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagdo), para o tecido
“estdbmago”.
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GenelD  Simbolo Descrigdo Pontuacdo Normal Tumor Fator

51131 PHF11 PHD finger protein 11 112,8 0 626 176
3838 KPNA2 karyopherin alpha 2 101,2 0 350 104
5222 PGAS pepsinogen 5, group I (pepsinogen A) 98,4 367 0 -128
RNA binding motif, single stranded
5937 RBMS1 interacting 97,6 0 397 112
3020 H3F3A H3 histone, family 3A 96 353 0 -120
9836 LCMT2 leucine carboxyl methyltransferase 2 91,2 0 351 104
28959 LR8 LR8 protein 87 264 0 -90
11138 = TBCI1D8 TBC1 domain family, member 8 84 0 269 80
10388 SYCP2 synaptonemal complex protein 2 84 0 267 80
7167 TPI1 triosephosphate isomerase 1 82,4 0 229 68
5630 PRPH peripherin 80,4 0 226 68
55249 YY1AP1 YY1 associated protein 1 78,8 0 194 56
7175 TPR translocated promoter region 73,15 0 23 10,5
3320 | HSP90AA1 heat shock protein 90kDa alpha 73 0 93 30
4763 NF1 neurofibromin 1 68,275 0 2 4,25
CCAAT/enhancer binding protein
1050 CEBPA (C/EBP), alpha 65 0 89 30
3376 IARS isoleucine-tRNA synthetase 63,2 0 104 34
12 SERPINA3 serpin peptidase inhibitor, clade A 61,4 0 156 48
5355 PLP2 proteolipid protein 2 60 0 164 50
protein disulfide isomerase family A,
2923 PDIA3 member 3 59.8 0 117 36
4508 = MT-ATP6 mitochondrially encoded ATP synthase 6 58,8 3 389 46
lymphocyte-specific protein tyrosine
3932 LCK kinase 58,5 0 4 5
platelet-derived growth factor receptor,
5159 PDGFRB beta 58,275 0 2 4,25
meningioma expressed antigen 5
10724 MGEA5S (hyaluronidase) 57,8 2 167 26
23522 MYST4 MYST histone acetyltransferase 56 0 55 20
30968 = STOML2 stomatin (EPB72)-like 2 55,8 0 116 36
79574 EPSSL3 EPS8-like 3 55,2 0 105 34
4259 MGST3 microsomal glutathione S-transferase 3 55,1 0 44 17
8513 LIPF lipase, gastric 54,9 98 0 -33

Anexos

137



Tabela 16- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacdo), para o tecido “ltero”.

GenelD  Simbolo Descri¢cdo Pontuacdo Normal Tumor Fator
6892 TAPBP TAP binding protein (tapasin) 101,61 0 3187 | 318,7
protein disulfide isomerase family A,
2923 PDIA3 member 3 100 0 260 120
proteasome (prosome, macropain) 26S
5702 PSMC3 subunit 98 0 254 120
1522 CTSZ cathepsin Z 98 0 248 120
guanine nucleotide binding protein (G
2783 GNB2 protein) 84 0 165 80
330 BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 77,65 0 4 5,5
84364 = ZNF289 zinc finger protein 289, ID1 regulated 75,6 0 105 52
myosin, heavy polypeptide 9, non-
4627 MYH9 muscle 71,6 0 17 12
ets variant gene 6
2120 ETV6 (TEL oncogene) 68,55 0 10 8,5
672 BRCALI breast cancer 1, early onset 68,35 0 2 4,5
CASP8 and FADD-like apoptosis
8837 CFLAR regulator 68,3 0 59 31
zinc finger protein 36, C3H type,
7538 ZFP36 homolog 65,4 0 93 48
4221 MENI1 multiple endocrine neoplasia I 63,6 0 18 12
27125 AFF4 AF4/FMR?2 family, member 4 63,3 0 15 11
1635 DCTD dCMP deaminase 59,8 0 67 36
7150 TOP1 topoisomerase (DNA) I 58,5 0 3 5
protein kinase, cAMP-dependent,
5573 A PRKARIA regulatory 58,325 0 9 7,75
641 BLM Bloom syndrome 58,164 0 3,88
3020 H3F3A H3 histone, family 3A 56,4 187 0 -38
4508 ' MT-ATP6 mitochondrially encoded ATP synthase 6 55,8 0 69 36
329 BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2 55 0 13 10
7913 DEK DEK oncogene (DNA binding) 54,35 0 2 4,5
Fanconi anemia, complementation group
2175 FANCA A 53,687 2 2 2,29
SET translocation
6418 SET (myeloid leukemia-associated) 53,65 0 4 5,5
27020 NPTN neuroplastin 53,6 0 17 12
neural proliferation, differentiation and
56654 NPDCl1 control, 1 53,3 0 15 11
ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2
9098 USP6 oncogene) 52,5 0 3 5
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22794

2353
2033

7175

2073

4292
613

2114

999

208

1499

4288

6774

11200
60

6391
466

1387
5930
1277
6317

6390
3909

801
7057
1019
4478

5879

CASC3

FOS
EP300

TPR

ERCC5

MLH1
BCR

ETS2

CDH1

AKT2

CTNNBI1

MKI67

STAT3

CHEK2
ACTB

SDHC
ATF1

CREBBP
RBBP6
COL1A1
SERPINB3

SDHB
LAMA3

CALM1

THBS1
CDK4
MSN

RACI

cancer susceptibility candidate 3

v-fos FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene

E1A binding protein p300

translocated promoter region

excision repair cross-complementing
rodent

mutL. homolog 1, colon cancer,
nonpolyposis type

breakpoint cluster region

v-ets erythroblastosis virus E26
oncogene

cadherin 1, type 1, E-cadherin
(epithelial)

v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 2

catenin (cadherin-associated protein),
beta 1

antigen identified by monoclonal
antibody Ki-67

signal transducer and activator of
transcription 3

CHK2 checkpoint homolog
(S. pombe)
actin, beta

succinate dehydrogenase complex,
subunit C

activating transcription factor 1

CREB binding protein
retinoblastoma binding protein 6
collagen, type I, alpha 1
serpin peptidase inhibitor, clade B

