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Resumo

A leucemia linféide aguda (LLA) é o cancer mais frequente na infancia, e destas,
15% sao do tipo T (LLA-T). A hiperativacdo da via PI3K/Akt tem sido amplamente
descrita em tumores e em linhagens celulares de LLA-T. PTEN € o principal regulador
negativo dessa via e frequentemente encontra-se inativado em canceres humanos.
Com frequéncia, pacientes com LLA-T apresentam mutagdes ativadoras de NOTCH]1.
NOTCH1 pode regular transcricionalmente PTEN, contudo ainda nao esta claro como
as mutagdes ativadoras de NOTCH1 influenciariam a expressado de PTEN nas LLA-T.
Nés encontramos uma ocorréncia de 11 (17,7%) mutacdes no éxon 7 do PTEN em 62
casos de LLA-T estudados consecutivamente. Contudo, nenhuma mutacao foi
encontrada na analise de 71 casos de LLA-B derivada. A maioria das mutacdes de
PTEN apresentavam insercoes/delecdes de mais de 3 nucleotideos. Nao encontramos
associacao entre mutagdes em PTEN e o género, a idade e a contagem de glébulos
brancos ao diagnéstico. Pacientes com alteragdbes no PTEN apresentaram uma
tendéncia a pior sobrevida global (OS, p=0.07). Dentre os pacientes de LLA-T
classificados como alto risco (n=56), aqueles possuindo anormalidades no PTEN
mostraram-se associados significativamente a menor OS (p=0.019) e sobrevida livre de
leucemia (LFS 47% vs 76%; p=0.045). As curvas de LFS foram significativamente
diferentes (p=0.003), mesmo considerando apenas pacientes que atingiram a remissao
no dia 28 do tratamento para a analise. Nosso estudo também mostrou que pacientes
com mutacées em NOTCH1 apresentavam aumento na transcricdo de MYC e menor

expressdao de PTEN mRNA comparados a pacientes com NOTCH1 selvagem. Noés
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recentemente demonstramos que células de LLA-T apresentavam fosforilacdo de PTEN
mediada por CK2, resultando na estabilizacdo e consequentemente inativacdo da
proteina PTEN. Corroborando ao estudo anterior, os casos de LLA-T analisados,
independente do status de mutacdo em NOTCH1, expressam niveis significativamente
mais altos de proteina PTEN do que controles normais. Para avaliar o impacto da
regulacao transcricional de NOTCH e a inativacao postranscricional por CK2 de PTEN,
nés tratamos as células de LLA-T com inibidores de gamma-secretase (DAPT e de CK2
(DRB/TBB). Nosso estudo enfatiza a relevancia bioldgica e clinica da regulacdo do
PTEN em LLA-T. E sugerimos o uso combinado de inibidores de gamma-secretase e

CK2 devem possuir potencial terapéutico nas LLA-T.
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Abstract

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) accounts for approximately 15% of
pediatric ALL. Patients with T-ALL are at increased risk of relapse compared with
children treated for B-cell precursor ALL. Mutations in the phosphatase and tensin
homolog (PTEN) gene leading to PTEN protein deletion and subsequent activation of
the PI3K/Akt signaling pathway are common in cancer. PTEN is the main negative
regulator of the PI3K/Akt survival pathway. T-ALL patients frequently display NOTCH1
activating mutations and Notch can transcriptionally down-regulate the tumor suppressor
PTEN. However, it is not clear whether NOTCH1 mutations associate with decreased
PTEN expression in primary T-ALL. We report that PTEN exon 7 mutations occurred in
11 (17.7%) out of 62 consecutive pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL)
but in none of 71 precursor B-ALL patients. Most PTEN mutations were
insertions/deletions of more than 3 nucleotides. No associations were found between
PTEN mutation and age, gender, WBC at diagnosis, early response to therapy and
remission rate. Patients with PTEN mutation (n=11) had a tendency toward worse
overall survival (OS, p=0.07). Remarkably, PTEN mutations were significantly
associated with lower OS (p=0.019) and leukemia-free survival (LFS 47% vs 76%,
p=0.045) within patients classified in the high risk group (n=56). LFS curves were
significantly different (p=0.003) even if only patients who reached remission on day 28
were considered for analysis. We compared patients with or without NOTCH1mutations
and report that the former presented higher MYC transcript levels and decreased PTEN
MRNA expression. We recently showed that T-ALL cells frequently display CK2-
mediated PTEN phosphorylation, resulting in PTEN protein stabilization and concomitant
functional inactivation. Accordingly, the T-ALL samples analyzed, irrespectively of their
NOTCHT1 mutational status, expressed significantly higher PTEN protein levels than
normal controls. To evaluate the integrated functional impact of NOTCH transcriptional
and CK2 post-translational inactivation of PTEN, we treated TALL cells with both the
gamma-secretase inhibitor DAPT and the CK2 inhibitors DRB/TBB. Our data suggest
that combined use of gamma-secretase and CK2 inhibitors may have therapeutic
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potential in T-ALL. And emphasize the biological and clinical relevance of PTEN
regulation in pediatric T-ALL.



