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RESUMO

A ocorréncia da leucemia aguda resulta de uma combinacdo de mutagdes e
alteracdes em funcdes protéicas que conferem a capacidade de proliferacdo, defeito na
diferenciacdo e apoptose celular. Sindromes mielodisplasicas (SMD) sdo desordens
hematopoéticas resultantes de alteracdes na célula pluripotente, caracterizadas por
hematopoese ineficaz e alta taxa de evolucdo para leucemia mieloide aguda (LMA).
Células leucémicas expressam uma variedade de receptores de fatores de crescimento e
citocinas, como o receptor do Insulin-like growth factor 1 (IGF-1R). A via de
sinalizacdo do IGF-1 inicia-se através da ativacdo de seu receptor e subsequente
ativacdo de seus substratos, como os substratos do receptor de insulina (IRS). Algumas
evidéncias indicam a participacdo das proteinas IRS em doencas hematoldgicas: (1)
IRS1 foi descrito como constitutivamente fosforilado e associado ao BCR-ABL em
células K562; (2) a expressdo de IRSI foi relacionada com pior progndstico em
leucemia linféide aguda (LLA) BCR-ABL positiva; (3) IRS2 associa-se ao receptor de
eritropoetina; (4) a expressdo de IRS2 foi modulada durante estimulos com eritropoetina
e IGF-1 e em processos de diferenciacdio em células hematopoéticas normais e
leucémicas.

Neste estudo, foi observada a presenga da expressdo génica e protéica de IRS1 e
IRS2 em células hematopoéticas normais, mielodisplasicas e leucémicas, entretanto, o
padrio de expressdo das duas proteinas foi diferente. Em linhagens celulares de
leucemia aguda, IRS1 foi expresso em linhagens de leucemia aguda mieloide (P39,
K562, NB4, KG-1, e HL60) e linfoide (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi), enquanto que
IRS2 foi expresso preferencialmente em linhagens mieloides. Em células
hematopoéticas primadrias, ndo houve diferenca na expressdo de IRSI entre células
hematopoéticas de pacientes com SMD e LMA e controles normais, € a expressao
génica de IRS1 apresentou-se aumentada em amostras de medula dssea de pacientes
com LLA em relagdo aos controles normais. A expressdo de IRS2 foi menor nas
amostras de medula dssea de pacientes com SMD, LMA e LLA em relacdo aos
controles normais, e a expressdo de IRS2 foi menor em pacientes com SMD de alto
risco se comparados com SMD baixo risco, de acordo com a classificacio FAB, WHO e

com ndmero de citopenias.
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A participacdo de IRS2 na diferenciacio eritréide de células hematopoéticas
normais e mielodisplédsicas foi evidenciada através da avaliagdo da expressdo de IRS2
durante a diferenciagdo eritroide de células progenitoras de medula 6ssea de doadores
normais e de pacientes com SMD. O estudo evidenciou o aumento da expressdo de
IRS2 durante a diferenciacdo eritroide, sendo que nas células mielodisplasicas, IRS2
apresentou um menor aumento se comparado as células hematopoéticas normais.

Em células BCR-ABL positivas, a inibi¢do da expressdo de IRS1 (realizada
através do uso de shRNA mediado por lentivirus especifico para IRS1) resultou em
inibi¢do da proliferacdo celular e crescimento clonal, acimulo de células na fase GO/G1
e reducdo de células na fase S do ciclo celular. A inibicdo de IRS1 resultou na inibi¢do
da fosforilacdo das proteinas Akt, P70S6K e ERK. Entretanto, a inibi¢do de IRS1 ndo
modulou a apoptose e as proteinas BCL2, BAX e BAD, assim como ndo modulou a
fosforilacio de BCR-ABL e CRKL e ndo apresentou sinergismo quando associado ao
inibidor de tirosina quinase do BCR-ABL (imatinib). Estes dados indicam que IRS1
participa dos processos celulares de proliferagdo celular e clonogenicidade em células
BCR-ABL positivas, através da modulacao de Akt, P70S6K e ERK.

Os achados aqui descritos sugerem que IRS1 é expresso em células
hematopoéticas normais, mielodispldsicas e leuc€micas, destacando-se sua elevada
expressdao em células de LLA e sua participac@o na via de sinalizagdo BCR-ABL. Estes
dados indicam que IRS1 pode ser um alvo terapéutico em LLA e leucemia mieloide
cronica (LMC), especialmente nas leucemias BCR-ABL positivas e resistentes a
inibidores da atividade tirosina quinase do BCR-ABL. Adicionalmente, IRS2 ¢é
expresso em células hematopoéticas, destacando-se a sua expressao reduzida em células
mielodisplésicas e leucémicas quando comparadas as células hematopoéticas normais.
A reduzida expressdo de IRS2 em células hematopoéticas de pacientes com SMD de
alto risco quando comparados aos de baixo risco e o reduzido aumento da expressdo de
IRS2 na diferenciacdo eritroide de progenitores de pacientes com SMD sugerem que a
expressao de IRS2 participa da fisiopatologia das SMD e pode ser um marcador

progndstico nesta doenga.
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ABSTRACT

Acute leukemia results from a combination of mutations and changes in protein
functions that confer the ability of proliferation, and defect in differentiation and
apoptosis. Myelodysplastic syndromes (MDS) are hematopoietic disorders caused by
alterations in pluripotent cells, characterized by ineffective hematopoiesis and a high
rate of progression towards acute myeloid leukemia (AML). Leukemia cells express a
variety of receptors for growth factors and cytokines, such as Insulin-like growth factor
1 (IGF-1R). The signaling pathway is initiated by activating its receptor and subsequent
activation of its substrates such as insulin receptor substrate (IRS). There is evidence
that suggests an involvement of IRS proteins in hematopoeitic disease: (1) IRS1 was
described as constitutively phosphorylated and associated with BCR-ABL in K562
cells, (2) the IRS1 expression was associated with a poorer prognosis in BCR-ABL
positive acute lymphoblastic leukemia (ALL), (3) IRS2 bind to erythropoietin receptors,
(4) IRS2 expression was modulated during stimulation with erythropoietin and IGF-1
during cell differentiation in normal and leukemia hematopoietic cells.

In this study, we observed the presence of the gene and protein of IRS1 and
IRS2 in normal hematopoietic, leukemia, and myelodysplastic cells, however, the
expression pattern of these proteins was different. In acute leukemia cell lines, IRS1
was expressed in myeloid leukemia cells (P39, K562, NB4, KG-1 e HL60) and
lymphoid leukemia cells (MOLT4, Junkat, Raji e Daudi), whereas IRS2 expression was
more evident in myeloid cell lines. In primary hematopoietic cells, no difference was
observed in IRS1 expression between normal, MDS and AML cells, and the IRS1
expression was increased in bone marrow samples from ALL patients compared to
normal controls. IRS2 expression was lower in bone marrow samples from patients with

MDS, AML and ALL compared to normal controls, and the IRS2 expression
was lower in high risk compared with low risk MDS patients, according to FAB and
WHO classification, and number of cytopenias.

The participation of IRS2 in erythroid differentiation of normal and
myelodysplastic hematopoietic cells was evidenced by evaluating IRS2 expression
during erythroid differentiation of progenitor cells from the bone marrow of normal

donors and patients with MDS. The study demonstrated an increase in IRS2 expression
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during erythroid differentiation, whereas in myelodysplastic cells, IRS2 showed a
smaller increase compared to normal hematopoietic cells.

In BCR-ABL positive cells, IRS1 inhibition (by lentivirus-mediated shrunk
specific for IRS1) resulted in inhibition of cell proliferation and clonal growth,
accumulation of the cells in GO/G1 phase and reduction of cells in S phase of cell cycle.
The IRSI silencing resulted in inhibition of Akt, P70S6K and ERK phosphorylation.
However, IRS1 inhibition did not modulate apoptosis; and the proteins BCL2, BAX and
BAD, did not modulate the phosphorylation of BCR-ABL and CRKL, nor did they
show synergism when combined with tyrosine kinase inhibitor of BCR-ABL (Imatinib).
These data indicate that IRS1 participates in the proliferation and clonogenic of BCR-
ABL positive cells by modulation of Akt, P70S6K and ERK.

The findings reported herein suggest that IRS1 is expressed in normal
hematopoietic, leukemia and myelodysplastic cells, highlighting its high expression in
ALL cells and involvement in the BCR-ABL pathway. These data indicate that IRS1
may be a therapeutic target in ALL and chronic myeloid leukemia (CML), especially in
BCR-ABL positive leukemias resistant to inhibitors of tyrosine kinase activity of BCR-
ABL. In addition, IRS2 is expressed in hematopoietic cells, highlighting its reduced
expression in myelodysplastic and leukemia cells compared to normal hematopoietic
cells. The reduced IRS2 expression in high risk when compared to low risk MDS and
the lower increase in IRS2 expression during the erythroid differentiation of progenitor
cells from MDS patients suggest that the expression of IRS2 participates in the

pathophysiology of MDS and may be a prognostic marker in this disease.
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SMD(P=0,0002), LMA(P=0,0031), e LLA (P<0,0001), quando comparadas a

expressdo em células hematopoéticas NOTMAIS. ......cc.eevvevererrierieniierieneniieie e 84
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Figura 17.

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21.

Expressdo de /RS2 em células totais de MO de pacientes com SMD, de acordo com
as classificacdes franco-americana-britanica (FAB) (A) e Organizagdo Mundial da
Saude (World Health Organization, WHO) (B) e de acordo com o niimero de
citopenias (C), sistema de indice progndstico internacional (International
Prognostic Scoring System, IPSS) (D) e risco citogenético (E). As linhas horizontais
representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como
calibradora. Os valores de P resultantes da comparagdo dos dois grupos estdo
INAICAdOS NA FIZULA. ..c.eerviiiiiieiiiiieee et 85

Expressdo protéica IRS1 e IRS2 em linhagens leucémicas. Andlise por Western Blot
da expressdo das proteinas IRS1 e IRS2 em 50 pg de extratos de linhagens
leucémicas linfoides (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, K562, NB4,
KG-1, e HL60). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS1
(185 kDa) ou anti-IRS2 (170 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada
no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa).
Extrato total de K562 e HL60 foi utilizado como controle de expressdo de IRS1 e
IRS2, respectivamente. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL
Western Blot Analysis System. Note a expressao protéica positiva de IRS1 em todas
as linhagens leucémicas estudadas, enquanto que a expressdo protéica de IRS2
esteve presente nas linhagens mieloides e em apenas uma das linhagens linfoides
ESTUAAAAS. c..eevirite ettt sttt et e s 86

Expressdo protéica de IRS1 em células hematopoéticas normais e de pacientes com
SMD, LMA e LLA. Andlise por Western Blot da expressdo protéica de IRS1 em
células hematopoéticas normais (NL) [células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) (n=3), medula 6ssea normal (MON) (n=01), e células CD34" de sangue
periférico de doadores normais (NL) (n=2)] e de pacientes com SMD (n=3), LMA
(n=3) e LLA (n=01). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-
IRS1 (185 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). O extrato total de K562
foi utilizado como controle de expressdo de IRS1 no Western Blot. A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note a elevada
expressdo protéica de IRS1 no paciente com LLA, em CMSP normal e células
CD34+ de doadores NOTMAIS. ......ccvueerieeriiireeiieeteeieesteesieestteseeeabeeteebeeseeenieeseneeae 87

Expressdo protéica de IRS2 em células hematopoéticas normais e de pacientes com
SMD, LMA e LLA. Anédlise por Western Blot da expressao da proteina IRS2 em
células CD34" de sangue periférico de doadores normais (CD34" NL) (n=3) e
células mononucleares de medula 6ssea de pacientes com LLA (n=01), LMA (n=3)
e SMD (n=6). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS2
(170 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa). O extrato total de
Jurkat foi utilizado como controle negativo de expressdo de IRS2 no Western Blot.
A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System.
Note uma maior expressido protéica de IRS2 nas amostras de células CD34" de
sangue periférico de doadores NOTMAIS. .......cc.ereeiirerrienieniiriente et 88

Diferenciacdo eritroide de células CD34+ de medula éssea de doadores
normais e de pacientes com SMD. Imagens obtidas por citospin com
coloracdo pandtica e Dot plot representativos de um doador nomal (A) e um
paciente com SMD (B) nos dias 6 e 12 de diferenciacdo eritroide. (C)
Expressdo do receptor de superficie da transferrina (CD71) e glicoforina A
(GPA) em células de doadores normais e pacientes com SMD nos dias 6 e
12 de diferenciagdo eritroide. Barras representam a média+DP do percentual
de células duplo positivas para CD71/GPA. (D) Andlise por PCRq da
expressdo de IRS2 em células CD34" de doadores normais € pacientes com
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Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

SMD nos dias 6, 8 e 12 da diferenciacdo eritroide. As linhas
horizontais indicam os valores medianos. Os valores de P sdo indicados na

ShRNA especifico para IRS1 mediado por lentivirus resultou no silenciamento
efetivo de IRS1 em células K562. A quantifica¢do da expressdo de IRS1 nas células
shIRS1 em relacdo a células shControle. Expressdo dos niveis de IRS1 foram
normalizado pelos controles endégenos HPRT (A) e p-actina (B). Os resultados
foram analisados usando 2**“". (C) Anilise por Western Blot de extratos protéicos
de células shIRS1 e shControl. A membrana foi incubada com anticorpos anti-IRS1
(185 kDa) ou anti-Actina (42 kDa) como controle da quantidade de proteina
aplicada no gel. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot
Analysis System. Os gréficos de barras representam a média+DP das intensidades de
bandas de 3 experimentos independentes. A expressdo protéica de IRS1 foi
corrigida pela expressdo de actina correspondente (Scion Imagine software).
FPK0.05, tESLE 1 STUACHL . ... e e 90

O silenciamento de IRS1 reduz a proliferagdo celular e ndo tem efeito sinérgico
com o tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A proliferacdo celular
foi determinada pelo ensaio de MTT apds 48 horas de incubacédo de células shIRS1
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normalizado pelas células shControle ndo tratadas. Os resultados sdo apresentados
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O silenciamento do IRS1 reduz a clonogenicidade e ndo tem efeito sinérgico ao
tratamento com mesilato de imatinib em células K562. Colonias contento células
vidveis foram detectadas pela adicdo de MTT apéds 8 dias de incubag@o de células
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O silenciamento de IRS1 ndo altera a apoptose e ndo tem efeito cumulativo com
tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A apoptose foi detectada por
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O silenciamento de IRS1 ndo altera a atividade de caspase-3 e ndo tem efeito
cumulativo com tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A atividade
de caspase-3 foi detectada por citometria de fluxo em células shControle e shIRS1
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O silenciamento de IRS1 diminui a fosforilagdo de Akt, P70S6K e ERK1/2 em
células K562. Western blot de extratos protéicos de células shControle e shIRS1
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Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

O silenciamento de IRS1 ndo modula expressdo de BCL2 e BAX e a fosforilagao de
BAD em células K562. Western blot de extratos protéicos de células shControle e
shIRS1 para avaliacdo da expressdo de BCL2 (A), BAX (B) e fosfo-BAD (C); as
membranas foram re-incubados com o anticorpo para deteccdo da proteina total
respectiva. Os graficos de barras representam a média+DP dos niveis das proteinas
normalizados pela actina para expressdo protéica ou proteina total para fosforilagdo
protéica e sdo representativos de trés experimentos independentes. * P>0,05; teste t
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O silenciamento de IRS1 ndo modula a fosforilagio de BCR-ABL e CRKL em
células K562. Lisados de células shControle e shIRS1 contendo quantidades iguais
de proteina foram submetidos a imunoprecipitacdo (IP) com anticorpo anti-ABL e
incubados com anti-fosfotirosina (P-Tyr) (A). Extratos celulares totais foram
incubados com anti-fosfoCRKL e normalizado pela expressdo de CRKL total (B).
Os gréificos de barras representam a médiatDP dos niveis das proteinas
normalizados pela proteina total respectiva, e s@o representativos de trés
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Representacdo esquemadtica das interacdes e da suposta funcido de IRS2 nas células
hematopoéticas. IRS2 associa-se com IGF-1R e EpoR. A ativagdo desses receptores
resulta na ativacdo de IRS2 que por sua vez, atua na sobrevivéncia e na
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Representacdo esquemadtica das interacdes e da suposta funcido de IRS1 nas células
BCR-ABL positiva. IRS1 se associa com BCR-ABL, PI3K e Grb2 em células
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Proliferacdo, diferenciacio e apoptose de células hematopoéticas normais e
leucémicas sdao reguladas, dentre outros fatores, por estimulos extracelulares de
citocinas e interagdes com o microambiente. A resposta a estes estimulos é transmitida
da membrana celular ao nicleo através de vias de transmissdao de sinalizagcdo celular,
incluindo a via de JAK/STAT, RAS/Raf/MEK/ERK, e PI3K/Akt(1, 2). A alteracdo da
sinalizacdo normal ocorre como resultado de mutacgdes, alteracdo de expressdo ou
ativacdo dos componentes das vias de sinalizacdo, com consequente alteracdo na
regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. A ocorréncia de sindrome
mielodispléscia e leucemia aguda resulta de uma combinacio de mutagdes e alteragdes
em funcdes protéicas que conferem a capacidade de proliferacdo, defeito na

diferenciagéo e apoptose celular(2-4).

Sindromes mielodisplasicas e leucemias agudas

Sindromes mielodispldsicas (SMD) sdo desordens hematopoéticas resultantes de
alteracdes na célula pluripotente e caracterizadas por hematopoese ineficaz(5).
Anormalidades na diferenciacdo celular provavelmente estdo envolvida na patogénese
das SMD(6-8) e a eritropoese € gravemente comprometida levando a anemia e a
necessidade de transfusdo. Os mecanismos que levam a inefetiva eritropoeise devem-se
aos defeitos no crescimento, diferenciagdo ou apoptose do progenitor eritroide(9) e
defeitos no receptor de eritropoetina (EpoR)(10) ou na transmissdo de sinal da via da
eritropoeina (Epo).