succinate dehydrogenase complex,
subunit B, iron

laminin, alpha 3
calmodulin 1
(phosphorylase kinase, delta)
thrombospondin 1
cyclin-dependent kinase 4

moesin

ras-related C3 botulinum toxin substrate

1

52,25

51,65
50,5

50,275

48,399

48,35
48,35

48,35

48,35

48,35

48,164

47,9

47,6

47,6
47,2

46,543
46,5

46,35
46,325
46,318

46,25

45,95
45,7

45,2
44,85

44,564
44,534

44,5

N OO

19

17

18
45

w

24

30

32

45
12

23

1,5

5,5

4,25

1,33

4,5
4,5

4,5

4,5

4,5

3,88

13

12

12
24

-1,81

4,5
7,75
-1,06

7,5

6,5
19

24
9,5

1,88
1,78

15
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7157

3838

3320

4301
29893
4683

4820
9793
3437

8125
3726
4926
10801

3106
29
6119

3326
26511

4302

7994
23352

1974

3123
3659
9110
2131
578
7170
3945
6814

1643

TP53

KPNA2

HSP90AA1

MLLT4
PSMC3IP
NBN

NKTR
CKAP5
IFIT3

ANP32A
JUNB
NUMAI
SEPT9

HLA-B
ABR
RPA3

HSP90AB1
CHIC2

MLLT6

MYST3
ZUBRI1

EIF4A2

HLA-
DRBI1

IRF1
MTMR4
EXT1
BAKI1
TPM3
LDHB
STXBP3

DDB2

tumor protein p53
(Li-Fraumeni syndrome)

karyopherin alpha 2

heat shock protein 90kDa alpha
(cytosolic)

myeloid/lymphoid or
mixed-lineage leukemia
PSMC3 interacting protein
nibrin
natural killer-tumor
recognition sequence
cytoskeleton associated protein 5
interferon-induced protein with

acidic (leucine-rich) nuclear
phosphoprotein

jun B proto-oncogene
nuclear mitotic apparatus protein 1
septin 9

major histocompatibility complex, class
I,B

active BCR-related gene
replication protein A3, 14kDa

heat shock protein 90kDa alpha
(cytosolic)

cysteine-rich hydrophobic domain 2
myeloid/lymphoid or
mixed-lineage leukemia

MYST histone acetyltransferase
zinc finger, UBRI type 1

eukaryotic translation initiation factor
4A

major histocompatibility complex, class
I

interferon regulatory factor 1
myotubularin related protein 4
exostoses (multiple) 1
BCL2-antagonist/killer 1
tropomyosin 3
lactate dehydrogenase B
syntaxin binding protein 3

damage-specific DNA binding protein 2,
48kDa

44,357

44,35

44,239

44,164
44
43,8

43,8
43,65
43

42,6
42,534
42,35
42,35

4
41,6
41,6

40,4
40,35

40,35

40,35
40,25

40,239

39,9
39,3
39
38,6
38,55
38,534
38,5
38,4

38,399

72

52

o O

(=Nl SN el

S O W o W o o o

56

39

17
17

13

19
16
58

10

24
51

-1,19

-14,5

-4,13

3,88
20

5,5
30

22
1,78
4,5
4,5

12
12

4,5

4,5

4,5
7,5

4,13

13
11
30

8,5
1,78
15
28

1,33
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Tabela 17- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacdo), para o tecido

“testiculo”.
GenelD Simbolo Descrigao Pontuacdo Normal Tumor Fator
mitochondrially encoded NADH
4538 MT-ND4 dehydrogenase 4 218,25 1455 2 727,5
3507 IGHM immunoglobulin heavy constant mu 155,2 4 150 304
neuroblastoma RAS viral (v-ras)
4893 NRAS oncogene homolog 141,6 0 21 112
immunoglobulin lambda
3538 IGLC2 constant 2 1224 0 36 208
1936 EEF1D eukaryotic translation elongation factor 1 112,8 0 31 176
immunoglobulin heavy
3502 IGHG3 constant gamma 3 107,2 0 26 144
51237 PACAP proapoptotic caspase adaptor protein 102,8 0 25 136
28786 IGLV4-3 immunoglobulin lambda variable 4-3 97,2 0 23 124
immunoglobulin lambda constant 1
3537 IGLC1 (Mcg marker) 97,2 0 23 124
335 APOA1 apolipoprotein A-I 93,6 0 21 112
2678 GGT1 gamma-glutamyltransferase 1 81,05 0 13 63,5
2023 ENOI1 enolase 1, (alpha) 69,4 0 10 48
4763 NF1 neurofibromin 1 67,711 4 0 2,37
anaplastic lymphoma kinase
238 ALK (Ki-1) 61,768 3 0 2,56
6647 SOD1 superoxide dismutase 1, soluble 60,2 0 9 44
immunoglobulin heavy constant gamma
3500 IGHG1 59,8 10 38 36
major histocompatibility complex, class
3126 HLA-DRB4 II 58,2 0 9 44
platelet-derived growth factor receptor,
5159 PDGFRB beta 57,834 2 0 2,78
ets variant gene 6
2120 ETV6 (TEL oncogene) 57,834 2 0 2,78
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 57,768 3 0 2,56
92140 MTDH metadherin 56,3 0 7 31
10607 TBL3 transducin (beta)-like 3 55,8 0 8 36
718 C3 complement component 3 55,8 3 16 36
2260 FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 54,564 8 0 1,88
400 ARLI1 ADP-ribosylation factor-like 1 54,3 0 7 31
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28299

7157

387

7175
2033
1277
5914

6418
2263
613

5573

2353

648
2130

4627
5371

8837
8021
6794

3320
1870

2521
4926
684

51119
6421

7184

8028
84168
5327

IGKV1-5

TP53

RHOA

TPR
EP300
COL1A1
RARA

SET
FGFR2
BCR

PRKARIA

FOS

BMI1
EWSR1

MYHO
PML

CFLAR
NUP214
STK11

HSP90AA1
E2F2

FUS
NUMAI
BST2

SBDS
SFPQ

HSP90B1

MLLTI10
ANTXRI1
PLAT

immunoglobulin kappa variable 1-5
tumor protein p53
(Li-Fraumeni syndrome)
ras homolog gene family,
member A

translocated promoter region

E1A binding protein p300
collagen, type I, alpha 1
retinoic acid receptor, alpha
SET translocation
(myeloid leukemia-associated)
fibroblast growth factor receptor 2

breakpoint cluster region

protein kinase, cAMP-dependent,
regulatory

v-fos FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene

B lymphoma Mo-MLYV insertion region
(mouse)