Indice
LI 1 10T (3 o= Vo T 3
1.1- A Leucemia Linféide Aguda de linhagem T..........ccccceeviiiniiiiniiiineee e, 4
1.2- O desenvolvimento de LinfOcitos T .......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 5
1.3- Alteragdes genéticas Na LLA-T......ccccooiiiiiiiiiiiie ettt 8
1.4- Via de sinalizag@0 PIBK/AKL.....ccccuiiiiiiiiiieiiiecee ettt e e 10
2- ODJETIVOS. .ottt 13
3- Capitulo 11 PTEN Na LLA-T ..o 15
3.1- Introducao - PTEN (Phosphatase and tensin homolog) ...........cccceeveiieniiiiniiiiniiecieeeen. 16
3.2- ReSultad0s - MaAnUSCTILO ... .uuviieeeiieeeeeeiieeeeeiteeeeesiteeeeeitteeeeseteeeesnsbeeeessnsaeesennsseeesnnnseeeenns 22
3.3= DISCUSSAO. c..vteniteiuteeeiteetteeit ettt ettt ettt et s e et e sae e st e s bt e et e e sat e e bt e sae e e be e st e en e saneeane 27
4- Capitulo II: Mutacdes de NOTCH1, expressao de PTEN e novas drogas
CONTFA @ LLA-T oo 33
4.1- Introdug@0 - NOTCH ..coeviiiiieeee ettt 34
4.2- Resultados - MaAnUSCIIO: .. .cceeeuiiieeeritieeeeiitieeeeiiteeeesiteeeeenaeeeeeesesaeeeesssaeeeesnnsaeessssneesannnn 40
4.3 DISCUSSAOD...cuveeeeeeuieeniteetteeite et et e et e ettt et e este e s st esbe e st e e be e s et e e bt e saseebeesaseesbeesaneenseenaneenneenan 48
S 7] o[ 11 7= Lo J TP 51
B- REfErENCIAS ..o 53
7- Anexo: Comprovante de aprovacdo do Comité de Etica Local............... 60



Lista de Figuras

Figura 1: llustracdo do desenvolvimento dos linfOCItOS T.. ........eeeiviiiiiiiiiiiieeeeeeeees 7
Figura 2: Via de sinalizagao PISK/AKT ... e 11
Figura 3: llustracao da estrutura da proteina PTEN em relagdo aos éxons do gene. ...16
Figura 4: llustracdo da via de sinalizagdo PTEN-PIBK. ... 17
Figura 5: llustragdo do impacto da deficiéncia de PTEN na hematopoiese................... 18

Figura 6: llustracdo do mecanismo de regulacao pés-traducional da atividade fosfatase

(o L= I8 = A TSSO 20
Figura 7: Representacao esquematica de todas as mutacdes conhecidas no gene
PTEN €m LLA-T PEAIALIICA. ....cceeeieeieeeee ettt e e 27
Figura 8: Alinhamento de PTEN e seu pseudogene (AF023139) com todas as
mutacdes pontuais descritas por Larson Gedman et al. .............eeveeeveeeeeeennennnenennennennnnns 32
Figura 9: llustracédo da ativagdo de NOTCH 1. ... 35

Figura 10: Esquema da proteina precursora NOTCH1, mostrando as Subunidades.....36
Figura 11: Interelacdo entre NOTCH1 e PISK/AKT na leucemogenese da LLA-T ........ 38



1- Introducao



1.1- A Leucemia Linféide Aguda de linhagem T

A leucemia consiste em uma doenca heterogénea, caracterizada por uma
disfuncao das células progenitoras hematopoéticas da medula éssea, levando a uma
proliferacdo clonal desordenada e sem controle de células precursoras de origem
mieldide ou linféide. Desse modo, a hematopoese normal é prejudicada. Quando ocorre
proliferacdo clonal descontrolada de linfocitos imaturos, temos a Leucemia Linféide
Aguda (LLA) (Kebriaei et al. 2003). Dependendo do linfécito envolvido podemos ter: LLA
de células B (envolve precursores B) e LLA de células T (envolve precursores T).