As SMD primadrias foram classificadas em 1982 pelo grupo cooperativo franco-
americano-inglés (FAB) nas seguintes categorias: anemia refratiria (AR), anemia
refrataria com sideroblastos em forma de anel (ARSA), anemia refratdria com excesso
de blastos (AREB), anemia refratiria com excesso de blastos em transformacao
(AREBt), e leucemia mielomonocitica cronica (LMMC), apresentando dentre estas
classes um aumento progressivo no nimero de precursores imaturos na medula (de 5%
até 30% de blastos)(11). Em 2001, a Organizacdo Mundial de Saide (World Health
Organization, WHO) propds uma nova classificacdo, com modifica¢des que melhoram
o valor progndstico da mesma(12), que foi revisada e atualizada em 2008(13). Esta
classificagdo vem sendo aceita pela comunidade cientifica. As modificacdes dizem
respeito a: 1) diminui¢do do nimero de blastos na medula éssea para definir leucemia

mieloide aguda (de 30 para 20%), eliminando o subgrupo anemia refrataria com excesso
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de blastos em transformacio; 2) separagdo dos subgrupos AR e ARSA em 4 entidades,
dependendo se hd comprometimento tinico ou multiplo das linhagens hematopoiéticas,
ou se hd delecdo do cromossomo 5q; 3) subdivisio do subgrupo AREB em duas
categorias dependendo do niimero de blastos na medula éssea (5-9% blastos ou 10-19%
blastos) e sangue periférico; 4) transferéncia do subgrupo LMMC das SMD para um
novo grupo de doencas hematoldgicas. Deste modo, as mielodisplasias sdo
classificadas, segundo a WHO, nas seguintes categorias: anemia refratiria com
sideroblatos em anel (ARSA), citopenia refratiria com displasia unilinear (CRDU),
citopenia refratdria com displasias multilinear (CRDM), anemia refratiria com excesso
de blastos-1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), sindrome mielodispldsica ndo classificada
(SMD-N) e SMD associada com delecdo isolada no cromossomo 5q (SMD-5qg-). O
Indice de Prognéstico Internacional (Internacional Prognostic Score System; IPSS) nas
SMDs, derivado da andlise de mais que 800 casos, resultou em classificagdo
prognostica das SMDs a depender do nimero de citopenias, nimero de blastos no
aspirado de medula 6ssea e citogenética. Este indice prognéstico prediz com certa
precisdo a sobrevida e risco de evolucdo para LMA(14).

As SMD possuem alta taxa de evolugdo para leucemia mieloide aguda (LMA)
(Figura 1) e a identificag¢@o de vias de sinalizag¢@o celular envolvidas na patogénese das
SMDs € de grande importincia uma vez que a melhor compreensdo destas vias de
sinalizac@o pode auxiliar no desenvolvimento de drogas para o tratamento das SMDs de
forma a induzir a remissdo da doencga ou retardar a evolucdo para LMA. A desregulacdo
de vias de sinalizagdo celular em mielodisplasia tem sido recentemente descrita.
Martelli e colaboradores(15) identificaram que células mononucleares de pacientes com
mielodisplasia de alto risco apresentam elevada expressao de PI3K, elevada fosforilacdo
de Akt e reduzida expressdo de PTEN, quando comparadas as células mononucleares de
pacientes com mielodisplasia de baixo risco e de individuos normais. A desregulacdo de
multiplas vias de sinalizagdo celular, incluindo PI3K/Akt € também frequente em

LMA(D).
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Figura 1. Hipotese das muiltiplas etapas da patogénese das SMD. Injurias iniciais na
célula-tronco hematopoética podem ser causadas por reagentes quimicos, radiacio,
drogas citotoxicas ou mutagdes enddgenas. O acimulo dessas alteracdes pode afetar o
controle do ciclo celular e a transcricdo de supressores tumorais, resultando na expansao
de clones com SMD, que inicialmente apresentam altas taxas de apoptose. A progressao
para LMA, provavelmente ndo depende da ordem das alteragdes genéticas, e sim dos
genes que sao alterados. A etapa final, na transformacio leucémica, pode ocorrer devido
ao aumento de proto-oncogenes e/ou por hipermetilacdo de alvos criticos, resultando na
diminui¢do de apoptose com aumento da proliferacdo. (adapatado de Nolte et al.,
2008(6))

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de doengas malignas
caracterizadas por defeitos na diferenciacio e elevada proliferacdo de progenitores
hematopoéticos, resultando na expansdo e acimulo de blastos(16, 17). Os sintomas
mais freqiientes sdo: anemia, neutropenia, trombocitopenia e infiltragdo de 6rgdos como
figado, baco, linfonodos, entre outros. As leucemias agudas sdo subdivididas em
leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia linféide aguda (LLA) dependendo da
presenca de mieloblastos ou linfoblastos, respectivamente. Em 1976, foi proposta pela
FAB uma classificacdo para LMA em 8 subgrupos, que se baseia em pardmetros
morfolégicos e citoquimicos(18). As LLAs sdo subdivididas em 2 grupos, de acordo
com caracteristicas imunoldgicas: precursor B (LLA-préB) e precursor T (LLA-T),

enquanto que as células B maduras sdo chamadas de linfoma/leucemia de Burkitt (LLA-
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B)(19). Adicionalmente, células leucémicas expressam uma variedade de receptores de
fatores de crescimento e citocinas, dentre estes o receptor FL'T3(20), c-kit(21), receptor
do VEGF (vascular endothelial growth factor receptor-I)(22) e receptor do IGF-1
(Insulin-like growth factor-1)(23).

A via de sinalizacdo do IGF-I é importante no desenvolvimento de diversas
neoplasias, como carcinoma de mama, cdlon, préstata(24) e mieloma maltiplo(25). A
inibi¢do do receptor de IGF1 (IGF1-R) diminui a proliferacdo de células de mieloma
multiplo “in vitro” e “in vivo”(25). Recentemente, Chapuis e colaboradores(26)
descreveram que a producgdo autdcrina de IGF1 € responsével pela ativacdo constitutiva
de Akt na LMA, contribuindo para o crescimento clonal e proliferacdo das células
leucémicas. A via de sinalizagdo do IGF-I inicia-se através da ativacdo de seu receptor e

subsequente ativagdo de seus substratos, como os substratos do receptor de insulina(27).

BCR-ABL e leucemia

A rede de sinalizacdo controlada pela quinase breakpoint cluster region-abelson
(BCR-ABL) é complexa e altamente redundante(28) (Figura 2), e resulta num fendtipo
alterado de casos de LLA Philadelphia positivo (Ph+) e da leucemia mieloide cronica
(LMC), uma sindrome mieloproliferativa resultante da proliferacdo descontrolada das
células da medula dssea e inibi¢do da apoptose(29). A presenca de BCR-ABL ocorre em
100% dos casos de LMC e em 20-40% dos casos de LLA(30). Esforcos significativos
estdo sendo realizados para a compreensdo dos mecanismos moleculares da agdo do
BCR-ABL, através da identificacdo das vias de sinalizacdo que sdo afetadas pela sua
atividade tirosina quinase. Indmeros substratos e ligantes de BCR-ABL té€m sido
identificados e os esforcos atuais estdo dirigidos para a investigacdo dos defeitos
patoldgicos especificos que caracterizam a LMC(31). Apesar da alta expansdo na lista
das vias de sinalizacdo ativadas por BCR-ABL e da crescente complexidade dessas,
todas as funcdes de transformacgdo pelo BCR-ABL dependem de sua atividade tirosina
quinase(32), que € especificamente inibida pelo mesilato de imatinib (Gleevec/Glivec,
STIS71, Novartis, Basel, Suica). Mesilato de imatinib é uma pequena molécula
inibidora da atividade tirosina da oncoproteina BCR-ABL e induz a parada no
crescimento e apoptose em células BCR-ABL positivas(33). No entanto, o
desenvolvimento de resité€ncia ao imatinib tem emergido como um problema importante

em pacientes com LMC, que na sua maioria se deve a aquisicio de mutacdes no
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dominio quinase de BCR-ABL(34, 35). Diferentes estratégias t€m sido implementadas
para superar essa resisténcia, incluindo a sintese de novos inibidores ATP-competitivo
ou ndo-ATP-competitivo de BCR-ABL e inibidores tirosina quinase multialvos. Uma
abordagem alternativa € o uso de outros compostos que ndo se ligam diretamente a
proteina BCR-ABL, em vez disso, estas moléculas atuariam sobre outras proteinas que
sdo reguladas por BCR-ABL e participariam da via de sinalizagdo BCR-ABL e do

processo de transformacio maligna das células.

Proteinas de

citoesqueleto

Nucleo

Figura 2. Representacao esquematica da ativacao das vias de sinalizacao por
BCR-ABL. Diagrama simplificado das associacdes entre o BCR-ABL e proteinas de
sinalizacdo. (adaptado de Deininger et al.,2000(28) e Kharas e Fruman, 2005(36))

Substratos do receptor de insulina

Os substratos do receptor de insulina (IRS) sdo uma familia de proteinas
citoplasmdticas composta por seis membros (IRS1-6) que atuam como proteinas
adaptadoras(37-42). As proteinas IRS integram e coordenam numerosos processos, pois
agem intermediando a transmissdo dos sinais do meio extracelular ao intracelular
através de receptores transmembrana(38). Apesar da proteinas IRS terem sido

identificadas pela primeira vez como intermedidrios de sinalizacdo do receptor de
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insulina(38), as proteinas IRS sdo também as principais moléculas que atuam em
resposta ao estimulo de IGF1-R(27, 43). Proteinas IRS regulam uma série de processos
como crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e proliferacdo e respondem a diversos
estimulos como, por exemplo, estéroides, citocinas, hormdnios e integrinas(44-49).

As proteinas IRS ndo possuem atividade quinase ou outra atividade enzimética
intrinseca, no entanto elas contribuem como adaptadores para organizacdo de
complexos de sinaliza¢do(38). Os IRS tém niveis elevados de homologia nas regides N-
terminais, que contém dois dominios conservados, que participam no recrutamento por
receptores: PH (pleckstrin homology) e PTB (phosphotyrosine binding). O dominio PH
atua em interagOes proteina-proteina e facilita o recrutamento pelos receptores e
proteinas-fosfolipideos que se localizam na membrana plasmética(50-52). O dominio
PTB contém os residuos de tirosina que interagem com sitios NPXY dos receptores
ativados(53, 54).

A ativacdo das proteinas IRS ocorre ap6s a fosforilagdo dos residuos de tirosina
na regido carboxi-terminal, que contém mais de vinte sitios de tirosina. Uma vez
fosforilados, os IRS sdo capazes de se ligar a varias proteinas contendo dominio SH2,
incluindo PI3K, Fyn, Grb2, Nck, Csk e SHP2(42, 55-61). Dessa associacdo resulta a
ativacdo de multiplas vias de sinalizagdo, incluindo as importantes vias PI3K-
Akt/mTOR e MAPK(55, 62)(Figura 3).

A via de sinalizagdao PI3K desempenha um papel critico em muitos eventos
biolégicos incluindo mitogénese, motilidade, metabolismo e sobrevivéncia celular(63).
Existem vdrios sitios YMXM na regido carboxi-terminal das proteinas IRS, que uma
vez fosforilados, ligam-se ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI3K, com

consequente ativacdo de Akt(48, 55, 62).
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A PI3K foi originalmente identificada como um dimero composto de uma
subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85). A ligacdo de proteinas
fosforiladas ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI3K ativa o dominio catalitico
associado. A enzima catalisa a fosforilacdo dos fosfoinositideos na posicdo 3 do anel de
inositol produzindo fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato, PI(3,4,5)P3, que ativa substratos
intracelulares como a Akt(64). A Akt destaca-se como uma das principais proteinas alvo
da PI3K na prevencdo da apoptose(65). O efeito antiapoptdtico da Akt deve-se a
fosforilacdo de seus substratos, incluindo BAD, caspase 9, NF-kB e a familia dos
fatores de transcricdo tipo forkhead(65). A fosforilacdo de BAD previne sua interacdo
com BCL-2 e BCL-X, permitindo sua a¢do antiapoptdtica na via mitocondria(66).

As proteinas IRS também se ligam a Grb2, levando a ativagdo da cascata
MAPK, incluindo a proteina ERK. A ativacdo da cascata MAPK ¢é fundamental para
diferenciagcdo e proliferacdo celular. Além disso, as proteinas IRS podem se ligar a
outras proteinas adaptadoras como NCK, CRK, ou Fyn quinase que também resultam

na ativacdo da cascata MAPK(56, 59, 67).
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Figura 3. Representacido esquematica da participacao de IRS na ativacdo das
cascatas PI3BK-Akt/mTOR e MAPK. A ativagio de um receptor tirosina quinase,
como por exemplo, IGF1-R, resulta na fosforilacio em residuo de tirosina de IRS. A
associacdo de IRS com PI3K resulta na ativacdo de Akt/mTOR e a associacdo de IRS
com Gbr2 resulta na ativacdo da cascata MAPK, incluindo ERK. Esses eventos
resultam na ativacdo de sintese protéica, proliferacdo e sobrevivéncia. (adapatado de
Mardilovich et al., 2009(68))

IRS1 foi o primeiro membro das proteinas IRS a ser identificado e clonado, estd
localizado no cromossomo 2 (banda 2q-36-37) e a proteina resultante possui peso
molecular de 185 kDa(38). IRS2 esta localizado no cromossomo 13 (banda 13gq34.1) e a
proteina resultante possui peso molecular de 170 kDa(39).

Apesar de IRS1 e IRS2 terem estruturas semelhantes e de ambos interagirem
com efetores de sinalizacdes comuns como PI3K, Gbr2 e SHP2, IRS1 tem sido mais
frequentemente associado ao crescimento tumoral e proliferacdo, enquanto IRS2 tem
sido associado a motilidade e invasao(68). IRS2 possui um dominio adicional ao IRS1,

o dominio KRLB (kinase regulatory loop binding) que contribui para o recrutamento

por receptores(53, 54, 69) (Figura 4).
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Figura 4. Representacao esquematica da estrutura protéica primaria de IRS1 e
IRS2. Representacdo esquematica da estrutura priméria das proteinas, os dominios
conservados PH e PTB e os sitios de interacdo com os efetores de sinalizagdo PI3K,
Gbr2 e SHP2. Note a elevada homologia entre IRS1 e IRS2, e a presenca do dominio
KRLB em IRS2. (adaptado de Mardilovich et al. 2009(68))

IRS1 e sua participaciao em neoplasias

Alguns estudos relatam que as proteinas IRS possuem sua expressao alterada em
alguns tipos de cancer, podendo atuar como oncogenes e induzir transformagdo
maligna(68). A maior parte desses estudos focou na expressdo de IRS1 e IRS2, visto
que sdos os mebros da familia IRS que, em condi¢des normais, estdo presentes na
maioria dos tecidos(70).

IRS1 tem sido descrito como altamente expresso e constitutivamente ativado em
muitos tipos de cancer, incluindo cincer de mama(71-73), ovdrio(74), prostata(75),
pancreas(76), mesotelioma(77), hepatoma(78, 79) e meduloblastoma(80), seu potencial
na transformacdo maligna também tem sido relatado(81-83). Interessantemente, IRS1
foi encontrado menos expresso em tumores com baixos indices de diferencia¢do(73,
84).

Em 2003, nosso grupo de pesquisa descreveu que IRS1 é constitutivamente
fosforilado e associado com BCR-ABL em células K562, um modelo de leucémia
mieloide crénica (LMC)(85). Nesse estudo, IRS1 foi descrito como associado a PI3K e
Grb2, e o tratamento com mesilato de imatinib resultou na diminui¢cdo tempo e dose-
dependente da fosforilagdo de IRS1(85) (Figura 5). Esse conjunto de dados sugere a
formacdo de um complexo BCR-ABL/IRS1/Grb2/PI3K, onde o status de fosforilacdo
de IRS1 via BCR-ABL ¢ importante na manutencio da estabilidade do complexo, uma
vez que o tratamento com imatinib resultou em diminui¢@o significativa da associacdo
IRS1/PI3K e IRS1/Gbr2, com consequente atenuagdo na atividade de PI3K e da via de
sinalizacio MAPK. No entanto, o papel bioldgico e a funcdo do IRSI nas vias

sinalizacdo de BCR-ABL, Akt e MAPK continuam uma questio a ser esclarecida.
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Outro estudo realizado por Juric e colaboradores(30) observou, através de
andlises computacionais de dados obtidos de microarray, que a expressao de IRSI foi
negativamente correlacionada com a sobrevida, independente da idade e contagem de

leucdcitos no momento do diagndstico, em pacientes com LLLA BCR-ABL positivos.

BCR-ABL

tratamento com
mesilato de imatinib

Figura 5. Representacdo esquematica das interacoes de IRS1 em células K562.
IRST1 esta constitutivamente fosforilado e associado com BCR-ABL, PI3K e Gbr2 em
células K562. O tratamento com imatinib resulta na inibi¢do da fosforilagdo de IRS1.

IRS2 e sua participacao em células hematopoéticas

Assim como IRS1, IRS2 também tem sido descrito como altamente expresso em
alguns tipos de cancer(77-79, 86-88). IRS2 ¢ uma proteina adaptadora que se liga ao
IGF1-R e ao EpoR (89, 90). A Epo é um fator de crescimento necessdrio para a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo eritroide(91). A Epo se liga ao EpoR, um
membro da superfamilia de receptores de citocinas, levando a ativacdo do receptor e de
processos intracelulares associados a JAK2(92). Como resultado da fosforilagdo em
tirosina do EpoR ocorre o recrutamento de vdrias proteinas contendo o dominio Src-
homology-2 (SH2), como IRS2, levando a ativacdo de diferentes vias de
sinalizacao(93).

IRS2 ¢ fosforilado em resposta a Epo em células de medula 6ssea normal e na

linhagem leucémica UT-7(90). Durante a inducdo de diferenciacdo granulocitica da
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linhagem leucémica HL60, foi observado um aumento da expressdo e fosforilagdo de
IRS2 em resposta a IGF1, sem detec¢do de expressdo de IRS1(94). Esses dados
sugerem que IRS2 possa desempenhar um papel na diferenciacdo de células
hematopoéticas.

Em vista dos dados da literatura que indicam a importancia de IRS1 e IRS2 no
processo de transformacdo neopldsica e em diferentes processos em células
hematopoéticas, como a associacio de IRS1 com a oncoproteina BCR-ABL e
partcipacdo de IRS2 na via de sinalizagdo da Epo, as seguintes perguntas foram
formuladas: (1) Estariam IRS1 e IRS2 diferencialmente expressos em células
hematopoéticas normais, mielodispldsicas e leucémicas? (2) Haveria alteracdo na
expressao de IRS2 durante o processo de diferenciacdo eritroide? (3) Qual seria o papel
funcional de IRS1 nas células BCR-ABL positivas? Para responder a estas questdes

surgem os objetivos deste trabalho.
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Objetivo Geral

Caracterizar a expressdo génica e protéica de IRS1 e IRS2 em células

hematopoéticas normais e leucémicas, avaliar a expressio de IRS2 durante a

diferenciacdo de progenitores hematopoéticos e verificar a funcdo de IRS1 em células

leucémicas BCR-ABL positivas.

Objetivos Especificos

1.

Caracterizar a expressdo génica e protéica de IRS1 e IRS2 em células
hematopoéticas normais e células hematopoéticas de pacientes com SMD,
LMA e LLA.

Caracterizar a expressdo de [RS2 durante a inducdo de diferenciagdo
eritroide em doadores normais e em pacientes com SMD.