Ewing sarcoma breakpoint region 1

myosin, heavy polypeptide 9, non-
muscle

promyelocytic leukemia
CASPS8 and FADD-like
apoptosis regulator
nucleoporin 214kDa
serine/threonine kinase 11

heat shock protein 90kDa alpha
(cytosolic)

E2F transcription factor 2

fusion (involved in t(12;16) in malignant
liposarcoma)

nuclear mitotic apparatus protein 1

bone marrow stromal cell antigen 2

Shwachman-Bodian-Diamond syndrome
splicing factor proline/glutamine-rich

heat shock protein 90kDa beta (Grp94),
member

myeloid/lymphoid or
mixed-lineage leukemia
anthrax toxin receptor 1

plasminogen activator

54,3

51,725

50,3

49,834
49,834
49,834
49,768

49,711
48,05
47,834

47,834

47,768

47,711
45,639

44,48
43,834

43,834
43,711
43,711

43,687
43,2

41,711
41,687
41

40,391
39,834

39,834

39,834
39,834
39,8

W N NN

—

o

(=l el el )

=)

31

5,75

21

2,78
2,78
2,78
2,56

2,37
-3,5
2,78

2,78

2,56

2,37
2,13

1,6
2,78

2,78
2,37
2,37

2,29
24

2,37
2,29
10

7,97
2,78

2,78

2,78
2,78
26
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Tabela 18- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacdo), para o tecido “sistema
nervoso central”.
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GenelD  Simbolo Descrigdo Pontuacdo Normal Tumor Fator

transmembrane protease,

80975 = TMPRSS5 serine 5 (spinesin) 189,6 0 373 432
ets variant gene 6
2120 ETV6 (TEL oncogene) 124,8 0 45 56
1277 COL1A1 collagen, type I, alpha 1 115,6 0 43 52
ras homolog gene family,
389 RHOC member C 114,8 0 116 136
10514 MYBBPI1A MYB binding protein (P160) 1a 108 1 202 160
myosin, heavy polypeptide 9, non-
4627 MYH9 muscle 93,2 0 27 34
1278 COL1A2 collagen, type I, alpha 2 92,8 0 63 76
10 NAT2 N-acetyltransferase 2 92,4 0 73 88
283209  PGM2L1 phosphoglucomutase 2-like 1 91,2 0 88 104
348 APOE apolipoprotein E 89,6 0 77 92
3872 KRT17 keratin 17 88,4 0 73 88
1290 COL5A2 collagen, type V, alpha 2 86,4 0 76 88
1801 DPH1 DPHI1 homolog (S. cerevisiae) 85,4 950 0 -78
9867 PJA2 praja 2, RING-H2 motif 85,2 0 71 84
84790 TUBA6 tubulin, alpha 6 84,8 0 46 56
v-abl Abelson murine leukemia viral
25 ABL1 oncogene 81,65 0 2 5,5
79902 NUP85 nucleoporin 85kDa 81,6 0 59 72
2969 GTF2I general transcription factor II, i 80,8 0 47 56
v-rel reticuloendotheliosis
5966 REL viral oncogene 79,95 0 3 6,5
1191 CLU clusterin 78,8 128 2346 56
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
3187 = HNRPHI H1 (H) 78 0 51 60
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
3188 | HNRPH2 H2 78 0 49 60
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 71,9 15 19 3
4155 MBP myelin basic protein 76,8 4 138 56
synaptotagmin binding, cytoplasmic
10492 = SYNCRIP RNA 76,8 0 46 56
2308 FOXO1A  forkhead box O1A (rhabdomyosarcoma) 75,9 0 9 13
8481 OFD1 oral-facial-digital syndrome 1 75,6 0 44 52
RAPI1B, member of RAS oncogene
5908 RAP1B family 75,3 0 7 11
v-Ha-ras Harvey rat sarcoma
3265 HRAS viral oncogene 74,534 3 0 1,78
v-raf murine sarcoma viral oncogene
673 BRAF homolog B1 71,539 5 12 5,13
4478 MSN moesin 71,3 0 7 11
filamin A, alpha
2316 FLNA (actin binding protein 280) 71 0 33 40
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Tabela 19- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagao), para o tecido “prostata”.

GenelD  Simbolo Descrigcdo Pontuacdo Normal Tumor Fator
56851 = Cl5orf24 =~ chromosome 15 open reading frame 24 141,6 0 341 272
63934 | ZNF667 zinc finger protein 667 86,4 0 106 88

Sec61 alpha 1 subunit
29927 |« SEC61A1 (S. cerevisiae) 84 0 95 80
Bernardinelli-Seip congenital
26580 BSCL2 lipodystrophy 2 78,6 0 75 62
SSU72 RNA polymerase II CTD
29101 SSuU72 phosphatase homolog 76,8 0 66 56
B-cell CLL/lymphoma 6
604 BCL6 (zinc finger protein 51) 74,6 2 0 2
v-abl Abelson murine leukemia viral
25 ABL1 oncogene 74,6 2 0 2
excision repair cross-complementing
2067 ERCC1 rodent 68,3 0 35 31
tumor protein, translationally-controlled
7178 TPT1 1 66,4 12 345 38
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral
2064 ERBB2 oncogene 64,6 2 0 2
alveolar soft part sarcoma chromosome
79058 = ASPSCRI region 63,95 0 4 6,5
5930 RBBP6 retinoblastoma binding protein 6 62 0 21 20
134359 | FLJ35779 hypothetical protein FLJ35779 59,4 0 56 48
71 ACTG1 actin, gamma 1 58,45 4 110 31,5
595 CCND1 cyclin D1 58,382 0 6 7,94
3508 | IGHMBP2 immunoglobulin mu binding protein 2 58,2 0 51 44
23646 PLD3 phospholipase D family, member 3 57 0 47 40
378 ARF4 ADP-ribosylation factor 4 57 0 46 40
607 BCL9 B-cell CLL/lymphoma 9 56,6 2 0 2
3817 KLK2 kallikrein 2, prostatic 56,564 2 73 31,88
v-jun sarcoma virus 17 oncogene
3725 JUN homolog (avian) 56,4 0 31 28