A Leucemia Linfoide Aguda é o cancer mais frequente na infancia e 85% dos
casos € de linhagem B e, de forma geral, as LLA-T (15% dos casos) apresentam um
prognostico desfavoravel se comparadas com as LLA de células B. Com a
intensificacdo dos tratamentos quimioterapicos, a sobrevida livre de eventos (SLE) e a
sobrevida global (OS) das LLA-T tem alcangado uma taxa de 70-80% (Scridelli et al.
2009, Pieters & Carroll 2008; Pui & Evans 2006). Contudo 20-30% dos casos de LLA-T
pediatrica ainda recaem e eventualmente vao a oObito (Pieters & Carroll 2008; Pui &
Evans 2006). Assim, o estudo da leucemogenese da LLA-T é importante para
descobertas de novos alvos terapéuticos.

A LLA-T resulta de células precursoras T que adquirem vantagem proliferativa
durante seu desenvolvimento no timo (Uckun et al. 1997). As LLA-T podem ser
subdivididas quanto ao imunofenétipo em cinco subtipos: pro-LLA-T, pre-LLA-T, LLA-T
cortical e LLA-T madura o ou madura yd. Todos os subtipos expressam CD3
citoplasmatico. Apenas LLA-T cortical expressa CD1a. E a presencga de receptores de
células T (TCR) ap ou yd a classifica como madura (Kraszewska et al. 2012).

A transformacao dos linfécitos T em células leucémicas envolve alteragdes em
oncogenes e genes supressores de tumor, que cooperam para alterar as vias de
sinalizagcado que regulam a proliferacao, a diferenciagdo e a sobrevivéncia dos linfocitos
T em desenvolvimento (Martelli et al. 2012), ocasionando uma parada no
desenvolvimento normal dos timécitos (Uckun et al. 1997).



1.2- O desenvolvimento de Linfocitos T

As células tronco hematopoéticas (HSC) na medula 6ssea se diferenciam em
células progenitoras multipotentes (MPP), perdendo a capacidade de auto-renovacao.
As MPP originam células progenitoras mieléides (CMP) e linféides comum (CLP). As
CLP possuem a capacidade de originar as linhagens B e T. As CMP originam as células
progenitoras de granulécitos e monécitos (GMP) e de megacariocitos e eritrocitos
(MKEP) (Adolfsson et al. 2005).

As células CLP saem da medula 6ssea e migram para o timo. No processo de
maturacdo das células T, os timocitos precisam se deslocar pelos varios
microambientes especializados do timo, adquirindo imunocompeténcia. (Takahama
2006). O estroma do timo é composto por diversas células: células epiteliais corticais e
medulares, fibroblastos mesenquimais, macréfagos derivados da medula éssea e
células dendriticas (Rodewald et al. 2008). O microambiente especializado de diferentes
regides do timo por onde os timécitos passam produz os sinais externos que conduzem
a maturacao das células precursoras dos linfécitos T imaturos (Figura 1) (Anderson et
al. 2000).

O comprometimento das CLP com a linhagem T ocorre no timo através da
ativacao da proteina NOTCH1, que inibe a diferenciacéo das células progenitoras (CLP)
em linhagem B (Pui et al. 1999, Heinzel et al. 2007). Esses precursores (CD34+/CD7+)
entram pela juncdo coértex-medula do timo, migram para a camada subcapsular do
cértex timico, voltam para a regido medular e finalmente deixam o timo. A migracao
dentro do timo é mediada pela expressao estagio-especifico nos timécitos de diferentes
receptores de quimiocinas (Figura 1) (Takahama 2006).

Ao entrar no timo, os timdcitos DN (duplo negativo, CD4-/CD8-) sédo atraidos para
a regiao periférica do mesmo (regiao subcapsular) pelos receptores CXCR4 e CCR7, e
no caminho passam a expressar também o CCR9, todos contribuindo para a chegada
dos timécitos até a regido subcapsular. No transcurso até a regiao subcapsular ocorre o
rearranjo V(D)J do receptor de células T (TCR), processo fundamental para posterior
selecao dos timocitos. A ativagdo dos genes RAGT e RAGZ2 sdo essenciais para o



rearranjo da regido variavel do TCR (Kuo & Schlissel 2009). Os timécitos podem
expressar 2 tipos de TCR: af3 ou yd. A sobrevivéncia e o desenvolvimento dos timocitos
TCR ap é dependente da ativacdo de NOTCH1, enquanto TCR yd é independente
(Washburn et al. 1997, Guidos 2006). Os timocitos passam por sua primeira selecao
(selecao B) verificando se o rearranjo de TCRB ocorreu "in frame". Aqueles que
conseguiram expressar TCRP estdo aptos a prosseguir o processo de maturacao e
comecam a expressar CD4 e CD8. Ao mesmo tempo os timocitos que conseguiram
expressar TCR yd sobrevivem e originam linfocitos yd (Rothenberg et al. 2008).