Em células K562:

a-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na proliferacio,
clonogenicidade, ciclo celular e apoptose.

b-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na vias de sinalizacdo
Akt/mTOR e MAPK.

c-) Avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 na fosforilagio de BCR-

ABL e CRKL.
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CASUISTICA
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Células hematopoéticas normais

As células hematopoéticas normais foram obtidas de sangue periférico (n=9) ou
de medula 6ssea (n=17) de doadores normais, incluindo 9 homens e 3 mulheres, com
idade mediana de 35 anos (18-56 anos) do Hemocentro da Unicamp com aprovagido do

Comité de Etica em Pesquisa e consentimento informado.

Células hematopoéticas de pacientes com diagnoéstico de

Mielodisplasia e Leucemia Aguda

As amostras foram obtidas de medula &ssea de pacientes atendidos no
ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp, com aprovag¢do do Comité de
Etica em Pesquisa e consentimento informado. As amostras foram coletadas no
momento do diagnéstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda, antes de qualquer
tratamento. Utilizamos neste estudo as amostras que foram coletadas entre o periodo de
Maio de 2001 a Outubro de 2009, que apresentavam os dados hematoldégicos do
diagnéstico, confirmagdo do diagndstico de mielodisplasia ou de leucemia aguda
através de mielograma, citoquimica e imunofenotipagem, e que apresentavam RNA de
boa qualidade no momento da realizacdo dos experimentos. Foi incluido um total de 32
pacientes com diagnéstico de SMD e 33 pacientes com diagndstico de leucemia aguda,
sendo 22 LMA e 11 LLA. As caracteristicas dos pacientes com SMD e com leucemia

aguda estdo descritas nas tabelas 1 e 2, respectivamente.
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Tabela 01. Caracteristicas dos pacientes com diagndstico de SMD

Nuimero

Pacientes 32
Sexo

Masculino/Feminino 17/15
Idade (anos), mediana (faixa) 73,3 (17-90)
FAB

AR/ARSA 14/4

AREB/AREBt 9/5
WHO

CRDU/ CRDM/ARSA 2/11/4

AREB-1/AREB-2 8/4

LMA com alteracdes relacionadas com mielodisplasia * 3
Nuimero de Citopenias

0 ou 1 citopenia 14

2 ou 3 citopenias 18
IPSS

baixo-risco/ INT-1 8/16

INT-2/ alto-risco 6/2
Citogenética

Normal 26

Monossomia 7 1

Trisomia 8 1

-Y 1

Complexo 3

Abreviacoes: SMD: sindrome mielodispldsica; FAB: French-American-British, AR:
anemia refrataria; ARSA: anemia refrataria com sideroblastos em anel; AREB:
anemia refratdria com excesso de blastos; AREBt: anemia refratdria com excesso de
blastos em transformagcdo; WHO: World Health Organization, CRDU: Citopenia
refratdria com displasia unilinear, CRDM: citopenia refratdria com displasia
multilinear, ARSA: anemia refrataria com sideroblastos em anel, AREB-1: anemia
refrataria com excesso de blastos-1, AREB-2: anemia refratiria com excesso de
blastos-2, LMA: leucemia mieloide aguda, IPSS: International Prognostic Scoring
System, INT-1: intermedidrio-1, INT-2: intermedidrio-2.* Excluido das andlises da
classificacdo WHO.
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Tabela 02 - Caracteristicas dos pacientes com

diagndstico de leucemia aguda

Numero

Pacientes com LMA 22
Sexo

Masculino/Feminino 13/9
Idade (anos), mediana (faixa) 52,3 (24-81)
FAB

MO 1

M1 4

M2 7

M3 2

M4 3

M5 2

M6 1

M7 2
Pacientes com LLA 11
Sexo

Masculino/Feminino 5/6
Idade (anos), mediana (faixa) 31,5 (20-62)
FAB

LLA-T 6

LLA-préB 3

LLA-B 2

Abreviacoes: LMA: leucemia mieloide aguda; FAB:
French-American-British; LLA: leucemia linféide

aguda.

Linhagens celulares

Linhagens celulares humanas de leucemias agudas foram adquiridas no ATCC,
Philadelphia, USA. Foram utilizadas linhagens linfoides (MOLT4, Jurkat,
Raji e Daudi) e linhagens mieloides (P39, K562, NB4, KG1, e HL60). A descricao das

linhagens leucé€micas estd na Tabela 3.
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Tabela 3. Descri¢ao das linhagens leucémicas.

Linhagem Descricdo

MOLT4 LLAT

Jurkat LLAT

Raji LLA B/Linfoma de Burkitt

Daudi LLA B/Linfoma de Burkitt

P39 Leucemia mielomonocitica secunddria a mielodisplasia
K562 Leucemia mieloide cronica em fase blastica, t(9;21)
NB4 Leucemia promielocitica aguda, t(15;17)

KGl1 Eritroleucemia

HL60 Leucemia mielocitica aguda
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Processamento das amostras

Para obtencdo de RNA, células de medula 6ssea (MO) foram coletadas em
EDTA e submetidas a lise de hemécias com tampdo contendo cloreto de amo6nio. A
seguir, as células foram submetidas a extracdo de RNA.

Para extracdo protéica, as células mononucleares de MO ou sangue periférico
foram obtidas através de gradiente de separagdo Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis, MO)
e submetidas a extragdo protéica.

Para separag@o de progenitores CD34", as células mononucleares de MO ou de
sangue periférico foram isoladas em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma, St. Louis,
MO) e separadas através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS, de acordo com as
instru¢des do fabricante (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Apds
purificacdo, as células foram submetidas a ensaios de diferenciacdo ou extracdo

protéica.

Extracao do RNA total

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O
Trizol é um reagente que apresenta uma solugdo monofésica de fenol e isotiocianato de
guanidina. A extracio de RNA com esse reagente ¢ uma adaptagdo do método
desenvolvido por Chomczinki e Sacchi(95). Ao precipitado de células, contendo 5x10°
a 1x10’ células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até que
se tornasse bastante fluida. A purificagdo do RNA deu-se segundo o protocolo do
fabricante. A quantificacio do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade
optica (DO) de uma aliquota da amostra em espectofotdmetro com comprimento de
onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm 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 esse varia
normalmente entre 1,6 e 1,8. A qualidade das amostras de RNA obtidas ap6s a extracio
foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose denaturante com formaldeido

1,2% e as bandas 28 e 18S foram visualizadas em luz ultratioleta (Figura 6).
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Figura 6. Gel de agarose denaturante a 1,2% de RNA total. As setas indicam as
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A presenca das subunidades € indicativa
do grau de integridade da amostra.

Tratamento do RNA total com DNAse I

O RNA total de células foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 U/uL (Life
Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 pug de RNA por 15 minutos a
temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possivel contaminag¢io deste material com
DNA gendmico. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de uma solu¢do de EDTA com

concentracdo final de 2 mM. A enzima foi inativada por uma incubac¢do de 10 minutos a

65°C.

Transcri¢io em cDNA

As amostras de RNA total, contendo 5 ug de RNA e tratadas com DNAse I,
foram transcritas reversamente em cDNA (hibrido RNA-cDNA) em uma reacdo de
volume final de 20 puL (Life Techologies). A reagdo foi iniciada adicionando aos 5 pug
de RNA tratado 1 pL de oligonucleotideo (dT) 500 ug/mL e 1uL da mistura (10 mM)
de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi
aquecida por 5 minutos a 65°C, e, em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entéo, 4
pL do tampdo de reagdo 5x, contendo 250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 375 mM KCl, 15
mM MgCl, e 0,1 M DTT, e 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript I, que
catalisa a reacdo de extensdo da fita complementar. Essa mistura foi incubada por 50
minutos a 42°C. A seguir, foi feita a desnaturacdo da reacdo por 15 minutos a 70°C e
finalmente foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solucdo incubada por 20
minutos a 37°C. As amostras de cDNA foram quantificadas através do

espectrofotometro de luz ultravioleta (Gene Quant-Pharmacia).
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Como controle da transcri¢cdo em cDNA foi realizado uma PCR para o gene f2—
microglobulina. A PCR para amplificacdo de f2-microglobulina foi realizada para um
volume final de 50 pL de reagdo que contém: 1,5 puL. do cDNA sintetizado, 5 ul de
tampao de reacdo, 3 uL MgCl, 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 nM de

cada iniciador. Foi realizado um controle negativo, sem adicdo de cDNA. As sequéncias
dos iniciadores de p2-microglobulina utilizados foram: FW: ATGTCTCG
CTCCGTGGCCTTAGCT; RV: CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC. O programa
foi composto de 5 minutos de desnaturagdo a 94°C, seguido por 35 ciclos de 40
segundos a 94°C, 40 segundos a 55°C e 40 segundos a 72°C, com uma fase final de 72°C
por 7 minutos, os fragmentos resultantes contém 300 pb e foram visualizadas em luz

ultravioleta em gel de agarose 2%.(Figura 7).
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Figura 7. Produtos resultante da PCR para amplificacao de f2 —microglobulina
visualizados em gel de agarose. 1: marcador de peso moledular 100 pb, 2: controle
negativo, 3 — 8: amplicons. As setas indicam a presen¢a da banda de 300 pb
correspondente ao amplicon de 52 —microglobulina. A presenga das bandas € indicativa
que a sintese de cDNA foi bem sucedida.

PCR quantitativo (PCRq)

Amplificacdo em tempo real foi realizada no ABI 7500 Sequence Detector
System (Applied Biosystems) utilizando-se SybrGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems).

Quarenta ng de cada amostra de cDNA foram utilizados na reagdo com os
iniciadores. As concentracdes e as sequéncias dos iniciadores sdo descritas na Tabela 4.
Um controle negativo, sem adi¢do de cDNA, foi realizado para cada par de iniciadores.
O protocolo de dissociagdo foi realizado no final de cada reacdo para verificar
amplificacoes ndo especificas. Cada reacdo foi repetida trés vezes no mesmo
experimento. As expressdes de HPRT ou f-actina foram utilizadas como controle

endégeno e uma amostra de cDNA de um doador normal foi utilizada como a amostra
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calibradora. A quantificacdo relativa da expressdo génica da IRSI e IRS2 foi calculada

utilizando-se a férmula 27T (96).

Tabela 4. Concentracio e Sequéncia dos Iniciadores.

Gene Concentracio Sequéncia dos Iniciadores

FW: 5° TGA CCA TGC AGA TGA GTT GTCC 3’
IRS1 600 nM

RW: 5" CGC ATG TCA GCA TAGCTT ACAG3

FW: 5> GAGTGCACCCGTACCTATGGAA 3’
IRS2 300 nM

RW: 5 GAAATCCGGCTTTACCTTGAACT G 3’

FW: 5’AGG CCA ACC GCG AGA AG 3

_Acti 1 M
p-Actina S0m RW: 5’ACA GCC TGG ATA GCA ACG TAC A 3’

FW: 5" GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’

HPRT 150 nM
RW: 5 TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’

Western Blot

Ao precipitado celular contendo 5x10° a 1x10” células foi acrescentado tampao
de extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM
NaCl, 0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na;VQO,, 100 mM NaF, 10 mM
NasP,0;, e 4 mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem
bastante fluidas. Apds 30 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de
centrifugacdo a 4°C durante 20 minutos para remocao dos restos celulares. Ao produto
do extrato total proteico, adicionou-se tampdo de Laemmli contendo 100 mmol/L de
ditiotreitol e aqueceu-se em dgua fervente por 4 minutos. Apds isso, as amostras foram
submetidas a eletroforese ou armazenadas a -80°C. Para produ¢do de imunoprecitado
adicionou-se as aliquotas o anticorpo de interesse e proteina A-Sepharose 6MB. Apds o
término da incubagdo e da lavagem, os precipitados foram ressuspendidos em tampao
de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e aquecidas em 4gua fervente por 4
minutos. Em seguida, as proteinas imunoprecipitadas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories, Richmond, Ca). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a
membrana foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado
de transferéncia da Bio-Rad. A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi
reduzida por pré-incubacdo da membrana por 1 hora com tampao de bloqueio (5% leite

em pé magro, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20) a 4°C. A
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membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com anticorpos especificos diluidos em
tampdo de bloqueio (0.3% de leite em p6é magro) por 12 horas a 4°C e entdo lavadas 3
vezes com solucdo basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20).
Os anticorpos primérios utilizados foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA): anticorpos monoclonais que reconhecem o fosfotirosina (p-Tyr) (sc-
508), ABL (sc-23), p-ERK (sc-7383), P70S6K (sc-8418), CRKL (sc-319), BAX (sc-
20067) e anticorpos policlonais que reconhecem actina (sc-1616), IRS1 (sc-559),
Aktl1/2 (sc-8312), p-P70S6K (sc-7984), BCL2 (sc-492), p-BAD (sc-7999) e BAD (sc-
943). Anticorpos monoclonais que reconhecem p-Akt (9271) and p-CRKL (3181) foram
obtidos da Cell Signaling Technology (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) e Anti-
ERK1/2 (13-6200) da Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O sistema de revelacdo
usado foi baseado em quimioluminéscencia, e realizado de acordo com orientacdes do
fabricante, ECLTM Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech,
UK). Em suma, as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secunddrio,
conjugado a HRP (Horseradish peroxidase), lavadas novamente, e entdo submetidas ao
substrado da enzima, resultando em um produto luminescente, detectado por
autoradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Analises
quantitativas da intesidade das bandas de proteinas foram determinadas utilizando-se o
Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). A intensidade de expressio
protéica foi normalizada pela expressdo da actina e a intensidade da fosforilacdo

protéica foi normalizada pela expressdo da proteina correspondente.

Transducao de lentivirus

Células K562 foram transduzidas com lentivirus contendo short hairpin RNA
controle nao especifico (sc-108080) ou shRNA alvo IRS1 (sc-29376) da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) e nomeadas como
células shControle e shIRS1, respectivamente. Resumidamente, 2X10° células foram
transduzidas com lentivirus através da técnica de inoculag@o através da centrifugagao,
que consiste em centrifugar as células por 30 minutos a 800g na presenca de 3 pg/mL
de polibrene (Sigma, St. Louis, MO, EUA).O ntiimero de particulas virais por célula
(multiplicity of infection; MOI) foi igual a 0,5. Apds a transducgdo as células foram
selecionadas com 1,75 pg/mL de puromicina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 15 dias

antes dos experimentos.
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Ensaio de Methylthiazoletetrazolium (MTT)

O crescimento celular foi mensurado pelo ensaio de Methylthiazoletetrazolium
(MTT; Sigma, St. Louis, MO, EUA). Células shControle e shIRS1 foram submetidas a
privacdo de soro fetal bovino (SFB) 2 0.5% por 12 horas. Um total de 5x10* células por
poco foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos em meio RPMI 10% SFB na
auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1
pM) por 48 horas. Em resumo, 10 pL de uma solugcdo a Smg/mL de MTT foram
adicionadas nos pogos e incubadas a 37°C por 4 horas. A reagado foi parada pela adi¢do
de 100uL de O,IN HCIl em isopropanol. O crescimento celular foi avaliado pela
mensuracio da absorbancia a 570 nm, utilizando um leitor automdtico de placas. Todas

as condi¢des foram testadas em seis replicatas.

Ensaio de formacao de colonia

A formacgdo de coldnias foi realizada em meio semissélido de metilcelulose
(0,5X103 células/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC,
Canada). As colonias foram detectadas ap6s 8 dias de cultura pela adi¢do de Img/mL de
reagente MTT e as contagens foram realizada com o auxilio do Image J quantification
software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Células shControle e
shIRS1 foram submetidas ao ensaio de formacdo de colonias na auséncia ou presenca de
mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 puM). Todas as condi¢des foram testadas em

duplicatas.

Analises do ciclo celular

As células foram fixadas em etanol 70%, por pelo menos 2 horas a 4°C antes das
andlises e incubadas com 20 pg/mL de iodeto de propidio (propidium iodide; PI)
contendo 10 pg/mL de RNase A por 30 minutos a temperatura ambiente. As andlises da
fluorescéncia celular foram realizadas com um FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA,
USA). Os resultados das distribuicdes do DNA foram analisados pelo Modifit (Verify
Software House Inc., Topsham, ME, USA) para se determinar as propor¢des de células

nas fases do ciclo celular.
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Avaliacao de apoptose por marcacao com anexina-V e PI

Células shControle e shIRS1 foram semeadas em placas de 12 pocos e tratadas
com diferentes concentra¢des de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 uM) por 48 horas.
As células foram entdo lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas em
tampao de ligacdo contendo lpg/mL de PI e 1pg/mL de FITC anexina-V (Becton—
Dickinson, CA, USA). Apés incubac@o no escuro durante 15 minutos em temperatura
ambiente, todas as amostras foram analisadas em um FACSCalibur. Dez mil eventos

foram adquiridos para cada amostra.

Ensaio de atividade de Caspase-3

A atividade da caspase-3 foi medida conforme as instru¢des recomendadas pelo
fabricante (Calbiochem, LalJolla, CA, EUA). Células shControle e shIRS1 foram
semeadas em placa de 6 pocos e tratadas ou ndo com diferentes concentragdes de
mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 uM) por 48 horas. As células ( 10° células/mL) foram
incubadas com FITC-DEVD-FMK (1:300) em meio nido suplementado durante 40
minutos a 37°C em atmosfera himida de 5% de CO,. As células foram entdo lavadas,

ressuspendidas em meio ndo suplementado e analisadas por FACS usando o canal FL-1.

Diferenciacao eritroide

Para a diferenciacdo eritroide, amostras de MO foram coletadas de quatro
pacientes com SMD (IPSS: risco baixo e intermedidrio-1; FAB: AR; WHO: CRDM;
citogenética normal) e quatro doadores normais. Células CD34" foram semeadas em
placas de cultura de pléstico contendo meio de metilcelulose com eritropoietina (Epo) (3
IU/mL) (Janssen-Cilag), Steam Cell Factor (50 ng/mL) (Peprotec, Colonia Banjidal,
México) e Interleucina 3 (30 IU/mL) (Peprotec) e foram incubadas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de diéxido de carbono durante 6 dias. As células resultantes (unidades
formadoras de coldnias eritroides e proeritroblastos) foram entfo cultivadas em alfa-
MEM (Gibco BR, Carisbad, CA, EUA), contendo 30% SFB (Sigma, St. Louis, MO,
EUA), 10° M 2-mercaptoetanol (Sigma), 2 IU/mL EPO, 300 mg/mL holotransferrina
(Sigma), e 1% de albumina de soro bovino (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) por
mais oito dias. Apos 6, 8 el2 dias de cultura, as células foram coletadas e submetidas a
PCRq. Apés 6 e 12 dias de cultura, as células foram também submetidas a

imunofenotipagem.
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Imunofenotipagem

Para investigar a maturag@o das cé€lulas eritroides, a expressdo de marcadores de
superficie celular foi avaliada por dupla marcagdo com anticorpo antireceptor de
transferrina conjugado com FITC (CD71) e anti-Glicoforina-A conjugado com PE
(GPA) (Dako, Ely, Reino Unido) que foram incubados junto com as células por 30
minutos, a 4°C, no escuro. As células foram lavadas com PBS (Phosphate buffered
saline) e ressuspendidas em paraformaldeido 1%. Dez mil eventos foram adquiridos
com um FACSCalibur (Becton-Dickinson, CA, USA) e analisados através do
CellQuest Software (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA). A marcacdo nao
especifica foi criada a partir do controle isotipico correspondente e subtraida do

percentual de populagdo correspondente positivo.