255394 | TCPI11L2 t-complex 11 (mouse) like 2 55,2 0 39 34
2260 FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 54,6 2 0 2
81608 FIPIL1 FIP1 like 1 (S. cerevisiae) 54,2 0 13 14

1613 DAPK3 death-associated protein kinase 3 53,75 103 0 -12,5
excision repair cross-complementing

2073 ERCCS rodent 52,5 0 2 5

7170 TPM3 tropomyosin 3 52,382 0 6 7,94
ubiquitin specific peptidase 6 (Tre-2

9098 USP6 oncogene) 51,825 2 2 2,75

v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
3845 KRAS oncogene 51,8 0 3 6
6421 SFPQ splicing factor proline/glutamine-rich 50,382 0 6 7,94
chromatin assembly factor 1, subunit B
8208 CHAF1B (p60) 49 0 8 10
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9168 TMSB10 thymosin, beta 10 35,6 0 11 12

9322 TRIP10 thyroid hormone receptor interactor 10 35,4 0 18 18

3910 LAMAA4 laminin, alpha 4 35,4 3 50 18

23593 HEBP2 heme binding protein 2 35,1 0 17 17
filamin A, alpha

2316 FLNA (actin binding protein 280) 34,925 208 9 -9,75
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Tabela 16- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagio), para o tecido “Gtero”.

Genell)  Simbolo

Deeri

Pontuagio Normal Tumor Fator

6892

2923

3702

1522

2783
330
84364

4627

2120
672

8837

7538

4221
Cortas”

1635
7150
5573

641

3020

4508

7913

2173

6418

27020

56654

9098

PDIA3

PSMC3

GNB2

BIRC3
ZNang'

ETV6
BRCA1

CFLAR

ZFP36

" AFF4
TOP1

PRKARIA

TAPBP

TAP binding protein {lapasin)

* protein disulfide isomerase family A,
member 3

sabunit
ca!hepsm z

guanine mucleotide binding protein (G

protem)
baculoviral IAP mpwt—comammg 3

mcﬁngcxpmtem289 IDiregniated

mm heavy polype;)ttde 9, non-
muscle

' "etc;vanm gene 6
(TEL oawgem)
breast cancer 1, early onset
CASPS and FADD-like apoptosis
regu!ator

homolog

multxpleemlocrmeneoplasnai
AF#fFM}&famﬂy membes:#
dCMP deaminase
topoisomerase (DNA)I
protein kinase, cAMP-dependent,
Bloomsynmome
I—thstone,famﬂy3A .

MT—A'I'PG mﬁochmldrmﬂymd@dA’I‘i’symhaSCG

"BIRC2

DEK

FANCA

SET

NPDC1

UspPs

' bamﬁowralIAPrepeatmtammgz__ | )

DEK oncogene (DNA binding)

A

Tcontrol, T

ubxqmtm Spﬁc pepadase 6 ('I‘m-z
oncogene) :

101,61 0 3187 3187

100 0 260 120

" proteasome (prosome, macropain) 265

254
248

98 0

120
120

84 0 165 80
.68 o 4 55
75,6 0 105 52

71,6 0 17 12

63,55 0 10 8.5
6835 ) 2 4,5
683 0 59 31
654 0 93 48
e 0T
63,3 0 15 11
598 0 67 36
s e
58325 0 9 775
388
56,4 38
558 0 69 36
R e TR

B T L
memaammplmnong;@"' PR

53,687 2 2 229

53.65 0 4 55
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22794

2353
2033

7175

2073

4292
613

2114

999

208
1499

4288

6774

11200

6391

1387
15930

1277

6317

6390

3909

801

7057

1019

587%

FOS

ERCC5

MLHI1
BCR

ETS2
CDbH1

AKT2

CTNNB1

MKI67

STAT3

ACTB

SDHC
ATF1

CREBBP

" RBBP6
" COL1A1
SERPINB3

SDHE

CALMI

hBSI

CDK4

RACY

CASG

TPR

cancer snscepﬁbﬂﬁy candidate 3

" y-fos FBJ murrine osteosarcoma viral

oncogene
IA bmdmg In'otem p300

translocated promoter region

 excision rqu‘ anss—oompiemennng
rodent

nonpolyposnstypc
* breakpoint cluster region
v-ets erythroblastosis virus E26
oncogene
(epimei!ai)

v-akt murine thymoma viral onoogene
homolog 2

 catenin (cadham-assoc:aied pmtem),

beta 1
antigen identified by monoclonal
antibody Ki-67
signal transducer and activator of
transcription 3
CHK2 checkpoint homolog
(5. pombe)
actin, beta
succinate dehydrogenase complex,
sobunit C
acuvanng trausmpnon factor 1

CREB binding protein

r&mobiastom bmdmg pmtem 6 '

collagen, type L, alpha 1
serpm pepndase mhib;,tm clade B

snhmntB lmn
calmodulin 1
{phosphorylase kinase, delta)
‘thrombospondin 1
cim-dqaemientkmasee&

moesin

rasrelated C3 botulinum toxin substrate

1

52.25

3165

£

50275

48,399

4835
4835

4835
4835
4835

438,164

479

ks

2

476

476

46,543
465

4635

P 318”“ .
. 46,23

45,95

457

452

4485
s

4.5

oo

N

19

17

18

45

24

30°

32

15

1.5

3.5

4,25

1,33

12

12

24

-1.81

4.5
775
-1,06

75

6.5
19

24
9.5

1,78
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7157

3838

3320

4301
29893

4683

4820
9793
3437

8123

3726

4926
10801

3106

29

6119

3326
26511

4302

7994
23352

- 1974

3123

: MRA

9110

2131

578
7170
3945
6314

1643

KPNA2

HSPY90AAL

MLLT4
PSMC3IP

NBN

NKTR
CKAP3
1FIT3
ANP32A

Aol
NUMA1

-

HLA-B
ABR
RPA3

HSP90AB 1
CHIC2

MLLT6

MYST3

EiF4A2

DRB1
IRF1
EXT1

BAK1

i oiE
STXBP3

DDE2

TP53

tumor protein p53
(Li-Franmem syndrome) 3

karyopherin alpha 2

heat shock protein 90kDa alpha

_ (cytosolic)