Andlise Estatistica

A comparacdo dos valores da quantidade relativa de expressio do RNAm de
IRSI e IRS2 entre os pacientes e doadores normais foi realizada através do teste
estatistico de Mann-Whitney U. Nos estudos comparando células K562 submetidas ou
ndo a inibicdo de IRS1, as comparagdes entre dois grupos ou condi¢des foram realizadas
através dos testes estatisco de Mann-Whitney U ou Student t. Valor de P < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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1. Resultados dos estudos de expressao de IRS1 e IRS2 em células

hematopoéticas normais, mielodisplasicas e leucémicas

1.1. Padronizacao dos iniciadores de IRS1 e IRS2 para PCRq

Para a verificacdo da concentracdo ideal dos iniciadores para IRSI e IRS2,
diferentes concentracdes dos iniciadores (150 nM, 300 nM, 400 nM, 600 nM e 800 nM)
foram testadas, com o objetivo de identificar a concentracio que apresentasse 0 menor
Ct (ciclo de amplificacdo) e o maior ARn (intensidade de fluorecéncia). Para tanto, foi
utilizada a amostra de cDNA da linhagem leuc€mica K562, pois a expressdo de IRS1 ja
havia sido brevemente descrita nesta linhagem celular(85). A concentragdo escolhida
para os genes IRS1 e IRS2 foram 600 e 300 nM, respesctivamente (Figuras 8 e 9). As
reacoes de PCRq foram realizadas no 7500 Real Time PCR System (Applied

Biosystems).
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Figura 8. ARn e ciclos de amplificacdo do gene IRSI (A) e IRS2 (B). As curvas de

amplificacdo de IRSI (A) e IRS2 sdo ilustradas na figura. O eixo y indica o ARn
(intensidade de fluorescéncia) e o eixo x indica o nimero de ciclos.
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A IRSI - 600 nM B IRS2 - 300 nM
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Figura 9. Curvas de dissociacao do IRS1 (A) e IRS2 (B) baseadas na temperatura
de anelamento. As temperaturas resultantes da curva de dissociagdo estdo
demosntrada na figura. A presenca de apenas um pico na curva demonstra a
especificidade dos iniciadores.

A eficiéncia dos iniciadores para IRSI e IRS2 foi verificada através de uma
curva de diluicdo na ordem de 1:2 com 5 pontos. O experimento foi realizado em
duplicata e a concentragdo inicial da amostra foi de 240 ng. A eficiéncia ideal € de 100
% com valores tolerdveis de 10 % a mais ou a menos, com uma inclina¢do em torno de -
3,32. Ap6s andlise, os iniciadores foram considerados com 6tima eficiéncia, a curva de

eficiéncia e a inclinagd@o dos iniciadores RS/ e IRS2 sdo ilustradas na Figura 10.
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Figura 10. Curvas de eficiéncia de IJRS1(A) e IRS2 (B). A figura ilustra os 5 pontos
obtidos no teste de eficiéncia. O eixo y indica o Ct e 0 eixo x a concentragdo do cDNA
utilizado. Ambos os iniciadores apresentaram 100% de eficiéncia e uma inclinado de -
3,32.
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1.2. Selecio e Verificacdo de Compatibilidade entre /RS1, IRS2 e

controles enddégenos para normalizacio da expressao génica

O teste de compatibilidade entre controles endégenos com IRSI e IRS2 foi
realizado conforme recomendando pela Applied Biosystems, para se verificar qual gene
enddgeno apresenta a melhor cinética de reagdo em relacdo aos genes IRS/ e IRS2. Os
controles endégenos testados foram HPRT e f-Actina, as sequéncias dos iniciadores sdo
descritas na Tabela 4.

Ambos os genes endogenos HPRT e f-actina apresentaram Otima cinética de
reacdo com [RSI e IRS2 (Figura 11 e 12). O gene HPRT tem sido utilizado com
frequéncia na andlise da expressdo de genes por PCRq, inclusive em doencas
oncohematdlogicas(97, 98), além disso, o gene HPRT apresentou um Ct de expressdo
muito préximo aos dos genes alvo e teve a menor variagdo entre as amostras, e foi o

gene escolhido para normalizacdo de expressdo relativa de IRS/ e IRS?2.
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Figura 11. Testes de Compatibilidade de IRSI com HPRT (A) e f-actina (B). O
eixo y indica os valores de ACt obtidos na férmula Ct de IRS/ - Ct do controle
enddgeno, o eixo x indica o log das dilui¢des de cDNA utilizadas no teste. Ao se tracar
uma linha de tendéncia no grifico se obtém a férmula y=ax+b, que indica o valor de
referéncia para a compatibilidade onde o valor de “a” deve ficar entre -0,1 e 0,1 para
ser considerado compativel para andlises. O valor de “a” para HPRT (A) foi de -0,0024
e para f-actina (B) foi de -0,0125 indicando 6tima compatibilidade entre ambos os
enddgenos para analises com IRS].
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Figura 12. Testes de Compatibilidade de IRS2 com HPRT (A) e f-actina (B). O
eixo y indica os valores de ACt obtidos na férmula Ct de /RS2 - Ct do controle
enddgeno, o eixo x indica o log das dilui¢des de cDNA utilizadas no teste. Ao se tragar
uma linha de tendéncia no grafico se obtém a férmula y=ax+b, que indica o valor de
referéncia para a compatibilidade onde o valor de “a” deve ficar entre -0,1 e 0,1 para
ser considerado compativel para andlises. O valor de “a” para HPRT (A) foi de -0,0052
e para f-actina (B) foi de -0,0094 indicando 6tima compatibilidade entre ambos os
endogenos para andlises com /RS2.
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1.3. Anadlise da expressao génica de IRSI e IRS2 em linhagens
leucémicas, através da técnica de PCRq

O estudo através de PCRq em tempo real revelou que a expressdao /RS foi

evidente em todas as linhagens leucémicas estudadas, incluindo linhagens linfoides

(MOLTH4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, K562, NB4, KG-1, e HL.60) (Figura

13A). A expressdao de IRS2 foi evidente nas linhagens mieloides P39, NB4 e HL60,

entretanto a expressdo de IRS2 foi baixa ou ausente em todas as linhagens linfoides

estudadas. (Figura 13B)
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Figura 13. Expressio do RNAm de IRSI (A) e IRS2 (B) em linhagens de células
leucémicas. PCRq em tempo real foi realizado a partir de cDNA de diferentes
linhagens de células leucémicas humanas mieloides (KG-1, NB4, K562, P39 e HL60) e
linfoides (Jurkat, MOLT4, Raji e Daudi). O eixo *“y” representa a intensidade relativa
de expressdo de /RS! (A) ou IRS2 (B). A linhagem K562 foi utilizada como amostra
calibradora.
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1.4. Analise da expressao génica de IRS1 em amostras de MO e

de pacientes com SMD, LMA e LLA, através da técnica de PCRq

O RNAm de IRS! apresentou-se altamente expresso em amostras de MO de
pacientes com diagndstico de LLA, quando comparadas as amostras de células
hematopoéticas normais (0,10 [0,006 - 1,41] versus(vs.) 0,73 [0,09 - 11,64], P=0,002).
Nao foi observada diferenga na expressdo de IRS/ em pacientes com SMD e LMA
quando comparado as células hematopoéticas normais (Figura 14). Entre os pacientes
com diagndstico de SMD, ndo foram observadas diferencas na expressido de /RS entre
os pacientes SMD baixo e SMD alto risco de acordo com as classificagdes FAB e
WHO, IPSS, nimero de citopenias e risco de citogenético (Figura 15). Os resultados

s@o apresentados como mediana [mdximo - minimo]
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Figura 14. Expressao do RNAm de /RSI em células hematopoéticcas de doadores
normais e de pacientes com SMD, LMA e LLA. PCRq foi realizado a partir de cDNA
de células totais de MO de pacientes com diagndstico de SMD (n=30), LMA (n=22) e
LLA (n=11) ou de doadores normais (n=12). O eixo “y” representa a intensidade
relativa de expressdo do RNAm de /RS/. Uma amostra de doador normal foi utilizada
como amostra calibradora. As linhas horizontais representam a mediana. Note que a
expressio do RNAm de /RS! foi significativamente maior em pacientes com LLA,
quando comparadas a expressao em células hematopoéticas normais (P=0,0317).
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Figura 15. Expressio de IRS1 em células totais de medula d6ssea de pacientes com
SMD, de acordo com as classificacdes franco-americana-britdnica (FAB) (A) e
Organizacdo Mundial da Sadde (World Health Organization; WHO) (B) e de acordo
com o ndmero de citopenias (C), sistema de indice progndstico internacional
(International Prognostic Scoring System, IPSS) (D) e risco citogenético (E). As linhas
horizontais representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como
calibradora. Os valores de P resultantes da comparacio dos dois grupos estio indicados
na figura.
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1.5. Analise da expressao génica de IRS2 em amostras de MO e

de pacientes com SMD, LMA e LLA, através da técnica de PCRq

Andlises de PCRq mostraram que a expressdo de /RS2 foi significativamente
reduzida em pacientes com SMD, LMA e LLA em comprara¢do com os doadores
normais (0,74 [0,12 - 4,06]; 0.98 [0,10 - 4,35]; 0,12 [0,01 - 0,53]; 4,70 [0,66 - 11,77],
respectivamente, P<0,05) (Figura 16). Nos pacientes com SMD, a expressao de /RS2 foi
significativamente menor em amostras de pacientes com SMD alto risco, quando
comparado com SMD baixo risco de acordo com as classificacbes FAB e WHO, e
numero de citopenias: FAB (0,34 [0,15-1,56] alto risco vs. 1.13 [0.19—4.06] baixo
risco; P=0.0031; Figura 17A), WHO (0,30 [0,12-1,44] vs. 1,12 [0,19-4,06]; P=0.0037,
Figura 17B) e nimero de citopenias (0,35 [0,12-1,91] vs. 1,13 [0,34-4,06]; P=0.0053;
Figura 17C). Nao foram observadas diferencas entre o grupo de SMD de alto e baixo
risco de acordo com IPSS e risco citogenético (Figura 17D e 17E). Os resultados sdo

apresentados como mediana [maximo-minimo].
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Figura 16. Expressao do RNAm de /RS2 em células hematopoéticas de doadores
normais e de pacientes com SMD, LMA e LLA. PCRq foi realizado a partir de
cDNA de células totais de MO de pacientes com diagndstico de SMD (n=32), LMA
(n=22) e LLA (n=11) ou de doadores normais (n=12). O eixo “y” representa a
intensidade relativa de expressdo do RNAm de /RS2. Uma amostra de doador normal
foi utilizada como amostra calibradora. As linhas horizontais representam a mediana.
Note que a expressdo do RNAm de /RS2 foi significativamente menor em pacientes
com SMD(P=0,0002), LMA(P=0,0031), e LLA (P<0,0001), quando comparadas a
expressao em células hematopoéticas normais.
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Figura 17. Expressdo de /RS2 em células totais de MO de pacientes com SMD, de
acordo com as classificagdes franco-americana-britdnica (FAB) (A) e Organizacio
Mundial da Satdde (World Health Organization; WHO) (B) e de acordo com o niimero
de citopenias (C), sistema de indice prognéstico internacional (International Prognostic
Scoring  System, IPSS)(D) e risco citogenético (E). As linhas horizontais
representam a mediana. Uma amostra de doador normal foi utilizada como calibradora.
Os valores de P resultantes da comparacao dos dois grupos estio indicados na figura.
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1.6. Analise da expressao protéica de IRS1 e IRS2 em linhagens

leucémicas, através da técnica de Western Blot

A expressdao protéica de IRS1 foi analisada em extrato total de linhagens de
células leucémicas humanas linfoides (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39,
K562, NB4, KG-1, e HL60). Através de Western Blot, observou-se que a expressao de
IRS1 esteve presente em todas as linhagens leucémicas analisadas, enquanto que a
expressdo de IRS2 esteve presente nas linhagens mieloides e em apenas uma das
linhagens linfoides testadas (Daudi). Esses achados corroboram os resultados

encontrados no PCRq (Figura 18).

Linhagens Linfoides Linhagens Mieloides

MOLT4 Jurkat Raji Daudi P39 K562 NB4 KG1 HL60

3 _ < B:IRST
P o (185 kDa)

IB: IRS2
— - “' ’ ‘ < (170 kDa)
£

(42 kDa)

Figura 18: Expressao protéica IRS1 e IRS2 em linhagens leucémicas. Andlise por
Western Blot da expressdo das proteinas IRS1 e IRS2 em 50 pg de extratos de linhagens
leucémicas linfoides (MOLT4, Jurkat, Raji e Daudi) e mieloides (P39, K562, NB4, KG-
1, e HL60). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS1 (185
kDa) ou anti-IRS2 (170 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a
mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa). Extrato total de
K562 e HL60 foi utilizado como controle de expressio de IRS1 e IRS2,
respectivamente. A membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot
Analysis System. Note a expressdo protéica positiva de IRS1 em todas as linhagens
leucémicas estudadas, enquanto que a expressdo protéica de IRS2 esteve presente nas
linhagens mieloides e em apenas uma das linhagens linfoides estudadas.
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1.7. Analise da expressao protéica de IRS1 e IRS2 em pacientes

com SMD, LMA e LLA, através da técnica de Western Blot

O estudo da expressao protéica de IRS1 em células hematopoéticas normais de
MO e leucémicas revelou a expressao de IRS1 em uma amostra de LLA (n=1) e
auséncia de expressdo em células mononucleares de MO de doador normal (MON)
(n=01), de pacientes com SMD (n=13) e de pacientes com LMA (n=6). Estes dados
corroboram os resultados obtidos através de PCRq. Células mononucleares (n=6) e
células CD34" (n=2) de sangue periférico de doadores normais apresentaram expressao
de IRS1 (Figura 19)

A expressdo de IRS2 foi evidente em células CD34" (n=3) de sangue periférico
normal. Células de MO de pacientes com diagnéstico de SMD (n=13), LMA (n=3) e
LLA (n=01) apresentaram baixa expressdo de IRS2 (Figura 20)

o
£ CD34+(NL)

1 1 2

CMSP (NL) SMD

IB: IRS1
(185 kDa)
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Figura 19: Expressiao protéica de IRS1 em células hematopoéticas normais e de
pacientes com SMD, LMA e LLA. Analise por Western Blot da expressdo protéica de
IRS1 em células hematopoéticas normais (NL) [células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) (n=3), medula 6ssea normal (MON) (n=01), e células CD34" de
sangue periférico de doadores normais (NL) (n=2)] e de pacientes com SMD (n=3),
LMA (n=3) e LLA (n=01). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo
anti-IRS1 (185 kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma
membrana foi incubada com anticorpo anti-actina (42 kDa). O extrato total de K562 foi
utilizado como controle de expressdo de IRS1 no Western Blot. A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note a elevada
expressao protéica de IRS1 no paciente com LLA, em CMSP normal e células CD34+
de doadores normais.
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Figura 20: Expressao protéica de IRS2 em células hematopoéticas normais e de
pacientes com SMD, LMA e LLA. Andlise por Western Blot da expressao da proteina
IRS2 em células CD34" de sangue periférico de doadores normais (CD34" NL) (n=3) e
células mononucleares de medula 6ssea de pacientes com LLA (n=01), LMA (n=3) e
SMD (n=6). Extratos totais de células foram incubados com anticorpo anti-IRS2 (170
kDa). Como controle da quantidade protéica aplicada no gel, a mesma membrana foi
incubada com anticorpo anti-Actina (42 kDa). O extrato total de Jurkat foi utilizado
como controle negativo de expressio de IRS2 no Western Blot. A membrana de
nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Note uma maior
expressdo protéica de IRS2 nas amostras de células CD34" de sangue periférico de
doadores normais.

1.8. Analise da expressao génica de /RS2 durante a diferenciacdo
eritroide de células CD34+ derivadas de MO de doadores normais e

pacientes com SMD

Células CD34" de MO de doadores normais (n=4) e de pacientes com SMD de
baixo risco (n=4) foram submetidas a diferenciacao eritroide e andlise da expressdo de
IRS2. A diferenciacdo eritroide foi determinada por citometria de fluxo, e os niveis
de transcritos /RS2 foram avaliados por PCRq. A diferenciagdo eritroide foi semelhante
em células de doadores normais e de pacientes com SMD como evidenciado pela
expressdo de Glicoforina A (GPA) e transferrina (CD71) que s3o marcadores da
diferenciacgao eritroide (Figura 21). A expressdo de /RS2 foi avaliada nos dias 6, 8§ e 12
da diferenciacdo eritroide. Interessantemente, no dia 12 de cultura houve um aumento
de 8,25 vezes na expressdo de IRS2 nas células de doadores normais enquanto que as
células de pacientes com SMD apresentaram um aumento de apenas 3,89 vezes na
expressdao de IRS2. Ou seja, o aumento na expressdo de /RS2 foi menor nas células
derivadas de pacientes com SMD se comparados com doadores normais, durante a

diferenciagdo eritroide.
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Figura 21. Diferenciacao eritroide de células CD34+ de medula éssea de doadores
normais e de pacientes com SMD. Imagens obtidas por citospin com coloragdo
pandtica e Dot plot representativos de um doador nomal (A) e um paciente com SMD
(B) nos dias 6 e 12 de diferenciagdo eritroide. (C) Expressao do receptor de superficie
da transferrina (CD71) e glicoforina A (GPA) em células de doadores normais e
pacientes com SMD nos dias 6 e 12 de diferenciacio eritroide. Barras representam a
média+DP do percentual de células duplo positivas para CD71/GPA. (D) Andlise por
PCRq da expressdo de IRS2 em células CD34" de doadores normais e pacientes com
SMD nos dias 6, 8 e 12 da diferenciacdo eritroide. As linhas horizontais indicam os
valores medianos. Os valores de P sdo indicados na figura.
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2. Resultados dos estudos da funcao de IRS1 em células BCR-ABL

positivas

2.1. Avaliacdo do silenciamento do IRS1 em células K562 por
shRNA mediado por lentivirus

Com o objetivo de avaliar os efeitos do silenciamento de IRS1 em um modelo de
células BCR-ABL postiivas, células K562 foram transduzidas com shRNA mediado por
lentivirus especifico para IRS1 (shIRS1) ou controle adequado (shControl). Apds a
selecdo por puromicina, a expressido de IRS1 foi determinada por PCRq e Western blot.
Reducdo significativa na expressdo génica (84 + 2%) e protéica (74% +9%) de IRS1 foi

detectada nas células shIRS1 quando comparados com shControle. (Figura 22)
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Figura 22. ShRNA especifico para IRS1 mediado por lentivirus resultou no
silenciamento efetivo de IRS1 em células K562. A quantifica¢do da expressiao de IRS1
nas células shIRS1 em relag@o a células shControle. Expressdo dos niveis de /RS foram
normalizado pelos controles endégenos HPRT (A) e f-actina (B). Os resultados foram
analisados usando 2T, (C) Anilise por Western Blot de extratos protéicos de células
shIRS1 e shControl. A membrana foi incubada com anticorpos anti-IRS1 (185 kDa) ou
anti-Actina (42 kDa) como controle da quantidade de proteina aplicada no gel. A
membrana de nitrocelulose foi revelada com ECL Western Blot Analysis System. Os
graficos de barras representam a médiatDP das intensidades de bandas de 3
experimentos independentes. A expressdo protéica de IRS1 foi corrigida pela expressao
de actina correspondente (Scion Imagine software). ¥*P<0.05, teste ¢ student.
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2.2. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 na proliferacao

em células K562

O efeito do silenciamento de IRS1 na proliferacdo de células K562 foi avaliado
por MTT. Apés 48 horas de cultura, a proliferacdo foi significativamente reduzida nas
células shIRS1 quando comparadas com shControle (40+5%, P=0,002) (Figura 23). O
inibidor da atividade tirosina quinase do BCR-ABL, mesilato de imatinib, sabidamente
induz a redugdo da proliferagdo celular(33). Dessa forma, células K562 foram
submetidas ao tratamento com imatinib associado ou ndo ao silenciamento do IRS1. O
tratamento com imatinib teve dois objetivos: controle positivo da efici€éncia do método
de proliferacdo celular e avaliacdo do efeito sinérgico entre a inibi¢do da atividade
tirosina quinase do BCR-ABL e a inibi¢do de IRS1. Como esperado, apds 48 horas de
tratamento com 0,1; 0,5 ou 1 uM de mesilato de imatinib, foi observado um efeito dose-
resposta na diminuicdo do crescimento celular nas células K562. Quando as células
foram expostas a 0,1 uM de imatinib, a capacidade do silenciamento do IRS1 na
reducdo da proliferacio foi mais evidente que o tratamento com imatinib em
comparacdo a células shControle (P=0,002). Quando as células foram expostas a 0,5 ou
1 uM de mesilato de imatinib, a inibicdo da proliferacdo celular foi similar nas células
apenas expostas ao imatinib ou ao imatinib associado ao silenciamento de IRS1, de
forma que ndo foi observado sinergismo na agdo de ambos (Figura 23). Portanto, o
silenciamento do IRS1 reduziu a proliferacdo de células K562 sem um efeito adicional

com o tratamento com imatinib.
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Figura 23. O silenciamento de IRS1 reduz a proliferacao celular e niao tem efeito
sinérgico com o tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A proliferagio
celular foi determinada pelo ensaio de MTT ap6s 48 horas de incubacdo de células shIRS1 e
shControle na auséncia ou presenca de mesilato de imatinib (0,1; 0,5 ou 1 £ M) e normalizado
pelas células shControle nao tratadas. Os resultados sdo apresentados como média+ DP de seis
replicatas e € representativo de 3 experimentos independentes. *P=0,0002; teste de Mann-
Whitney.

2.3. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 na formacao de
colonias em células K562

O ensaio de formacdo de coldnias foi utilizado para determinar se o
silenciamento de IRS1 altera o crescimento clonal de células K562. Células shControle
e shIRS1 foram cultivadas em meio de metilcelulose e as colOnias foram detectadas
apos 8 dias de cultura. Houve uma diminuicdo significativa no nimero de coldnias nas
células shIRS1 em comparagio as células shControle (reducdo de 61£14% , P=0,0007)
(Figura 24). O tratamento com imatinib resultou em uma inibicdo dose-dependente da
formacdo de colonias de células K562. Na menor dose de imatinib (0,1 uM), um efeito
proeminente do silenciamento de IRS1 na formagdo de coldnia ainda foi observado,
quando comparado com as células shControle (P=0,0008). Ndo houve efeito sinérgico
entre o tratamento com mesilado de imatinib e o silenciamento de IRSI. Estes
resultados indicam que o silenciamento de IRS1 em células K562 resulta na diminuicio

da clonogenicidade.
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Figura 24. O silenciamento do IRS1 reduz a clonogenicidade e nao tem efeito
sinérgico ao tratamento com mesilato de imatinib em células K562. Coldnias
contento células vidveis foram detectadas pela adicdo de MTT apds 8 dias de incubagdo
de células shIRS1 e shControle na auséncia ou presenca de mesilato de imatinib (0,1;
0,5 ou 1 uM) e normalizados pelas células shControle sem tratamento. Os resultados
sdo apresentados como médiaxDP de 3 experimentos independentes realizados em
duplicatas. * P=0,0007; **P=0,0008; teste ¢ student.

2.4. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 no ciclo celular
em células K562

As andlises por citometria de fluxo revelaram acimulo significativo de células
K562 em Gy/Gj, com consequente diminuicio das células na fase S do ciclo celular em
células shIRS1, quando comparadas as células shControle (Tabela 5). O silenciamento
de IRS1 em células K562 induziu a uma parada na fase Go/G; e impediu a entrada das
células na fase S. Estes dados corroboram os achados de que a inibi¢cao do IRS1 induziu

a uma diminuicdo da proliferac@o e formagdo de coldnias em células K562.

Tabela 5. Efeito do silenciamento de IRS1 nas fases do ciclo celular de células K562

Fases do ciclo celular (%)

Célula K562
G()/ G1 S GZ/ M
shControle 3947 39+12 2246
shIRS1 46+5%* 20+9%* 2544
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Fases do ciclo celular detectadas por citometria de fluxo. Resultados sdo expressos como
porcentagem do total de células. Trés experimentos independentes foram realizados e a
média£DP sdo apresentadas, *P<0,05; teste ¢ student.

2.5. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 na apoptose em
células K562

Para investigar os efeitos do silenciamento de IRS1 sobre a apoptose celular, a
taxa de apoptose foi avaliada por citometria de fluxo apds incubacdo de células com
anexina-V/PI, ou com FITC-DEVD-FMK para medir a atividade de caspase-3. Néo
houve diferenca na porcentagem de células apoptdticas entre as células shIRS1 e
shControle, tanto pela apoptose foi avaliada por anexina-V/PI (Figura 25) ou ativagdo
de caspase-3 (Figura 26). O tratamento com imatinib, conforme esperado, teve efeito
dose-resposta na indu¢do da apoptose. No entanto, ndo houve efeito cumulativo com o

silenciamento de IRS1.
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Figura 25. O silenciamento de IRS1 nao altera a apoptose e nao tem efeito
cumulativo com tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A apoptose
foi detectada por citometria de fluxo em células shControle e shIRS1 incubadas na
auséncia ou presenga de imatinib (0,1; 0,5 e 1uM) por 48 horas, utilizando marcacio
com anexina-V e PI. Os nimeros indicam a porcentagem de células nos quadrantes. O
quadrante inferior direito contém a populacdo de células apoptdticas (anexina-V+/PI-).
Os resultados s@o representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 26. O silenciamento de IRS1 nio altera a atividade de caspase-3 e nao tem
efeito cumulativo com tratamento com mesilato de imatinib em células K562. A
atividade de caspase-3 foi detectada por citometria de fluxo em células shControle e
shIRS1 incubadas na auséncia ou presenca de imatinib (0,1; 0,5 e 1uM) por 48 horas.
Os gréficos de barras representam a média+DP de trés experimentos independentes.

2.6. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 nas vias de
sinalizacio mTOR/Akt e MAPK

Duas importantes vias de sinalizacio tém sido descritas como ativadas por IRS1,
PI3K-Akt/mTOR e Ras/MAPK(70). Dessa forma, o efeito do silenciamento do IRS1 na
ativacao das vias PI3K-Akt/mTOR e Ras/MAPK foi avaliado em células K562, que sao
BCR-ABL positivas. A fosforilacdo de Akt e P70S6K foi diminuida significativamente
nas células shIRS1, quando comparada as células shControle, reducio de 55+3% e de
59+14%, P <0,05, respectivamente (Figura 27). Houve também diminuicdo significativa
na fosforilacdo de ERKI1/2 nas células shIRS1 quando comparadas as células
shControle (redugdo de 67+11%, P=0,0083) (Figura 27). A diminuicdo na fosforilagdo
das proteinas Akt, P70S6K e ERK1/2 estdo de acordo com os resultados observados nos
experimentos funcionais, que evidenciaram diminui¢do da proliferacdo celular nas

células silenciadas para IRSI1.
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Figura 27. O silenciamento de IRS1 diminui a fosforilacio de Akt, P70S6K e
ERK1/2 em células K562. Western blot de extratos protéicos de células shControle e
shIRS1 para avaliagdo da expressdo de fosfo-Akt (A), fosfo-P70S6K (B) e fosfo-
ERK1/2 (C); as membranas foram re-incubadas com o anticorpo para deteccdo da
proteina total respectiva. Os graficos de barras representam a média+DP dos niveis de
fosforilagdo das proteinas normalizados pela proteina total respectiva e sdo
representativos de trés experimentos independentes. * P>0,05; teste t student.

2.7. Avaliacao do efeito do silenciamento do IRS1 nas vias de

apoptose celular

O nivel de expressdo de BCL2, uma proteina anti-apoptdtica e BAX, uma
proteina pré-apoptética e os niveis de fosforilagcdo da proteina pro-apoptética BAD ndo
foram modulados em células submetidas a inibicdo de IRS1 se comparadas as células
controles (Figura 28). Estes dados corroboram os resultados obtidos nos ensaios
funcionais, que ndo evidénciaram modulacio da apoptose celular em células shIRS1.

A shcontrole  shIRS1 B shcontrole  shirst C shcontrole  shIRS1

* ‘ - IB: BCL2 - IB: BAX * ' - IB: p-BAD
T

(26 kDa) (23 kDa) (18 kDa)

g

8

1

—

2
2
2
hd

8 &8 3 8
8 &
S
22

Intensidade de Banda
BCL2/Actina(%)
Intensidade de Banda
BAX/Actina(%)
Intensidade de Banda
p-BAD/BAD(%)

3

- “ > IB: Actina - “ => IB: Actina s @ |~ IB: BAD

(42 kDa) (42 kDa) (18 kDa)

Figura 28. O silenciamento de IRS1 ndo modula expressao de BCL2 e BAX e a
fosforilacio de BAD em células K562. Western blot de extratos protéicos de células
shControle e shIRS1 para avaliacdo da expressdo de BCL2 (A), BAX (B) e fosfo-BAD
(C); as membranas foram re-incubados com o anticorpo para detec¢io da proteina total
respectiva. Os gréficos de barras representam a média+DP dos niveis das proteinas
normalizados pela actina para expressdo protéica ou proteina total para fosforilacio
protéica e sdo representativos de trés experimentos independentes. * P>0,05; teste t
student.
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2.8. Avaliacao do efeito do silenciamento de IRS1 na fosforilacao

de BCR-ABL e CRKL

Nao foi observada modulag@o nos niveis de fosforilagdo do BCR-ABL ou CRKL

nas células shIRS1 quando comparadas com as células shControle (Figura 29).
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Figura 29. O silenciamento de IRS1 niao modula a fosforilacio de BCR-ABL e
CRKL em células K562. Lisados de células shControle e shIRSI1 contendo
quantidades iguais de proteina foram submetidos a imunoprecipitagdo (IP) com
anticorpo anti-ABL e incubados com anti-fosfotirosina (P-Tyr) (A). Extratos celulares
totais foram incubados com anti-fosfoCRKL e normalizado pela expressio de CRKL
total (B). Os graficos de barras representam a média+DP dos niveis das proteinas
normalizados pela proteina total respectiva, e sdo representativos de trés experimentos
independentes.
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A alteracdo da sinalizacdo normal ocorre como resultado de mutagdes, de alteracao
de expressdao ou de ativagdo dos componentes das vias de sinalizagdo, com consequente
alteracdo na regulacdo da proliferacdo, da diferenciacdo e da apoptose celular. Dessa forma,
o objetivo inicial desse trabalho foi estudar a expressio de IRS1 e IRS2 em células
hematopoéticas normais, mielodispldsicas e leucémicas. IRS1 foi expresso em linhagens
celulares de leucemia aguda mieloide e linfoide. Em células hematopoéticas primadrias, alta
expressao de IRS1 foi observada em amostras de pacientes com LLA quando comparadas
as de individuos normais. Nao houve diferenca na expressao de IRS1 entre LMA, SMD e
células normais. As alteragdes na expressao de IRS1 t€m sido descritas e relacionadas com
diabetes e alguns tipos de cancer (mama, ovario, prostata, pancreas, mesotelioma, hepatoma
e meduloblastoma) (70).

Diferentemente, a expressdao de IRS2 foi predominante nas linhagens mieloides em
relacdo as linhagens linfoides. Em células hematopoéticas primarias, IRS2 esteve menos
expresso em amostras de MO de pacientes com SMD e leucemia aguda, quando
comparamos com as amostras de MO de doadores normais. A diminuicao da expressdo de
IRS2 nas amostras de SMD esté de acordo com estudo prévio de microarray que demonstra
baixos niveis de IRS2 em células mononucleares de pacientes com SMD quando
comparadas com células de doadores normais(99). Adicionalmente, entre os pacientes com
diagnéstico de SMD, a expressdo de /RS2 foi reduzida em pacientes de alto risco quando
comparados aos de baixo risco de acordo com as classificacoes FAB e WHO e de acordo
com o ndmero de citopenias.

IRS2 ¢é uma proteina adaptadora que se liga ao IGF-1R e EpoR(89, 90) (Figura 30).
A Epo ¢ um hormodnio responsdvel pela diferenciacdo eritroide, pela viabilidade e
proliferacdo de células progenitoras durante a eritropoese(91). Similarmente, a via de
sinalizacdo de IGF-1R estd envolvida na eritropoese, granulopoiese e linfopoiese normal,
assim como em processos de neoplasias hematoldgicas(100). Interessantemente, nos
demonstramos que a expressdo de /RS2 aumenta durante a diferenciacdo eritroide de
células CD34" de doadores normais e que nos pacientes com SMD ocorre uma falha no
aumento da expressdo de /RS2 nos mesmos niveis que nos doadores normais. O conjunto
desses dados indica uma possivel participacio de IRS2 na hematopoese ineficaz

caracteristica das SMD.
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Figura 30. Representaciao esquematica das interacoes e da suposta funcao de IRS2
nas células hematopoéticas. IRS2 associa-se com IGF-1R e EpoR. A ativacdo desses
receptores resulta na ativacdo de IRS2 que por sua vez, atua na sobrevivéncia e na
diferenciacgdo celular.

Relatos na literatura t€ém demonstrado constantemente que a eritropoese € a
diferenciacdo celular estdo desreguladas em SMD e LMA(9). Embora o papel de IRS2 na
hematopoese normal tenha sido pouco abordada diretamente, alguns estudos tém
demonstrado que a expressdo e a fosforilacdo de IRS2 € regulado por ambos receptores:
EpoR durante a diferenciacdo eritroide(90) e IGF-1R durante a diferenciacdo
granulocitica(94). A adi¢do de IGF-1 foi importante para diferenciacdo granulocitica de
células HL60 e resultou no aumento de expressao e fosforilacdo de IRS2(94). Dessa forma,
a menor expressao de IRS2 nos pacientes com SMD alto risco em relagdo aos de baixo
risco pode contribuir para a diferenciacdo granulocitica ineficaz que € um achado
predominante nos pacientes com SMD alto-risco.

Sathyanarayana e colaboradores(101) descreveram que o aumento da expressdo de

IRS2 foi importante para a sobrevivéncia de eritroblastos durante o estimulo com Epo. A
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menor expressao de IRS2 no final da diferenciacdo eritroide na cultura de progenitores
derivados de pacientes com SMD, aqui descrito, corrobora a hipétese de que IRS2 tem um
papel na manutenc¢do da eritropoese efetiva.

No presente trabalho, também foi analisado os efeitos do silenciamento de IRS1 por
shRNA mediado por lentivirus, em células BCR-ABL positivas. A linhagem celular K562 é
bem estabelecida, utilizada como modelo de LMC, e apresenta o oncogene quimérico BCR-
ABL, produto da translocacdo conhecida como cromossomo Philadelphia. Nossos
resultados mostraram que o silenciamento de IRS1 resulta na diminuicdo da
proliferacao celular e clonogenicidade em células K562, além disso, ocorre acimulo de
células na fase Go/G; e diminuicdao de células na fase S do ciclo celular, corroborando os
achados dos estudos de proliferagdo. Estes resultados estdo de acordo com os de outros
autores que ja descreveram o papel de IRS1 na proliferacdo e na regulacdo do crescimento
de células somaticas. Por exemplo, os ratos IRS1-deficientes foram aproximadamente 30%
menores do que aninhadatipo selvagem(102, 103). No entanto, a superexpressao
de IRS1 na glandula mamadria em ratos, resultou em hiperplasia e tumorigénese(83). O
papel oncogénico de IRS1 e sua capacidade de induzir a transformac¢do maligna foi descrita
previamente(81, 82). A inibicao de IRS1 através de siRNA ja mostrou resultar em controle
da proliferacdo em linhagens celulares de cancer de mama, préstata e hepatoma(83, 104-
107). Interessantemente, a inibicdo do IGF-1R, um receptor tirosina quinase que atua
fosforilando IRS1, diminuiu a clonogenicidade de progenitores leucémicos e a proliferacao
de células leucémicas que apresentavam ativacao constitutiva da via PI3K/Akt(26). Nossos
resultados fornecem novas evidéncias que IRS1 também desempenha papel na proliferacao
de células BCR-ABL positivas.

Para esclarecer as vias de sinalizagdo inibidas pelo silenciamento de IRS1 em
células K562, verificamos o status de ativacdo das proteinas Akt e P70S6K, proteinas
esséncias da via Akt/mTOR e ERKI1/2, uma proteina da via MAPK. Estas vias de
sinalizagdo regulam uma variedade de processos celulares, incluindo, proliferagao,
diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose(108, 109). O silenciamento de IRS1 em células
K562 resultou na diminuicdo da fosforilacio de Akt, P70S6K e ERKI1/2, indicando a
inibicao das vias de sinalizagao Akt/mTOR e MAPK, respectivamente (Figura 31).
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Figura 31. Representaciao esquematica das interacoes e da suposta funcao de IRS1
nas células BCR-ABL positiva. IRS1 se associa com BCR-ABL, PI3K e Grb2 em
células K562. A inibi¢do de IRS1 resulta na diminuicao da fosforilagao de Akt, P70S6k e
ERK1/2, o que poderia estar atuando na diminuicdo da proliferacdo e crescimento clonal.