i T

mlxedwhneage feukemia

PSMC3 u&eractmg protein

nibrin

Lillers

reoogumou sequence

cytoskeleton associated pmtem 5
interferon-induced protein with
acidic (lmne-«nch) nuciear

hosphoprotem

jun B proto—oncogene o
' nuclear mitotic appmams pmtem I

septin 9

major histocompatibility complex, class

LB

ive - ciaicd sene.
replication pmtem A3, 14kDa
heat shock protein 90kDa alpha

(cytosolic)

cysteme»ndx hydrophobic domam 2

myeloid/lymphoid or
mixed-lincage leukemia

MYST histone acetylumrsfemse

 zinc finger, UBRItypel

eukaryotic transiation initiation factor

4A

interferon regulaio:} factor 1
myombularm related pmtem 4

exostoses (muinpie) 1

48kDa

44,357

44,35

44,239

44164

'43,'8' .

438
4365
43

42.6

' 42,534
4235
4235

12
416
416

40,4

4035

40,35

40,35

“aoas

40,239

39,9
1393
39
38,6

38.55

385
38,4

38,399

72

52

=3

<IN HEV RN RV AN - S -

17

13

i9

16
58

10

24
51

-£,19
-14.5

-4.13

3.88
20

s

b

1,78
435

4.5

~20
12

4,5

>

4.5

>

75

4,13

13

30
8.5
1,78
15
55

1,33
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22933

5868

23011
2621

4258

56898

26309

3639

23157

51517

219541
79689
6318
7037

RAB21
GAS6

MGST2

BODH2

FERIL3

HCLS

NCKIPSD

MEDI19

STEAPY

oA
TFRC

RABIS

RABSA

RABIS, member RAS oncogene family
RABSA, member RAS oncogene family

RAB?1, member RAS oncogene family

. mg ov F,,,malE[ S ,t P _.'f.:oi. S
S-4ransferase 2

' 3-hydro 1o dehydrogemase, type
2

fer-1-like 3, myoferdin
(C. elegans)
hematopoictic cell-specific Lyn substrate
i
 septin 6
NCK inferacting protein
with SH3 domain
mediator of RNA polymerase 1
transcription,
STEAP family member 4
serpin peptidase inhibitor, clade B
transferrin receptor (p90, CD71)

38.35

38.35

38,35

378

-SSR CHEN

4.5

4.5

4,5

]

7.5

>

26

26

12

1,78

1,78

1,78
1.78

Anexos
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Tabela 17- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagdo), para © tecido
“testiculo”.

Simbolo

Descrigdo

Pontuacio Normal Tumor Fator

4538

3507
4893

3538

1936

3502
51237

28786

3537
335
2678

2023

4763

238

6647

35006

3126
515%

2120

92140

10607

MT-ND4

NRAS
IGLC2
EEFID

IGHG3
PACAP
IGLV4-3

IGLCI
 APOAI
ENO1

SOD1

IGHGI

HLA-DRB4

ETV6
TBL3

- FGFRI

GIM

mitochondrially encoded NADH
dehydmgemse 4
immunoglobulin  heavy ‘constant mn
peurcblastoma RAS viral (v—:as)
 oncogene homolog
unogiobnhn lambda
constant 2

eukmyotlc transiation elongahan factor i
" jmmunoglobutin heavy

proapoplotic caspase adaptor protein

mnnunogiobiﬂm}ambdavarmbledmj o

immunoglobulin fambda constzmt 1
(Mog marker)

neurofibromin 1
®i-1)

superox:tde d:snmmse 1 solnble

21825 1455 2
1552 4 150

7215
304

1416 0 23 112

122.4 0 36 208

112.8 0 31 176
107.2 0 26 144
028 0 25 136
972 23 124

o @

23 124
21 112
13 635
e

972

Doy
81.05

694

oo o o

67,711 4 0 2,37

61,768

W
L@

2,56

60,2 0 9 4

* major lnstocompatibﬂny complex, class
o oo

platelei o e e veeOE.
beta

s variamt geme 6
. (TEL oncogene) __
B—cdi CLwymphuma 6
s
transducin (bela}-like 3
complemem oomponem 3
ﬁbrobiast gmwth factor receptor 1 '
ADP-ribosylation factordike 1

57.834 2 0

598 10 38 36
582 0 9 44
2.78

57.834 2 0 2,78
0 2.56
7 31
o e

e R
0 1.88

7 31

- 57,768
56,3
358
sy

T T
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28299
7157

387

7175
2033

6418
2263

613

3373

2333

2130
4627
5371

8837
8021

6794

3320

1870

2521
4926

51119
6421

7184

8028

shice
5327

IGKV1-5
P53
RHOA

TPR
EP300

~ COL1Al

SET
FGFR2
BCR

PREKARIA

BMI1

PML

U214

STKI11

HSP9OAAL

FUS

~ SBDS

HSP9GB1

MLLITiC

PLAT

xmxmmoglobulm kappa vanable 3-5

tumor proteim p53
({.I-anumau syndmme)
£as homolog gene ﬁmnlv
member A

translocated promoter reg:on

EIA bmdmg prote:n p300
collagen, type L a@m i
retmo:c acid receptor, aipha

' 'SET translocation
{myeloid Iepkemia-associated)
fibroblast growth factor reoeptor
~ breakpoint cluster region
 protein kinase, cAMP-dependent,
regulatory
v-fos FBJ mume osmosamma viral
oncogene

B ivmphoma Mo-ML.V insertion region
{mousc)

Ewmgsalﬁbmabraakpomiregwu 1

myosin, heavy polypeptide 9, non-
muscle

promyelocytic leukemia
CASPS and FADD-like
apoptosis regulator
nucleoponn 2 141({)3
serme!ﬂmme kinase 11
" heat shock protein 90kDa alpha
(cytosalic)
E2F transmpﬂon fac.tcr 2

 fasion Gavolved in t(12;16) in malignant

hposamoma) _
nuclear mitotic apparatus protein 1
' bone manow stmmaicellanﬁgenz

Shwachman«Bod:an Dmmond syndrome

‘splicing factor pmlmelglmmnme-nch

 heat shock protein 90kDa beta (Grp94),

member

nnxed«hmage iwkemxa
anthrax toxin zeceptor 1
plasminogen activator

51,725

50,3

49,834

o
49334
e

49,711

4805
47834

47,8334

47,768

47,711
45,639

4448

43,834

43 834
43,711

43711

43,687

41 711

41

40,391

39.834

39.834

39,334

39834
s

CWN NN

.

s

;UI

-~ R~ S

[ R -]

>

31
575

21

278
218

2.37
3.5
2,78
2,78

2,56

2,37

i6

2,78

2.78
2,37

2,29

2,37

229
e

7.97

278

278
2,78
26

152



283651

o
10643 .