O papel de IRS1 na ativacdo das vias de sinalizacio Akt/mTOR e MAPK € bem
conhecido(55, 62). Estudo anterior do nosso grupo demonstrou que IRS1 estad
constitutivamente fosforilado e associado com PI3K e Grb2(85), justificando nossos
resultados atuais que demonstra que o silenciamento de IRS1 diminui a fosforilacdo da Akt
e P70S6K, possivelmente através da inibi¢do da via de sinalizacdo de PI3K, além de
diminuir a fosforilacdo de ERK1/2, possivelmente através da associacdo IRS1/Grb2, que
atua na cascata de sinalizacdo Ras. Em conjunto, esses resultados indicam que a inibi¢ao de
IRS1 resulta na diminui¢do da proliferacdo e clonogenicidade, possivelmente através da
inibicao da fosforil¢do de Akt, P70S6K e ERK1/2. Nés ainda especulamos que o acimulo

significativo de células na fase Go/Gj, seguido por uma diminui¢do de células na fase S do
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104



varios processos celulares, incluindo sintese protéica e progressao da fase G| para a fase S
do ciclo celular(110, 111). Resultado semelhante foi observado em células de cancer de
pancreas, onde a inibi¢do de P70S6K inibiu a proliferacio e induziu parada do ciclo celular
na fase G1, no entanto os indices de apoptose permaneceram inalterados(112).

Em células BCR-ABL positivas, o silenciamento de IRS1 nao afetou a apoptose
apesar da inibi¢ao da fosforilagao de Akt. A funcdo mais estabelecida de Akt nas células de
mamiferos € a inibicdo da apoptose, o que pode contribuir para a génese do cancer. No
entanto, ndo é provavel que essa fungdo por si s6 que seja suficiente para explicar a
ativacdo frequente de Akt em canceres humanos. Existem evidéncias de que Akt participe
da proliferagdo, na transicdo normal da fase G; para fase S do ciclo celular e na
transformagdo oncogénica, independentemente da sua funcdo anti-apoptética(113). Além
disso, o aumento da ativacdo de Akt tem sido associado com o aumento da proliferacao
celular em cancer(113) e com pior progndstico em leucemia aguda(114). Outros estudos
corroboram com a hipdtese que a via de Akt esteja envolvida com a proliferacdo, pois a
inibicdo especifica da atividade de PI3K diminui a proliferagdo celular em LMA, sem
indugdo de apoptose(115, 116) e a inibi¢do de IGF-1R bloqueia a proliferacdo, sem afetar a
apoptose em amostras de MO de pacientes com LMA(26). Nossos achados de que a
apoptose ndo foi modulada pela inibicdo de IRS1, estdo de acordo com a auséncia de
modulagdo de proteinas envolvidas na apoptose, pois ndo foram observadas alteragdes na
fosforilagdo de BAD e na expressdo de BCL2 e BAX. Estes resultados indicam que a
ativacdo de multiplas vias de sinalizacdo por BCR-ABL, levando a transformacao maligna,
sdo responsaveis pelo fenétipo leucémico, o que sugere que sao necessarios inibidores que
possam atuar sobre vdrios alvos para controlar a doenca.

Nossos resultados ndo evidenciaram efeitos cumulativos entre o silenciamento de
IRS1 e o tratamento com imatinib na proliferacdo celular, formacado de colonias e apoptose.
Como relatado anteriormente, IRS1 estd associado com BCR-ABL(85) e a constatacdo de
que o silenciamento de IRS1 nao modula o status de fosforilacio de BCR-ABL e CRKL
indicam que IRS1 atua como uma proteina adaptadora downstream na via de sinalizacdo de
BCR-ABL. Nesse contexto, a inibicdo de BCR-ABL pelo tratamento com imatinib pode
superar o efeito do silenciamento de IRS1 e ser altamente eficiente na reducdo da

proliferacdo, clonogenicidade e na inducdo de apoptose em células K562. No entanto, a
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inibicdo de IRS1, como foi observada nas células que ndo foram expostas ao imatinib &
capaz de inibir a proliferacdo, clonogenicidade e progressdo do ciclo celular em células
BCR-ABL positivas. Os mesmos efeitos foram observados nas células silenciadas para
IRS1 e expostas a uma baixa concentracao de imatinib (0,1 M). Estes resultados chamam a
atencdo para as possibilidades de controlar a proliferacao celular em células BCR-ABL
positivas visando outras proteinas como alvo, além do BCR-ABL. Esta estratégia pode ser
necesséria em casos de LMC resistentes ao tratamento com inibidores de tirosina quinase
ou em progressdo da doenca.

Inibidores de tirosina quinase, como o mesilato de imatinib, tem sido utilizado como
terapias de primeira linha para LMC. No entanto, o sucesso destes inibidores tem sido
atenuado pelo aparecimento de resisténcia ao tratamento, causando o retorno da LMC.
Assim, a identificacdo de novos genes alvo e/ou vias de sinalizacdo envolvidos na
fisiopatologia da LMC é fundamental. Neste trabalho n6s demonstramos, pela primeira vez,
que o silenciamento do IRS1 resulta na diminuicdo da proliferagdo e inibicdo das vias
Akt/mTOR e MAPK em células K562. No entanto, novos estudos devem ser realizados
para melhor entendimento dos mecanismos pelos quais IRS1 contribui para o fenétipo
leucémico e, consequentemente, validar IRS1 como um gene-alvo para o tratamento de
pacientes com LMC resistentes ao imatinib. Utilizar IRS1 como alvo em uma terapia
complementar para LMC parece ser uma medida razodvel, uma vez que IGF-1R ja se
tornou um alvo para terapia antineopldsica em vérios tipos de tumores(117-119).

Em conclusdao, o presente estudo identificou IRS1 como um gene altamente
expresso em LLA, assim como sua funcdo na proliferacdo e nas vias de sinalizagdo
Akt/mTOR e MAPK de células BCR-ABL positiva. O estudo também identificou /RS2
como um gene com expressdo diminuida em SMD e leucemias agudas, € que mesma €
modulada durante o processo de diferenciagdo eritroide. Os achados aqui descritos sugerem
que IRS1 possa ser um alvo terapéutico em LLA e LMC e IRS2 um marcador de

progndstico e um possivel alvo terapéutico nas SMD e LMA.
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes

conclusoes:

1.

IRS1 estd expresso em linhagens de leucemia aguda mieloide e linfoide, enquanto
que IRS2 estd expresso preferencialmente em linhagens mieloides.

Niao ha diferencas na expressdo de IRS1 entre células hematopoéticas de pacientes
com SMD e LMA e de controles normais, mas expressdo de IRS1 estd aumentada
em amostras de MO de pacientes com LLA em relagdo aos controles normais.

A expressdo de IRS2 € menor nas amostras de medula dssea de pacientes com SMD,
LMA e LLA em relacdo aos controles normais e também € menor em pacientes com
SMD de alto risco se comparados com SMD baixo risco, de acordo com a
classificagdo FAB, WHO e ntiimero de citopenias.

O aumento na expressdo de IRS2 durante a diferenciacdo eritroide é pouco
proeminente em progenitores de SMD, comparados aos progenitores normais,
sugerindo um papel de IRS2 na eritropoese ineficaz da SMD.

Em células K562 (BCR-ABL+), o silenciamento de IRS1 por lentivirus € efetivo e
reduz a proliferacdo e o crescimento clonal das células, além de resultar no acimulo
de células na fase Go/G; e reducdo de células na fase S do ciclo celular.

O silenciamento de IRS1 reduz a fosforilagdo da Akt, P70S6K e ERK, mas ndo
modula a apoptose e as proteinas BCL2, BAX e BAD.

A inibicdo do IRS1 ndo modula a fosforilacio do oncogene BCR-ABL e do seu
substrato CRKL.

O silenciamneto do IRS1 ndo apresenta efeito sinérgico ao tratamento com imatinib

nos processos celulares de proliferacéo, crescimento clonal e apoptose.

Os resultados desta dissertacdo geraram a redagdo de dois manuscritos

submetidos para publicacdo (Apéndices I e II).
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11 - OBJETIVOS

0 projeto visa a investigagio funcional de novos genes alve e novas 1eTRpEUTiCEs Nas
mielodisplasins, Em vista de nfio haver modelos de eélulas ou gnimais com miclodisplamas, para
cumprimento de alguns objetivos serio uiilizados linhagens leucémicas, Analisara regulagio da
expressio dos genes ARHGAPLD, MASK em linhagens leucémicas submefidas » difereantes
agentes terapéutices cultivadas em suspensdo, Analisar 8 expressio diferencial dos genes
ARHGAP10 & MASK em células de pacientes som SMDs cultivades em suspensido e um
ambiente de células esiromais submetidas a diferentes terapias anti-umorais. Hupenpressar
MASK & ARHGAPLO em células hematopocticas e verificar o perfil de expressio génica por
microamay. Induzir Ree e verificar & expressio de MASK. ARHFGAP10, formita, APAF e
FLIP. Verificar o expressfo das isofarmas de APAF e FLIP em células de medula ossea de
pacientes com miclodisplasias e comelacionar com subgrupeo € PS5, Verificar & expressio de
formita em células linfudes de pacientes com SMID ¢ comelacionar com padrio de celulanidade
da medula dssen, grau de anemia, subgrupo de SMID e PSS, Verificar a expressdo de WTl =
PRAME & comelacienar com subgrupo de SMD e PSS, Verficar o crestimento de colémas 2
partir de célulss precursoras de medula ossea de pacientes com SMDY, em culturas de longa
duragio, submetidas a tratamento com difesentes drogas. Verificar 2 express3o de citocinas ¢
moléculas de adesio em células aderente da culura de longa dursg®o. Verficar o perfil de
expressio génica de células CD34 + de pacientes co SMD, utilizando conjunta de genes
conhecidos e transcritos humanos novos, imohilizades em Liminas de microamays. Verificar a
capacidade da célula dendnicz de SMD, defivada de celula moncnuclear, induzir
imuncgenicidade quando transformada com mRNA de WT1. Investigar mutagles nos genes
PTPNI1. AML-1, FLT3 e GATA-1 e verificara sc estas mutagdes 3¢ relacionam com subgrupo
de SMD, P55, progressio para lewcemia.
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11 - SUMARIO

Parm esse estudo participardo, ao minimo, 34 pacientas, 23 mulheres, 11 homens, com
idade enire 18 & &9 anos; sendo que pacienies novos admitidos ne servigo serdo convidados a
participar, Serfio incluidos no estudo o5 pacientes com diagndatico de Sindrome Mielodisplisica,
acompanhados no Ambulatorio de Hematologis do Hemocentre da Unicamp por pelo menos £
meses. ¢ dingndsiico sera feito com base em critérios clinicos e morfoldgices, utilizados no
servigo ha pelo menos 15 anes, com exclusio de causas como caréncias vitaminicas, doengas
inflamatorias, infacelosas, hepiticas, renais, endbcrings e outras neoplasias. Os pacientes e
controles que aceitarem voluniariamente em participar do estdo serfo submetidos a coleta de
sml de medula dssen para exiragio de mRNA; ciwmetriade fuxo para andlise de PRAME,
Formina em lencécitos & células dendriticas; cultive de células estromais (apenas em pacientes
com idade acima de &5 annd); watmmento in v de células em suspensio com agentes
terapéuticos (apenas pacientes com idade acima de 65 anos), tratamenti fr vitro LOM 3gentes
terapéuticos em ambiente de células estromais (apsnas pacientes com idade acima de 85 anos).
exiragio de DMA para investigagio das mutagies

IV - COMENT ARIOS DOS RELATORES

E um projete bem elsborado, condizente com as nommas do CEP e do CONEP. Apresenta
bibliearafia atuslizada; o ormamento tem como fonte financiadora a FAPESP, no valor de RS
150 000,00, At modificagics o TOLE fecu ndagunda,

¥ - PARECER M) CEP

0 Comité de Efica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncins Médicas da UNICAMP, apis
acatar o5 parsceres dos membros-relatores previamente designados pam o presenfe caio e
atendendo twdos os dispositivos das Resolughes 196/96 e complementares, bem como tes
aprovade o Termo do Consentimento Livre @ Esclarecido, assim como el v 08 anexos incluidos
na Pesquisa, resalve aprovar sem resiripdes o Protocole de Pesquisa supracitade.

O conteiido e a3 conclusbes aqui zpresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEFFCMUNICAMP & n3o representam # opiniio da Universidade Estadual de Campinns nem
A COMprometenm.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se n paticipar ou de Tetirar seu
consentimento em gualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e jem prejuizo an sen
cuidado (Res. CNS 196/96 — Trem TV 1 f) & deve receber uma copia do Terma de Consentimento
Livre & Ezclarecido, na integra, por ele assinado (Tem IV.2.d).

Pesquisador deve deservolver 2 pesquisa conforme delincada no protecolo sprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das mzdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res CNS Hem 111 z), exceto quando perceber isco ou dano nio prevists ao sujeito
participante ou gquande constatar a superondade do regime oferecide & um dos gupos de
pesquiss (em V. 5.}

O CEP deve ser informada de todos os efsitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
eutss nomal de estude (Res. CNS lem V4) E papel do pesquisador assegurar medidas
imecliatas adequadns frente & evento adverso grave oeertide (mesmo que tenba sido em outro
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centrivh e enviar notificerdo ag CEP & 4 Agéncia Maclonal de Vigilincia Sanitdria = AMVISA -
junto Gom e pO&CiCRAREnio.

Eventuiis modificagdes ou emendns a0 protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clar & sucints, ddentifcando a pare do protocelo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1ow [ apresentados anerfiormente & ANVISA, o pesquisador o
patrocinador deve emvid-las mmbém 4 mesma junto com o pareser aprovattnn do CEP, par
ser=m juntadas an protocolo inicial (Res. 231097, Tiem TILZ.2)

Relatorios parciais & final dever ser apresentados an CEP. de acorda coem o4 prazos
estabelecidos na Resolugiio CNE-MS 196/946.

¥II - DATA DA REUNTAOD

Homologado na ¥ Reunifo Ordinina do CERFCM, em 24 de maio de 2005,

e, o5
Profa, Dra, Farmen Silvis Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE A EM PESQUISA

FCM S UNICAMP
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Anexo I1

Resumo Projeto Tematico - processo n® 057516811

Titule: “Investigagao funcional e caracterizagdo do envolvimento de novos
genes alvo & novas terapeuticas nas sindromes mielodisplasicas e em linhagens
leucémicas”

As sindromes mielodisplasicas [SOMs) constituem um grupo hetercgéneo de
desordens hematogpoieticas, que exicem hematopoiese ineficaz. Pouco se sabe a respeio
da patogeéness das SMDs e dos processos que medeiam a sua freglents 1mn5farmag.a|:-
&m leucemias. MNos (fimos anos tem se tomado evidente gue alteragies Na CoOmposican
&'ou fungdo do microambiente celular podem ser implcadas na prn-gressa-: de diversas
desordens hematologicas. particularmente em SMDs. Novas terapias tém sido propostas
3 partir das caracteristicas bll:l|l:l§ cas deste fipo de tumar, porem oS eventos moleculanss
responsaveis pela manutengso ou  propagacic da  populagdc oonal andmala
permanecam ainda desconhecidos, sendo que mMuitas weZes O apenies terapéuticos
utilzados ndo sdo avo-especfico. Sendo assim, a -::a'amenza-;a:: de alvos molecularss
mporantes para o5 processos de diferencagio e progr ressao tumoral mielgide p-:u:lem
fornecer informagdes que podzm cortribuir para a geng'an de nowas drogas com maior e
migihor E-spmfcu:la::le de agdo. A partir do Projeto Genoma Humano, dversos genss
novos tém sido identficados, muitos deles q.:rmmanl:l-:- grande potencial para alvos
terapEuticos. A proposta deste projeto & & caracienzagdo da regulagdo da expressao de
novos genes, especiicamente; ARHGAP21, MASK e Formina, assim como de cubras
proteings, nas melodisplasiss, frente & diferentes fratamentos, wisando investigar
mezanismos moleculares dests tipo de twmor e o desenvolimento de novas estratégas
para terapia ant-cumeral. Em vista de n3o haver modeios de cdlulas ou animas com
miglodisplasia, para cumprimento de alguns objetivos utfizaremos fnhagens leucémicas
como modslos. Alem disso NL[I:.EI?EEE serao pesquisadas em genss que podem se
associar com evolugan para leucemia como FTRN T, FLT3, AML-1, GATA-1 .

PALAVRAS- CHAVES: meodispasia, MASK, ARHGAP 21, Formina, esiroma .
APBFA
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Abstract

BCR-ABL kinase activates downstream signaling pathways, including the PI3K-
Akt/mTOR and the MAPK pathway. IRS1 has been previously described as
constitutively phosphorylated and associated with BCR-ABL in K562 cells, suggesting
that IRS1 has role in the BCR-ABL signaling pathways. In this study, we analyzed the
effect of IRS1 silencing, by shRNA-lentiviral delivery, in K562 cells, a CML cell line
that presents the BCR-ABL. IRS1 silencing decreased cell proliferation and colony
formation in K562 cells, which correlates with the delay of these cells at the GO/G1
phase and a decrease in the S phase of the cell cycle. Furthermore, IRS1 silencing in
K562 cells resulted in a decrease of Akt, P70S6K and ERK1/2 phosphorylation.
Nevertheless, apoptosis was unaffected by IRS1 knockdown and no alterations were
found in the phosphorylation of BAD and in the expression of BCL2 and BAX. BCR-
ABL and CRKL phosphorylation levels remained unaffected upon IRS1 silencing, and
no synergistic effect was observed with imatinib treatment and IRS1 knockdown,
indicating that IRS1 is downstream from BCR-ABL. In conclusion, we demonstrated
that inhibition of IRS1 is capable of inducing the downregulation of Akt/mTOR and
MAPK pathways and further decreasing proliferation, clonogenicity and induces cell

cycle delay at GO/G1 phase in BCR-ABL cells.

Keywords: IRS1, Akt/mTOR, MAPK, K562 cells, BCR-ABL, proliferation
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1. Introduction

The signaling network controlled by the breakpoint cluster region-abelson (BCR-
ABL) kinase is complex and highly redundant and the sum of these protein interactions
is translated into the altered phenotype of BCR-ABL-expressing chronic myeloid
leukemia (CML) cells, as well as of Philadelphia-positive (Ph+) acute lymphoblastic
leukemia (ALL) cells[1]. Significant effort has been placed into understanding the
molecular mechanism of action of BCR-ABL through the identification of signaling
pathways that are affected by BCR-ABL tyrosine kinase activity. Numerous substrates
and binding partners of BCR-ABL have been identified and current efforts are directed
at linking these pathways to the specific pathologic defects that characterize CML[1].
Despite the seemingly endless expansion of the list of pathways activated by BCR-ABL
and the increasing complexity revealed in these pathways, all of the transforming
functions of BCR-ABL are dependent on its tyrosine kinase activity[2], which is
specifically inhibited by imatinib mesylate (Gleevec/Glivec, formerly STI571; Novartis,
Basel, Switzerland)[3]. Imatinib is a small molecular inhibitor of BCR-ABL kinase and
potently induces growth arrest and apoptosis of BCR-ABL cells. The development of
resistance to imatinib has recently emerged as an important problem in patients with
CML, most often due to acquired mutations in the target kinase[4, 5]. Different
strategies have been implemented to overcome this resistance, including the synthesis of
new BCR-ABL ATP-competitive or non-ATP-competitive inhibitors and multi-targeted
kinase inhibitors[1]. An alternative approach is the use of other compounds that do not
bind directly to the BCR-ABL protein; instead, these molecules act on several
downstream pathways, regulated by or linked in different ways to BCR-ABL, which

leads to the malignant transformation of the cells.
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Insulin receptor substrate 1 (IRS1) is an intracellular signaling adaptor protein that
integrates and coordinates numerous biologically key extracellular signals within the
cell. First identified as a signaling intermediate of the insulin receptor (IR), it is now
clear that IRS1 is the main substrate of the insulin-like grow factor 1 receptor (IGF-1R)
and alterations in IRS1 expression have been linked to diabetes and specific cancers
(hepatocellular, pancreatic, breast)[6]. IRS1 contains multiple tyrosine phosphorylation
sites, which during insulin stimulation are phosphorylated and act as docking sites for
multiple SH2-containing proteins including p85, Grb2, Nck, Crk, Fyn, Syp and
SHP2[7]. Thus, insulin stimulation results in the activation of many downstream
pathways; the two best-studied being the phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-
Akt/mammalian target of rapamycin (mTOR) and the Ras-mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathway, which includes the extracellular signal-regulated kinase
(ERK)[7, 8]. The PI3K-Akt/mTOR signaling pathway plays a critical role in a number
of biological events, including mitogenesis, cell motility, metabolism, cytoskeletal
organization, and cell survival[9]. There are several YMXM motifs in the
COOH-terminus on IRS1 that, when phosphorylated by receptor tyrosine kinases
(RTKSs), bind to the SH2 domain of the p85 regulatory subunit of PI3K, resulting in the
downstream activation of numerous mitogenic and oncogenic effectors, most notably
Akt[7, 9]. IRS1 binding to Grb2 , which is normally associated with mSOS (a guanine
nucleotide exchange factor), leads to stimulation of the classic MAPK pathway, which
includes the activation of the Ras/Erk cascade of kinases[10, 11]. The MAPK pathway
is instrumental in cell growth, differentiation and mutations in its downstream effectors
are related to numerous cancers[12]. In addition, IRS1 signaling involves the docking

and regulation of non-SH2 binding proteins and phosphorylated IRS1 has been shown
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to bind to the loop domain of anti-apoptotic signaling protein, BCL2, and enhance its
anti-apoptotic activity[13].

Despite the fact that IRS1 has no intrinsic kinase activity and requires upstream
activators, many studies have shown that this signaling adaptor is in itself oncogenic
and can induce malignant transformation[14-16]. Even though most of our knowledge
regarding the molecular functions of IRS1 protein has been derived from studies in the
insulin signaling system, there is evidence that this protein participates in the BCR-ABL
signaling pathway. IRS1 has been previously described as being constitutively
phosphorylated and associated with BCR-ABL in K562 cells[17], and IRS1 expression
was found to be negatively correlated with survival in BCR-ABL positive ALL patients,
regardless of age and white blood cell count at diagnosis[18]. Thus, new findings
regarding the mechanisms that link IRS1 with BCR-ABL may be useful for developing
novel therapeutic targets and prognostic markers in BCR-ABL diseases. Hence, to
further understand the mechanisms of the action of IRSI in the malignant process
through which BCR-ABL transforms cells, we have attempted to identify the role of

IRS1 in cell proliferation, clonogenicity, cell cycle and apoptosis in K562 cells.
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2. Materials and methods

2.1 Cell culture and reagent chemicals

K562 cells, which are known as a representative human CML cell line, were obtained
from ATCC, Philadelphia, PA, USA. Cells were cultured in RPMI containing 10% fetal
bovine serum (FBS) and glutamine with penicillin/streptomycin and amphotericin B,
and maintained at 37°C, 5% CO,. Imatinib mesylate was kindly provided by Novartis
Pharmaceuticals, Basel, Switzerland, and prepared as a 50 mM stock solution in

dimethyl sulfoxide (Me,SO,; DMSO).

2.2 Transduction of lentivirus

K562 cells were transduced with lentivirus-mediated shRNA nonspecific control (sc-
108080) or lentivirus-mediated shRNA targeting RS/ (sc-29376) from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and named
shControl and shIRS1 cells, respectively. Briefly, 2x10° cells were transduced with
lentiviral by spinoculation at multiplicity of infection equal to 0.5 and selected by

puromycin (1.75 pg/mL).

2.3 Real-time RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from cells using the TRIzol reagent, according to the
manufacturer's instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The reverse transcription
reaction was performed using RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit, according
to the manufacturer's instructions (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). Expression
of IRS] mRNA was detected by Maxima Sybr green qPCR master mix, according to the
manufacturer's instructions (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) in the ABI 7500

Sequence Detection System (PE Applied-Biosystem) using specific primers: forward
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5’-TGACCATGCAGATGAGTTGTCC-3’, reverse 5%-
CGCATGTCAGCATAGCTTACAG-3°; HPRT and f-actin were used as endogenous
control and primers respectively were: forward 5°-
GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’, reverse 5-
TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3" and forward 5°-AGGCCAACCGCGAGAAG-
3°, reverse 5°- ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3’. Relative levels of gene
expression were quantified. The relative quantification value was calculated using the
equation, 2*“"[19]. A negative ‘No Template Control’ was included for each primer
pair. The dissociation protocol was performed at the end of each run to check for non-

specific amplification. Three replicas were run on the same plate for each sample.

2.4 Western Blot

Equal amounts of protein were used for total extracts or for immunoprecipitation with
specific antibodies followed by SDS-PAGE and Western blot analysis with the
indicated antibodies and ECL™ Western Blotting Analysis System (Amersham
Pharmacia Biotech, UK Ltd., Buckinghamshire, England) as described[17]. Monoclonal
antibodies against phospho(p)-tyrosine (sc-508), ABL (sc-23), p-ERK (sc-7383),
P70S6K (sc-8418), CRKL (sc-319), BAX (s¢c-20067) and polyclonal antibodies against
Actin (sc-1616), IRS-1 (s¢-559), Akt 1/2 (sc-8312), p-P70S6K (sc-7984), BLC2 (sc-
492), p-BAD (sc-7999) and BAD (sc-943) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). Monoclonal antibodies against p-Akt (9271) and p-CRKL (3181)
were from Cell Signaling Technology (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) and Anti-
ERK1/2 (13-6200) was from Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Blots were
stripped and reprobed as necessary. Quantitative analyses of the optical intensities

protein bands were determined with Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD,
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USA) and normalized by actin for protein expression or total protein for protein

phosphorylation.

2.5 Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay

Cell proliferation was measured by MTT assay. ShControl and shIRS1 cells were
serum-starved in 0.5% FBS for 12 hours. A total of 5x10* cells per well were then
plated in a 96-well plate in RPMI 10% FBS at different concentrations of imatinib
mesylate (0.1, 0.5 or 1 uM) for 48 hours. In brief, 10 pl of a Smg/mL solution of MTT
were added to the wells and incubated at 37°C for 4 hours. The reaction was stopped by
using 100puL of 0.1N HCI in anhydrous isopropanol. Cell growth was evaluated by
measuring the absorbance at 570nm, using an automated plate reader. All conditions

were tested in six replicates.

2.6 Colony formation assay

Colony formation was carried out in semisolid methyl cellulose medium (0.5x10°
cell/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canada).
Colonies were detected after 8 days of culture by adding Img/mL of MTT reagent and
scored by Image J quantification software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). ShControl and shIRS1 cells were submitted to colony formation assay in
the presence or absence of imatinib mesylate (0.1, 0.5 or 1 uM). All conditions were

tested in duplicate.

2.7 Cell cycle analysis
Cells were fixed in 70% ethanol, for at least 2 hours at 4°C, and stained with 20 pg/mL

propidium iodide (PI) containing 10 pg/mL. RNase A for 30 minutes at room
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temperature. Fluorescence cell analysis was performed with a FACSCalibur (Becton—
Dickinson, CA, USA). Resulting DNA distributions were analyzed by Modifit (Verify
Software House Inc., Topsham, ME, USA) for the proportions of cells in the phases of

the cell cycle.

2.8 Assessment of apoptosis by Annexin-V and PI staining

ShControl and shIRS1 cells were seeded on 12-well plates and treated with different
concentrations of imatinib mesylate (0.1, 0.5 or 1 pM) for 48 hours. Cells were then
washed twice with ice cold PBS and resuspended in binding buffer containing 1pg/mL
Pl and 1pg/mL FITC labeled Annexin-V. All specimens were analyzed on a
FACSCalibur after incubation for 15 minutes at room temperature in a light-protected

area. Ten thousand events were acquired for each sample.

2.9 Caspase-3 activity assay

Caspase-3 activity was measured as recommended by the manufacturer (Calbiochem,
La Jolla, CA, USA). ShControl and shIRS1 cells were seeded in 6-well plate and treated
with different concentrations of imatinib mesylate (0.1, 0.5 or 1 uM) for 48 hours. Cells
(10° cells/mL) were incubated with FITC-DEVD-FMK (1:300) in non-supplemented
medium for 40 minutes at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO?2. Cells were then
washed, resuspended in non-supplemented medium and analyzed by flow cytometry

using the FL-1 channel.

2.10 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Instat 3 (GraphPad Software, Inc.,

San. Diego, CA, USA). Data were expressed as the mean + standard deviation (SD).
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For comparisons, an appropriate Student’s 7-test or Mann-Whitney test were used. The

level of significance was set at P<0.05.
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3. Results

3.1 Efficient downregulation of IRS1 expression and its phosporylation in K562

cells after lentivirus shRNA transduction

To examine the effects of IRS1 silencing on a CML cell model, K562 cells were stably
transduced with lentivirus-mediated shRNA targeting IRS1 or an appropriate control.
After selection by puromycin, mRNA and proteins levels of IRS1 were determined by
real time RT-PCR and Western blot. A significant reduction in /RS/ mRNA (by
84+2%) and protein (by 74+9%) levels was observed in shIRS1 when compared with
shControl (Fig. 1A-C). Since the signaling through IRS1 is regulated not only at the
expression level, but at the phosphorylation level as well, it was important to confirm
whether IRS1 silencing also resulted in the downregulation of its own phosphorylation.
Similarly to what was observed with IRS1 expression, IRS1 phosphorylation was
significantly decreased in shIRSI cells when compared with shControl cells (by
45+6%) (Fig. 1D). We then verified whether IRS1 silencing interfered with the
phosphorylation levels of other phosphotyrosine-containing proteins, and found that a
reduced tyrosine phosphorylation of proteins was observed in a total protein extract

from the shIRS1 cells when compared with shControl cells (Fig. 1E).

3.2 IRS1 silencing significantly reduces proliferation in K562 cells

The effect of IRS1 silencing on the proliferation of K562 cells was accessed by MTT
assay. After 48 hours of culture, proliferation was significantly reduced in shIRS1 cells
when compared with shControl cells (inhibition rate = 40+5%; P=0.002) (Fig. 2A).

This result prompted us to observe for the effects of IRS1 silencing, concomitant with

11
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imatinib mesylate treatment in K562 cells, as this small-molecule is capable of
inhibiting IRS1 phosphorylation, as previously described[17] and as shown in Figure
2B, and presents remarkable clinical activity in patients with CML[1]. As expected,
after 48 hours of treatment with 0.1, 0.5 or 1 uM of imatinib mesylate, we observed a
dose-response effect in reducing proliferation in K562 cells. When cells were exposed
to 0.1uM imatinib, the ability of IRS1 silencing to reduce proliferation was evident
compared to shControl (P=0.002). However, no synergism was observed between
imatinib treatment and IRS1 silencing (Fig. 2A). Thus, it was clear that although IRS1
knockdown reduced the proliferation of K562 cells, no cumulative effect was observed

with imatinib treatment and IRS1 silencing.

3.3 IRS1 silencing inhibits colony formation of K562 cells

Colony formation was used to determine whether IRS1 silencing in K562 cells altered
clonal growth. ShControl and shIRS1 cells were suspended in a methylcellulose
medium and assessed for their ability to form colonies. A significant decrease of
61+14% in the number of colonies was observed in shIRS1, as compared to shControl
cells (P=0.0007; Fig. 3). Imatinib treatment resulted in a dose dependent inhibition of
K562 cell colony formation. At the lowest dose of imatinib (0.1uM), we still observed
the effect of IRS1 silencing on colony formation, when compared with shControl
(P=0.0008). Once again, no synergistic effect was observed between the imatinib
mesylate treatment and IRS1 silencing. These findings indicated that IRS1 knockdown

in K562 cells resulted in a clonogenic reduction.

3.4 IRS1 silencing induces cell cycle delay at the G0/G1 phase K562 cells

12
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Flow cytometry analyses revealed a significant accumulation of shIRS1 cells at G0/G1
phase of the cell cycle followed by a decreasing number of cells in the S phase, when
compared with shControl cells (Table 1). IRS1 silencing in K562 cells then induced a
GO/G1 block and prevented cells from entering the S phase, which correlated with

decreased cell proliferation and colony formation.

3.5 Apoptosis is unaffected by IRS1 knockdown

To investigate the effects of IRS1 silencing on cell death, the rate of apoptosis was
evaluated by flow cytometry after cell incubation with annexin-V/PI, and also with
FITC-DEVD-FMK for measuring caspase 3 activity. No difference in the percentage of
apoptosis, either by Anexin-V/PI or caspase 3 assays, was observed in shIRS1 cells
when compared with shControl cells (Fig. 4 and 5 respectively). Imatinib mesylate
treatment, together with IRS1 knockdown, showed no cumulative effects, although drug

treatment alone effectively induced apoptosis and caspase 3 activity in a dose-response

manner (Fig. 4 and 5, respectively).

3.6 IRS1 silencing results in downregulation of the Akt/mTOR and MAPK
pathways

Of the IRS1 intracellular signaling pathways, two main pathways, the PI3K-Akt/mTOR
and the Ras/MAPK cascades, have been previously shown to be activated by IRS1[6].
Thus, it may be debated as to whether these pathways are downregulated after IRS1
silencing in BCR-ABL cells.

Akt and P70S6K phosphorylation were significantly decreased in shIRS1 cells, when
compared with shControl cells; showing a reduction of 55+3% and 59+14%, P<0.05,

respectively (densitometry quantification and normalization for total protein of three
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independent experiments) (Fig. 6). There was a similar significant decrease in ERK1/2
phosphorylation in shIRS1 cells when compared with shControl cells (reduction of
67+11%, P=0.0083) (Fig. 6). The expression level of the anti-apoptotic BCL2, the pro-
apoptotic BAX protein, and the phosphorylation levels of the pro-apoptotic BAD
protein demonstrated no differences between shIRS1 and shControl cells (Fig. 7). The
downregulation in the phosphorylation of Akt, P70S6K and ERK1/2 proteins in shIRS1
cells were in agreement with lower rates of cell proliferation upon IRS1 silencing.
Nevertheless, proteins involved in survival signaling along the same pathway as BCL2,
BAX and BAD were not modulated by IRS1 silencing, corroborating our findings in

apoptosis.

3.7 IRS1 silencing does not affect BCR-ABL and CRKL phosphorylation

We checked if IRS1 silencing would change the phosphorylation status of BCR-ABL
and CRKL, a protein downstream to BCR-ABL. No modulation in BCR-ABL or CRKL
phosphorylation levels was observed in shIRS1 cells, when compared with shControl

cells (Fig. 8).
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4. Discussion

Herein, we analyzed the effect of IRS1 silencing, by shRNA-lentiviral delivery,
in K562 cells, a well established CML cell line that presents the BCR-ABL chimeric
oncogene, known as the Philadelphia translocation. Our results showed that IRS1
silencing with consequently decreased IRS1 phosphorylation, decreased cell
proliferation and clonogenicity in K562 cells, which correlates with the delay of these
cells at the GO/G1 phase and a decrease in the S phase of the cell cycle. These findings
are in agreement with those of other authors that have previously described the role of
IRS1 in proliferation and in somatic growth regulation. For instance, IRS1-deficient
mice were approximately 30% smaller than the wild-type littermates[20, 21].
Nevertheless, overexpression of IRS1 in the mouse mammary gland resulted in
hyperplasia and tumorigenesis[22]. The oncogenic role of IRS1 and its ability to induce
malignant transformation have been previously described[15, 23]. The inhibition of
IRS1 with siRNA strategies has been shown to represent a good target for controlling
proliferation in prostate, breast and hepatoma cancer cell lines[22, 24-27]. Interestingly,
the inhibition of the IGF-1R, a tyrosine kinase receptor upstream to IRS1, decreased the
clonogenicity of leukemic progenitors and the proliferation of PI3K activated acute
myeloid leukemia cells[28]. Our results provide new evidence that IRS1 also plays a
role in proliferation in BCR-ABL cells.

To further clarify the signaling pathway inhibited by IRS1 knockdown in K562
cells, we checked the activation status of Akt and P70S6K, essential proteins of the
Akt/mTOR pathway, and ERK1/2, one of the MAPK proteins. These signaling
pathways regulate a variety of cellular activities including proliferation, differentiation,
survival, and death[29, 30]. IRS1 silencing in K562 cells resulted in a decrease of Akt,

P70S6K and ERK1/2 phosphorylation, indicating a downregulation in Akt/mTOR and
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MAPK pathway, respectively. The role of IRS1 in the activation of Akt/mTOR and
MAPK pathways is well known [7, 8]. A previous study by our group showed that IRS1
associated and activated PI3K in K562 cells and also associated with Grb2 [17],
justifying our current findings demonstrating that IRS1 knockdown decreases Akt and
P70S6K phosphorylation, possibly through downregulation of PI3K signaling, in
addition to the decrease of ERK1/2 phosphorylation, possibly through the IRS1/Grb2
association that ultimately links IRS1 to the Ras signaling cascade. Taken together,
these findings indicate that the inhibition of IRS1 results in decreased proliferation and
clonogenicity of cells and in the inhibition of Akt, P70S6K and ERKI1/2
phosphorylation. Moreover, a significant accumulation of cells in the GO/G1 phase of
the cell cycle, followed by a decreased number of cells in the S phase was observed.
These are interesting findings, which are supported by previous evidence that the
activation of P70S6K regulates a wide range of cellular processes including protein
synthesis, progression of G1 towards the S phase of the cell cycle[31, 32]. Furthermore,
inhibition of P70S6K blocks proliferation and induces G1 cell cycle arrest without
affecting apoptosis in pancreatic cancer cells [33].