1974
324

9266

3421

399818
64983

117584
6233

4629
427

29774
7037

cosa
7249

54952

404734

196883

3028

548382

506

3550

iese”

“gas
9744

7311

Cl50r21

EIF3A2

PSCD2
IDHBG

1OC399818

RPS27A

MYH!1

ASAHI

P2ii
TFRC

ELAC2
TSC2

TRSPAPI

MASK-BP3
, i

HADH2

ANKHD1

1DBl
C190:
ATPSB

TXNL1
e

 RPL26

chromosome 150penrmngfmme21
cﬁoskeletonasomatedpmtmnS
nmmrsuppnssorcamhdamd

4A
 adenomatosis polypoms coli

* pleckstrin homology, ‘Sec7 and coiled-

coll

isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+)

similar fo CG9643-PA

mitociondsial ribosomal protein 132

 ing fin o d FYVE like domai
containing 1
" ribosomal protein 527
X . e 1L, .
muscle

N-acylsphingosine amidohydrolase (acid

POM121-like protein
transfexrin receptor (p90, CD71)
' elaC homolog 2 (E. coli)
" tuberous sclerosis 2

. tRNAselenocyswmeassoc:amdprotem

'LLASK;4£L$§!3amcnmncreadnwgfnnne

gene
adeuyiatecyc]ase-‘-l»

hydmxyacyl'Coenzyme A
dchydrognna&:!ypeli

. comalmngl
L}Mdumbmdmgi
chromosome 190penreadmgﬁame9

A’i‘Psynﬂxase,mt;ansponmg,
mitochondrial F1

IchtokmdownqegulaImoﬂﬂAﬂ _

nnen'leukmzzrwq)tor alphaZ
thmredoxm«ﬁkel .
centamm,betal

nlnqumn A-32 m@e ribosomal protein
ﬁ.tsmn

" ribosomal protem 126

39.8

39,768
. 39 687 ]
eukaryotic translation imitiation factor

39,639

37,834

378

37.8

37,8" e

378

36725

36,564

36,3

36,3

35,768
35,711
35,711

34.725
34,725

34,725

34,725

33,75

33711

33.6

. 33,6 .

33.6
336

Lh

ey oD

26

2,13
a0

2,78

26

26
26

26
15,75

1,38
21

21
2,56
237
237

18,3

1575
15,75

15,75

15,75

15
14

125

12

12
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3514

IGKC

967

9733

1509

51614

5932

i 9500

10807
4678

7076

1789

51434
6388

55813

SART3

CTSD
ERGIC3

" RBBP3
MAGED!

SDCCAG3
NASP
'HMPI

DNMT3B

ANAPCT

D63

Cl)63 molem!e

fwogmwdbyT
" cathepsinD
(iy;osomalaspartyipepﬂdase)
ERGICandgolng

retinoblastoma bmdmg protem 3

melanoma antigen family D l '
serologically defined
colon cancer anhgen 3

' mclear autoantigenic sperm protein

TIMP metaliopeptidase inhibitor 1

DNA (cytosme—b—)-methyitxansfemse 3

beta

anaphase promoting complex subumt 7

stromal cell-detived factor 2

UTP6, small subunit (SSU) p!msome

component, homolog (yeast)

333

32309

32,05

31,834

31,834
v
iz

31,711
31,711

3165

30,391

30,391
29,834

29.834

5

wiw N

g

oo oo

<

i1

2,78

s
ase
2,56

>

237
2,37

55

791

1,97

2,78

2,78

Amnexos
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Tabela 18- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuagdo), para o tecido “sistema
nervoso central”.

GenelD  Simbolo Descrigio Pontuacio Normal Tamor Fator

transmembrane protease,
80975 TMPRSSS _ sorine 5 (spinesim) 1896 0 3713 432
ets variant gene 6
2120 ETV6  (TEL oncogene) 1248 0 45 56
1277 COLEAI caﬂagmwpelalpiﬂl o 1156 0 43 52

ras homolog gene family,
389  RHOC member C 1143

10514 MYBBPIA  MYBbindingpoein(Pl60)la 108
myosin, heavy polypeptide 9, non-
4627 MYH9 muscle %32
1278 COL1A2 collagen.typeLalpha2 923
1o NATz _ N-acetyitransferase 2 924
283209 PGM2L1 phosphogtmommase 2-hke 1 91.2
348 APOE ... . apolipoproteinE 89.6
3872 KRT17 , keratin 17 I LR
1290 COL5A2 coliagen. type V. alpha 2 864 % 88
1801 DPHI 'DPH]1 homolog (S. cerevisiae) 84 90 0 -8
9867  PIA2 praja 2, RING-H2 motif 5.2 oo 8
34790  TUBA6 tubulin, alpha 6 8438
v-abl Abelson murine lenkemia viral
25 ABLI | oncogene 8165 0 2 53
7992  NUP8S ' nucleoporin 85kDa o os6 0 59 T2
2969 GTF21 general transcription MOrmz 3038 0 47 56
v-rel reticuloendotheliosis :
5966  REL ~~ viral oncogene A 0 3 63
1191 Ly . clusterin 788 128 2346 56
hetezogeneous nuclear n'bonucleoprotem
3187 HNRPHL HIH) .®. 06 51 6
. he:tmgenems mnclmrribomx:leoymtmu
3188 HNRPH? O -~ . 49 60
B-cell CLLAymphoma 6
_.604  BCL6  (#ncfingerprotein3i) 779
4155 MBP myelinbasic protein 7638

synaptotagmin binding, cytoplasmic
10492 SYNCRIP - RNa , 768 0 46 56

‘e

e

o 16 136
202 160

| -y

27 34
6 76

coooo oo
SF3383
[y
b4

=X =3
&
in
L=a

=)

=

o
‘A

T - S I
138 36

.