In BCR-ABL cells, IRS1 silencing did not affect apoptosis, despite the inhibition
of Akt phosphorylation. The most established function of Akt in mammalian cells is
inhibition of apoptosis, which may contribute to the genesis of cancer. However, this
function alone is not likely to be sufficient to explain the frequent activation of Akt in
human cancer. Genetic evidence that Akt is required for cell proliferation, normal G1/S
phase transition and oncogenic transformation, regardless of its antiapoptotic function,
have been previously described[34]. Increased activation of Akt has been associated
with increased cell proliferation in cancer[34] and with poor prognosis in acute

leukemia[35]. Indeed, it is known that the specific inhibition of PI3K activity decreases
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AML cell proliferation without inducing apoptosis[36, 37] and inhibition of IGF-1R
blocks proliferation; without affecting apoptosis in AML bone marrow samples[28].
The observation that apoptosis was not modulated by IRS1 silencing, are in agreement
with the non-modulation of proteins involved in apoptosis, thus no changes were
observed in phosphorylation of BAD and in the expression of BCL2 and BAX. These
results also indicate that activation of multiple molecules and signaling pathways
downstream to BCR-ABL lead to the malignant transformation of the cells and are
responsible for the leukemia phenotype, suggesting that multi-target protein inhibitors
are necessary to control the disease.

We showed that there were no cumulative effects of IRS1 silencing and imatinib
mesylate treatment on cell proliferation and colony formation, neither in apoptosis, in
K562 cells. As previously reported, IRS1 is associated with BCR-ABL in K562
cells[17], and the finding that IRS1 silencing does not modulate the phosphorylation of
BCR-ABL and CRKL proteins indicates that IRS1 acts as a downstream adaptor protein
to the BCR-ABL pathway. In this context, the inhibition of BCR-ABL by imatinib
treatment may overcome the effect of IRS1 silencing and be highly efficient in reducing
proliferation and clonogenicity and in inducing apoptosis in K562 cells. Nevertheless,
the inhibition of IRS1 alone, as observed in cells not exposed to imatinib, is capable of
inhibiting proliferation, clonogenicity and promotes cell cycle arrest in BCR-ABL cells.
The same effects were also observed in IRS1 knockdown cells exposed to a low dose of
imatinib (0.1 uM). These findings draw attention to the possibility of controlling cell
proliferation in BCR-ABL-positive cells by targeting other proteins, in addition to

BCR-ABL.

5. Conclusions
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Tyrosine kinase inhibitors, such as imatinib mesylate, have rationally been
designed as first-line therapies for CML. However, the success of these inhibitors has
been tempered by the emergence of resistance to the treatment, causing recurrence of
CML. Thus, the identification of new target genes/pathways involved in the
pathophysiology of CML disease is critical. We demonstrated, for the first time, that
IRS1 silencing results in a decrease on proliferation and downregulation of the
Akt/mTOR and MAPK pathways in the K562 cell line. These novel findings open the
door to future research where studies using other CML cell lines, patient cells, in
addition to in vivo growth of K562 shIRS1 cells in a xenogeneic model could provide
further evidence for the role of IRS1 in BCR-ABL-mediated tumorigenesis and
consequently, validate IRS1 as a target gene for treatment of Imatinib resistant CML.
However, target IRS1 as a complementary therapeutic regimen to CML appears to be a
reasonable measure, as IGF-1R has already become a target for anticancer therapy in

several tumor types[38-40].
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Figure legend

Figure 01. Lentivirus-mediated shRNA targeting IRS1 effectively silenced IRS1 in
K562 cells. (A and B) Quantitative expression of /RS mRNA in shIRS1 cells relative
to the shControl cells. mRNA expression levels of /RS! were normalized by HPRT and
f-actin  endogenous control, as indicated. Results were analyzed using 2747
Experiments were performed in triplicate (C) Western blotting analysis of shControl
and shIRS1 total cell extracts. The membrane was blotted with antibodies against IRS1
(185 kDa) or actin (42 kDa), as a control for equal sample loading, and developed with
the ECL Western Blotting Analysis System. (D) Lysates from shControl and shIRS1
cells containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) with anti-IRS1
antibody and immunoblotted (IB) with anti-phosho-tyrosine (p-Tyr) antibody. (E)
Western blotting of total cell extracts from K562 shControl and shIRS1 cells were
blotted with antibodies against p-Tyr and were reprobed with the antibody against actin.
In figures C and D, the bar graphs represent the percentage of fold change in mean+SD
of band intensity, of 3 independent experiments, relative to control. The controls were
set as 100% in each experiment (Scion Imagine software). *P<0.05, Student t test._

Figure 02. IRS1 silencing reduces proliferation in K562 cells. (A) Cell proliferation
was determined by MTT assay after 48 hours of incubation of shIRS1 or shControl cells
with or without imatinib mesylate (0.1; 0.5 or 1 uM) and normalized by untreated
shControl cells. Results are shown as mean+SD of six replicate and it is representative
of 3 independent experiments. *P=0.0002; Mann-Whitney test. (B) Equal amounts of
proteins from K562 cells treated or not with imatinib mesylate (0.1; 0.5 or 1 uM) for 48
hours were immunoprecipitated (IP) with anti-IRS1 antibody and immunoblotted (IB)
with anti-phosho-tyrosine (p-Tyr) antibody.

Figure 3. IRS1 silencing reduces clonogenicity in K562 cells. Colonies containing
viable cells were detected by MTT after 8 days of incubation of shIRS1 or shControl
cells with or without imatinib mesylate (0.1; 0.5 or 1 uM). Values are expressed in
percentage, and normalized to the shControl value set as 100%. Results are shown as
mean+SD of 3 independent experiments performed in duplicate. *P=0.0007; **
P=0.0008, Student t test.

Figure 04. Knockdown of IRS1 does not affect apoptosis in K562 cells. Apoptosis
was detected by flow cytometry in shControl and shIRS1 cells with or without imatinib
mesylate (0.1; 0.5 or 1 uM) using Annexin-V/PI staining method. Figures indicate the
relative number of cell (%) in the quadrants. The lower right quadrant contains the
apoptotic (Annexin-V+/PI-) population. Results are representative of three independent
experiments.

Figure 05. Knockdown of IRS1 does not change caspase-3 activity in K562 cells.
Caspase-3 activity was measured by flow cytometry in shControl and shIRSI cells
treated or not with imatinib mesylate (0.1; 0.5 or 1 uM) for 48 hours. Bar graphs
represent the mean+SD of three independent experiments.

Figure 06. IRS1 silencing decreases phosphorylation of Akt, P70S6K and ERK in

K562 cells. Western blotting analysis of shControl and shIRS1 cells for the expression
of phospho-Akt (A), phospho-P70S6K (B) and phospho-ERK 1/2 (C); membranes were
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reprobed with the antibody for detection of the respective total protein. Bars represent
densitometric analysis of blots as mean + SD of three independent experiments versus
shControl, set as 100%. * P>0.05 Student t test.

Figure 07. Knockdown of IRS1 does not change BLC2 and BAX expression and
BAD phosphorylation in K562 cells. Western blotting analysis of shControl and
shIRS1 cells for BCL2 (A), BAX (B), and phospho-BAD (C) expression. Anti-actin (A
and B) or anti-total BAD (C) was used as loading control as depicted. Bars represent
densitometric analysis of blots as mean + SD of three independent experiments versus
shControl, set as 100%. * P>0.05 Student t test.

Figure 08. Knockdown of IRS1 does not affect BCR-ABL and CRKL
phosphorylation in K562 cells. (A) Lysates from shControl and shIRS1 cells
containing equal amounts of protein were immunoprecipitated (IP) with anti-ABL
antibody and immunoblotted (IB) with anti-phosho-tyrosine (p-Tyr) antibody. (B) Total
cell extracts were blotted with anti-phosho-CRKL and normalized to the total CRKL
expression. Densitometric analysis of the phosphorylated protein relative to total protein
was performed for each experiment. Bars represent densitometric quantification of blots
as mean + SD of three independent experiments versus shControl, set as 100%.
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Table 1. Effect of IRS1 silencing on the cell cycle phases of K562 cells

Cell cycle phase (%)
K562 cell G/G, S G/M
shControl 39.11£7.0 39.11+11.9 21.78+5.7
shIRS1 45.85+£5.2* 29.1849.3* 24.98+4.2

Cell cycle phases detected by flow cytometry. Results are expressed as the percentage
of total cells. Three independent experiments were performed and mean + SD are
presented, *P<0.05.
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Figure 6
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Abstract

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal multipotent hematopoietic stem cell
disorders characterized by impaired hematopoiesis. Insulin receptor substrate 2
(IRS2) is constitutively associated with the erythropoietin receptor, however rarely
directly addressed in hematopoiesis. Herein, we show, for the first time, that IRS2 is
expressed in MDS cells and that its expression is significantly lower in MDS cells
when compared to normal cells and when comparing MDS high-risk versus low-risk
according to FAB, WHO classifications and number of cytopenias. Moreover, CD34"
MDS-derived differentiated erythroid cells demonstrated a lower expression of /RS2,
compared with normal cells. Thus, IRS2 may participate in the MDS
pathophysiology.

Keywords: [IRS2, EPO pathway, Myelodysplastic syndromes, erythroid
differentiation.
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Introduction

The myelodysplastic syndromes (MDS) encompass a heterogeneous group of
clonal hematopoietic stem cell disorders characterized by impaired hematopoiesis.
The mechanisms of ineffective erythropoiesis may be produced by a defect of
erythroid progenitor growth, abnormal erythroid differentiation and increased
apoptosis of erythroid progenitors'. Erythropoietin (EPO) is the growth factor
required for normal erythroid cell proliferation, survival and differentiation®>. EPO
binds to the EPO Receptor (EPOR), a member of the cytokine receptor superfamily
with no intrinsic tyrosine kinase activity. Ligand binding is followed by EPOR
dimerization and activation of the EPO-associated intracellular Janus kinase 2
(JAK2). This results in tyrosine phosphorylation of the EPOR® and recruits several
Src homology-2 (SH2) domain—containing proteins, thereby leading to the activation
of different intracellular signaling pathways, including the phosphorylation of insulin
receptor substrate 2 (IRS2) adaptor proteins“. IRS2 also binds to Insulin-like Growth
Factor 1 Receptor (IGF1R) and it is involved in cell differentiation and maturation*®.

EPO binding to MDS bone marrow mononuclear cells is normal and no
structural abnormalities of the EPOR have been described'. Therefore, a defect in
EPO-induced signal transduction could account for impaired erythropoiesis. The aim
of the present study was to characterize the mRNA and protein expression levels of
IRS2 in cells of MDS patients and normal donors and to compare the /RS2
expression levels between low-risk and high-risk MDS. Furthermore, we evaluated
the expression levels of /RS2 transcripts during erythroid differentiation of bone

marrow CD34" cells from normal donors and MDS patients.
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Materials and Methods

Subjects

A total of thirty-two patients with a diagnosis of MDS (before any treatment) and 19
normal donors were included in the study. Samples were obtained and processed as
detailed bellow. All patients that contributed to this study gave their informed written
consent and the National Ethical Committee Board approved the study. Patients’

characteristics are shown in Table 1.

Cells differentiation

For erythroid differentiation, CD34" cells from bone marrow of normal donors (n=4)
and low-risk MDS patients (n=4) were obtained according to the manufacturer's
instructions  (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). CD34" cells
differentiation and immunophenotyping to investigate the erythroid cell maturation

was performed as described®.

Quantitative real-time polymerase chain reaction (q-PCR)

After removal of erythrocytes by hemolysis, bone marrow samples were submitted to
RNA extraction and q-PCR was performed in an ABI 7500 Sequence Detector
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the manufacturer's
instructions (Applied Biosystems). HPRT was used as a housekeeping gene and the
same sample cDNA of one normal donor was used as the calibrator sample in all
analyses. The relative quantification value of /RS2 gene expression was calculated

using the equation, 2*°T. Primer sequences are available upon request.

Western Blot analysis

Bone marrow mononuclear cells from MDS patients (n=13) and peripheral blood
CD34" cells from normal donors (n=3) were submitted to Western blot analysis.
Equal amounts of protein were used for SDS-PAGE and Western blot analysis with
the indicated antibodies and ECL Western Blot Analysis System (Amersham
Pharmacia Biotech, UK). Band intensities were determined using Scion Image
software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). IRS2 band intensities were corrected for

loading differences based on corresponding actin bands.
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Statistical analysis
The comparisons between the groups were performed by the Mann-Whitney test

and a P-value <0.05 was considered as statistically significant.
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Results and Discussion

Quantitative-PCR analysis of total bone marrow cells showed that /RS2 gene
expression was significantly decreased in MDS cells compared with normal cells
(P=0.0002) (Figure 1A). Western blot analysis of bone marrow mononuclear cells
from MDS patients and peripheral blood CD34" cells from normal donors
corroborated these findings (Figure 1B and 1C). According to FAB, WHO
classifications and number of cytopenias, /RS2 expression was significantly lower in
high-risk MDS, when compared with low-risk (P<0.01) (Figure 2A-C). Based on the
IPSS classification and cytogenetic risk group, no statistically significant correlation
was found (Figure 2D and E).

Next, we evaluated whether the expression levels of /RS2 were modulated
during erythroid differentiation of CD34" cells from four normal donors and four
patients with low-risk MDS. /RS2 transcripts in MDS and normal erythroid progenitor
cells were evaluated on days 6, 8 and 12 of culture and flow cytometry showed a
similar pattern of erythroid differentiation for both groups (Figure 3A). On day 12 of
normal CD34" erythroid differentiation, an 8.25-fold increase in /RS2 expression was
observed, compared to day 6. Interestingly, MDS CD34" cells showed a 3.89-fold
increase in /RS2 transcripts at the same time point, suggesting that MDS-derived
differentiated erythroid cells failed to achieve the same increase levels of IRS2, when
compared with normal cells (Figure 3B).

Although the role of IRS2 in hematopoiesis has been rarely directly
addressed, it has already been shown that IRS2 is expressed in hematopoietic cells,
is constitutively associated with EPOR* and is upregulated and phosphorylated by
erythropoietin in normal bone marrow erythroblasts and in UT-7 leukemic cells*. We
report herein, for the first time, that IRS2 is expressed in MDS cells. The significant
decrease in IRS2 in MDS samples when compared with normal donors, corroborates
a previous microarray study that showed a down regulation of /RS2 in mononuclear
cells from MDS patients, when compared with cells from normal donors’.

Sathyanarayana et al® reported that the increase of IRS2 expression was
important for the survival of erythroblasts during stimulation with EPO. Thus, the
lower expression of IRS2 on day 12 of erythroid differentiation cultures of MDS
progenitor cells described herein, corroborates the hypothesis that IRS2 has a role in
maintaining effective erythropoiesis. Moreover, IRS2 is a substrate of IGF1R and is

upregulated in HL60 leukemic cells during granulocytic-differentiation in response to
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IGF1®, without the presence of IRS1%. Taken together, these results suggest that
signaling through IRS2 might have a role in erythroid and granulocytic differentiation.
In addition, the lower expression of IRS2 in high-risk compared to low-risk disease
may contribute to the impaired granulocytic differentiation that is the predominant

finding in high-risk MDS.
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Figure 1

A B

P=0.0002 =

o 159 20m P=0.0250
o
)
7
bud
o [ ] =
3 ™ B 1.5

< A
£ 10- . S n
4 u )
E 4
o
& " 2 10—
x 0
pu H

&
3 | —=— i 3 ’
2 L 0.5 N

m
= | Ak A
& ‘A“AAA‘ —‘-‘-rri—
° l..l A AL
14 0 - Apy . A 00 . +h

normal donors MDS patients normal donors MDS patients
n=12 n=32 n= n=13
normal donors MDS patients
1 2 3 1 2 3 4 (53 6
| - = || —m |4— IB: IRS2 (170kDa)

Mbw| <— |B: Actin (42kDa)

166



Figure 2
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Figure 3
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Figure Legend

Figure Legends:

Figure 1. IRS2 expression in cells from patients with myelodysplastic
syndrome (MDS) and normal donors. (A) Q-PCR of /RS2 expression in total bone
marrow cells of MDS patients and normal donors. (B) Relative IRS2 protein
expression in mononuclear bone marrow cells of MDS patients and in CD34"
hematopoietic progenitors from peripheral blood of normal donors. Values represent
the band intensity of IRS2 protein expression corrected for loading differences based
on corresponding actin bands. Bars represent median values. (C) Representative
Western blot for IRS2 protein expression. Total cell extracts were immunoblotted (I1B)

with anti-IRS2 and anti-actin antibodies.

Figure 2. Q-PCR analysis of /RS2 expression in the different subgroups of MDS
patients according to French-American-British (FAB) (A) and World Health
Organization (WHO) (B) classifications; number of cytopenias (C); International
Prognostic Score System (IPSS) (D); and cytogenetic risk groups (E). Bars represent

median values.

Figure 3. Erythoid differentiation of CD34+ bone marrow cells (A) Surface
expression of transferrin receptor (CD71) and glycophorin A (GPA) on cells from
normal donors and MDS patients on days 6 and 12 of erythroid differentiation. Bars
represent mean percentages + SD of double positive cells for CD71/GPA. (B) Q-
PCR analysis of /RS2 expression in CD34" cells from normal donor and MDS
patients on days 6, 8 and 12 of erythroid differentiation. Horizontal lines indicate

median values.
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Table

Table 01. Patient characteristics

Number

MDS patients 32
Gender

Male/ Female 17/15
Age (years), median (range) 73.3 (17-90)
FAB

RA/RARS 14/4

RAEB/RAEBt 9/5
WHO

RCUD/ RCMD/RARS 2/11/4

RAEB-1/RAEB-2 8/4

AML with myelodisplasia-related changes* 3
Number of Cytopenia

0 or 1 cytopenia 14

2 or 3 cytopenias 18
IPSS

Low-risk/ INT-1 8/16

INT-2/ High Risk 6/2
Cytogenetics

Normal 26

Monosomy 7 1

Trisomy 8 1

-Y 1

Complex 3
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Table Legend

Table legends:

Table 01

FAB: French-American-British; RA, Refractory Anemia; RARS, Refractory Anemia
with Ringed Sideroblasts; RAEB, Refractory Anemia with Excess of Blasts; RAEBt,
Refractory Anemia with Excess of Blasts in transformation; WHO, World Health
Organization; RCUD, Refractory Cytopenia with Unilineage Dysplasia; RCMD,
Refractory Cytopenia with Multilineage Dysplasia; RAEB-1, Refractory Anemia with
Excess Blast-1; RAEB-2, Refractory Anemia with Excess Blast-2; AML, Acute
myeloid leukemia. IPSS, International Prognostic Score System; INT-1:
Intermediate-1; INT-2: Intermediate-2;

* Excluded from the WHO classification analysis.
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