(=
g
ot
W

2308 FOXOIA forkhead box O1A (thabdomyosarcoma) 75,9 . 3
8481  OFDI = omalfacial-digital syndrome 1 S oBe 0 M 52
RAPIB, member of RAS oneogene
5908 RAPIB family. . 153 e 71
v—Ha»msHmveymma
/3265 HRAS . ... viral oncogene - .oM534 3 0 LB
: v—mfmnnnesaraomvnaicmogene
673 BRAF homolog B1. . 71,539 5 12 5,13

.- drigxos
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2316
4926

2534

4763

7157

3105

3369

7431
7913

3781

83937
T150

7507

3932
40
4671
302
607
6191

. 4650

51768
6185
2260

10916 A
5159
-8

1316

1281
4539

_ NUMAI ' uuclcar nntotlc apparams pmtem 1

FYNoncogene related to SRC, FGR,

tumor;xotempSS
CIp55 0 (i-Fraumeni syndrome)

major histocompatibility complex, class |

HLA-A LA
L6 mta‘kmkm 6 (mtetfemu, beta 2)
ViM vimentin
DEK  DEK oncogene (DNA binding)
protein tyrosine phosphatase, non-
PTPNIN _ receptor
nucimr receptor subfamily 4, group A
NR#Al ~ member 1
Ras association {RaIGDSIAF ~6) dumam
RASSF4 famity 4
TOPL ~ topoisomerase (DNA) |
xeroderma pxgmentm
XPA ~ complementation group A
lymphocyt&speczﬁc protein tyrosine

- VWF von Wﬁiebmndfactor
BIRCI  baculoviral IAP repeat-containing 1
BCLS _ B-celICL}Llem;)hom9

" RPS4X  ribosomal protein S4, X-linked

MYO9B . myosin IXB

TM7SF3  transmembrane 7 superfamily member 3
RPN2 - mbophormll
FG:FRI ﬁbroblastgmwthfactorraoeptorl
MAGEI)Z ~melanoma antigen family D, 2

platelet—denved gmwﬂi factor recepior,

PDGFRB

PARVG =~ !ﬂﬁvntgﬁuana
CALD} caldesmon 1
BAD _ BCLZ-amagomﬁ of oell dmth
RNA binding motif protein,
RBMX  Xdmked -
PRSSI  protease, serine, 1 (ypsin 1)

COL3A1  collagen, type 111, alpha 1 (Eblers-Danlos |

.3

7

s
893

67,939
. 67.789

054

654

654

05
64.25
64,2

63.6
61,95

61,95

61,65
612
60,5
60,2

59,789

394

5845

382
382 .

58,125

57.939
578

e
57,65

57.6
572

e

@<

<

coweo oo o

o oo N

[ 8 ]

39

85

35

26

. B g

1
29

L34
27

33

187

gm

.
3B

263

&%

.. 63'5

313

36
36

L3

42

L34

30

MT-ND4L.  mitochondrially encoded NADH 4L

-Anexos
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fmor necrosis factor receptor

27242 TNFRSF21  swpetfamily

633 BGN _ biglycan

35830 GLTmn Lo
(logss  comt cyclind

1982 EIFAG2 _eukaryotic translation initiation factor 4
cleavage and polyadenylation specific
29894 CPSFiI factor 1

9219 ~mMrA2 2
23166 STABI .. Sabiinl

6616  SNAP25  synaptosomal-associated protein, 25kDa
mitochondrially encoded NADH
. . dehydrogenaseS
Nmsomai—assocmted pmtem
transmembrane 4

epidenmal growth factor receptor
2060 EPS13 ~ pathway

4540  MT-ND3

9741 LAPTM4A

7175 TPR
11064  CEP110

translocated promoter region

centrosomal protein 110kDa
wienm(cadhenn»assomaledpmtem)

1495 CTNNAI - afpha

595 CCND1 o tydinDi

5395  PMS2  PMS2 postmeiotic segregation increased
1019 CDK4 cyclin-dependent kinase 4
9401 RECQL4 RecQ proteim-like 4

v—myc.r.nyelocytomaio&svmionmgenem ¢
4609 MYC _ homolog

472 ATM
_23(385 RABBIPZ

axaxmtelangledas:amntawd

648 BMII .. (mouse)

5-aminoimidazole--carboxamide

4 aATmIC ribonucleotide
1508 CTSB . cathepsinB
10342  TFG  TRK-fused gene
myeloxd/lvmphoid or nnxed-—hneage
4302 MLLT6 .. leukemia
NCK nﬁemdmgp:mnwnhSEB
51517 NCKIPSD domain.
2033 EP300 i ElAbmdmgpmtemﬁOO N
2130 "EWSRI Ewmgsammabreakpmnxmglml
9i12 MTAL inetasiasis associated 1

glyoosyitx&mferase 8 domam centammg
1

BIyuq:homaMo-MVmsemmregim

L3645
5645

o seA

54,764
54,25

53,95
53,65

525
51,95

5195
31,65
5165

51,65

5165
5165

50,55
503
5025

50.25

50,25

50164
4965

49,639

6

=

=)

ceowo

=)

NO WS

.26
26

57

30

i

12

W

B
LAt

16

Q‘Mim:-h

3135

315

38
38 .

21 .
36

36

36

33
15.38

75

213

- Anexos
157



2073

1499

3573
. 80z1

4916

LERCGS

excision repair cross-complementing
rodent

48534

B
4785

47,63

35

 pomd

L 178
388

33

625

5.3

Anexos
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Tabela 19- Os 100 primeiros genes (ordenados por pontuacgio), para o tec;éo prostata .

. Pontuagio Nomal Tumor Fator

56851 Cl5orf24 chromommlSapenrmdmgﬁameZ4 o
864

63934 ZNF667 zinc finger protein 667 -
Sects1 alpka 1 subunit

29927 SECGIAl -o(S.cerevisiag) . . .

26580  BSCL2 : 32 :
SSU’?2 RNA poiymexase II CTD
¢ homolog. -

- phosplatz e
604 BCL6 (mcﬁﬂgexmtemfii)

v~ab1 Abelson murine leukcmla vual
25 ~ ABLI i ONCOZERE :

29101 SSU72

2067  ERCC1

tumor pmtem, uansia&omliywcommlled- -

7178 TPTL

veerb-b2 erythmbiasﬁc iemketma viral -

2064 ERBB2 , onmgenc T

. 0335

7958 ASPSCRL region
5930 RBBP6 reunoblastemabmdmgmnﬁ
134359 FLI35779  hypothetical protein FLI3S779.
o ACI'GI _  actin;gammal
395  CCND1 won cyclin DY

3508 IGHMBP2 m@mﬂnmmz B2

23646  PLD3  phospholipase D family, member 3.
378 ARF4  ADP-ribosylation factor 4 .
607  BCLY Mmmm’m’?
3817  KIK2 - kallikrein 2, prostatic -

o mmml?mgem
255394  TCP11L2 t-eomylem(mtse}ﬁkez :

2260  FGFRI ) ﬁbmblastgowthfammreoquiw
7 FIPI!ikeI:(S__cerevas:aﬁ)

81608  FIPIL1
1613 DAPK3

2073 ERCC5
7170 TEM3

v-Kx-msZKnmmsmwmavnal(
3845  KRAS -

excision repa:r mmmplemenﬁng
: rodent

1416

186

=

146

F)

148

68.3

664

62

94
5845
58382

582
3T
1 57

'564

o2
i ._5346 SRR

542

575 e

ub:qaﬁmspemﬁcpepudaseﬁ (Tre«z
51825

oo 518
50,382

12

NN OC OO O RO

s : :
S o me o

-]

=

. 4 B
106

15

31

273

272

65
20

794

gy

14

s

.

621 SFPQ slcig factor prolncghuamine ich

S 5



8208

5573
5216

8ozt 1

418

- 2130
6117
4926
208
10276

2353
2132

3980
22948

1662
10342

3320

6596
7060

1387

11159

57018

CHAFIB

PRKARIA
PFNI

SET

COLIA1

EWSR1

VHL
AKT2
NET1

FOS
EXT2

REV3L
CCTs |

DDX19

TFG
HSP90AAL

'SMARCA3
THBS4

CREBBP

RABIZA
CCNL1

7991
4914
8028

1213
4221

HLA-B

PSEN2

AMACR
TUSC3

NTRK1

MLLTIO

JGLTC

 MENI

chromatin assembly factor 1, subymit B
@0y
protemkmase.cm-dependmt,
. Fegulatory
. profilinl
mcleoporin214kDa

SET tanslocation
_ (myeloid lenkemia-associated)

~ collagen, type §, alpha 1

Ewing sarcoma breakpoint region 1~
?1???3...“””_

o2 NUMAI
2

__replication protein Al, 70kDa
nuclear mitotic apparatus protein I
_von Hippel-Lindau tumor suppressor
v-gkt murine thymoma viral oncogene
homolog 2

neurocpithelial cell transforming gene 1
v-fos FBI murine osteosarcoma viral
oncogene

__ exostoses (multipic) 2
REV3-like, catalytic subanit of DNA
polymerase
chaperonin containing TCP1, subunit 5

- fepsitonm)
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
__polypeptide 10
_ 'TRK fosed gene
hwt shock protein 90kDa alpha
(cytosolic),
SWI/SNF related, matrix associated.,
L atim
thrombospondin 4

CREB binding protein

RAB, member of RAS oncogene family-

 iike2A 7
cyciml..l o

majur ﬁlsibéaulpan"blhty complex, class
LB

MZ{AMWQ -

alpha-methylacyl-CoA racemase
tmnor suppressor candidate 3
neurotrophic tyrosine kinase, receptor,
mvelozdﬂympho:d or
_ mixed-lincage leukemia
_clathrin, heavy polypeptide (Ho)
multiple endocrine neoplasia 1

I A

4835
478

46.6

Caer
46,164

et
HSs

4.6
44,6

44,564
#“5

43,95

433

43,789

436
42,725

42.6

418

- 416

414
412

107
406

>

40.6
40.5
405
40,5

00

oW e N

~ 8

oo

NN e

oo

L]

-3 *

[+

21

20

LRI

11

16

L.

e

45

26

588

131

3,88
20

563

63

12

1575

18

24

29

‘U

- Anexos
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801
3927

1967

4302
8835

1974
84168

25800
9470

3191

6159
57153
9547

7392

M7
9793

4162

4629

23551

7799

3225

4869

10916

phmphaﬂdyinmmlegc]ahrm
PICALM  assembly

LASP1 | LUMandSH3proteinl

S-gminoimidazole-i-carboxamide
ATIC _ rbonucleotide
myeimdflymphmd or
MLLT6 mixed-lineage leukemia
S0Cs2 supp;msorafcytek:lmmgna}mgz

EIF4A2 A ,
ANTXRI1 _ anthrax toxin recepior 1

_________________ e 59
SLC39A6 __(zinc transporter)

EIF4E2  cukaryotic translation imitiation factor 4E
heterogeneous nuclear ribonucieoproiein
HNRPL L )
catenin {(cadherin-associated protein),
CTNNB1 beta l
HEXB  {beta polypeptide)
RDBP KD RNA binding protein
SELM selepoprotein M
I—ISPAIA hmt shock 70kDa protsem 1A
_HSPAIB  heat shock 70kDa protein 1B
carboxypeptidase B2
CpB2 (plasma, carboxypeptidase U)
FOXA1l _ forkhead box Al
nnmmogiobuhn haivy oonstant gamma
_ IGHGI . .
RPL29 B’bommmi' ,
SLCHA2 saiute carvier family 44, member 2

- CXCL14 chemdnne(C»X—Cmotﬁ)thlé h

upstream transcription factor 2,
USF2  cfos

VDACZ 7 ,voltage-dependeﬂtamonchanndz .

CKAPS  cytoskeleton associated protein 5

MCAM  melanoma ccll adhesion molecule

mymhmvypolypepﬁde 11, smooth

- MYH11 muscle

RASD2 'RASD family, member2

PR domain containing 2, with ZNF
PRDM2 ~ domain

PGC pmgastncsm{pqm@ C

MAGED?2 " melanoma anngenfanuly D, 2

40275

40,2

phatt4

cukaryotic translation initiation factor

39.9

395

386

38.4
38,4
38
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