Na regiao subcapsular, ocorre a maturacao para o estagio de DP (duplo positivo,
CD4+/CD8+). Uma vez atingido o estagio DP, os timdcitos iniciam a migracdo em
direcdo ao centro do timo (medula), e no transcurso interagem com o estroma cortical.
Durante a interacdo com o estroma ocorre selecao positiva € negativa, processo este
que elimina mais de 95% dos timécitos (Takahama 2006). Apds esta selecdo os
timécitos amadurecem para o estagio de simples positivo (SP, CD4+/CD8- ou CD4-
/CD8+) (Figura 1). A interagédo dos timécitos com o estroma testa a habilidade dos TCR
em reconhecer o MHC (Complexo principal de histocompatibilidade), determinando
assim a escolha da linhagem (CD4 ou CD8). Aqueles que reconhecem o MHC de
classe | serdao SP CD8 e o MHC classe Il, SP CD4. A proteina NOTCH1 influencia na
progressao dos timécitos SPCD8 apos a selecao por afinidade a MHC (Yasutomo et al.
2000).

As células SP sofrem aumento da expressao de CCR7 e sdo atraidas para a
medula do timo. Nao se sabe ainda como o CCR7 pode atuar na migragdo nos dois
sentidos, ou seja, na migracdo em direcdo a periferia (regido cortex/medular ->
subcapsular) e na migracao para o centro (cértex->medula). Na medula do timo os
timécitos permanecem por 12 dias aproximadamente, passando a expressar integrinas
(CD62L e CD69) e sofrem nova selegcdo negativa. Em seguida, expressam S1P1
(sphingosine-1-phosphatase receptor 1), de modo que sao atraidos para fora do timo
pelos altos niveis de sphingosine-1-phosphatase no sangue (Takahama 2006).

O processo de maturacdo dos timocitos esta sob a regulacdo das proteinas
E2A/HEB e NOTCH1 (Graux et al. 2006). O complexo E2A/HEB é responsavel pela



regulacdo da expressao de TCRa e 3, CD5, RAG2 e CD4 (O'Neil et al. 2004). Além de

estar envolvido no comprometimento das células progenitoras com a linhagem T,

NOTCH1 também é responsavel pela sobrevivéncia, proliferacdo e metabolismo dos

timécitos DN através da ativacdo da via PISK/AKT (Phosphatidylinositol 3 -kinase)

(Figura 1) (Aifants et al. 2008, Palomero et al. 2006).

Quando ocorre uma parada na diferenciagdo dos timocitos no timo e um

desenvolvimento clonal e descontrolado dessas células, temos a LLA-T (Uckun et al.

1997). A maioria dos genes envolvidos no desenvolvimento dos linfécitos T foram

primeiramente descritos nas leucemias.
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1.3- Alteracoes genéticas na LLA-T

A leucemogenese da LLA-T & um processo complexo que envolve mdultiplas
lesbes genéticas em oncogenes e genes supressores de tumor modificando a
regulacdo da proliferacdo, da diferenciacdo e da sobrevivéncia dos linfécitos T em
desenvolvimento (Martelli et al. 2012).

Aproximadamente 50% das LLA-T apresentam aberragcdes cromossémicas. As
translocacées encontradas frequentemente envolvem genes TCR e fatores de
transcricdo, levando a superexpressdo de oncogenes (HOX11, TLX3, HOXA, TALIT,
TAL2, LYL1, BHLHB1, LMO1, LMO2, LCK, CCND2, NOTCHT). Outras lesdes
encontradas sdo translocacdes que formam proteinas quiméricas oncogénicas (CALM-
AF10, NUP214-ABL1, MLL-ENF, MLL-AF10, MLL-AF6, MLL-AFX1, MLL-AF4, EML1-
ABL1, TEL-ABL1, TEL-JAK2, BCR-ABL1, NUP98-RAP1GDS1). Delecoes cripticas
levam a perda de genes supressores de tumor (perda do INK4/ARF locus, cromossomo
69, 1p32 leva a expressao anormal de SIL-TAL1) (Ferrando et al. 2002, Graux et al.
2006).

Muitos dos genes envolvidos nas translocacées cromossémicas da LLA-T
(descritas acima) regulam a diferenciacao dos linfocitos T no timo, dessa forma a sua
superexpressao pode ser relacionada a estagios de desenvolvimento dos timdcitos,
como: LYL1+ aos timdcitos DN, TLX7+ ao DP imaturo (sem expressao de CD3) e TALT
ao DP (Ferrando et al 2002).

A incidéncia de LLA-T é maior em meninos (Goldberg et al. 2003).
Recentemente, foram descritas mutagdes inativadoras e delecbes do gene supressor
tumoral PHF6 (Plant Homeodomain Finger 6) ligado ao X em 16% das LLA-T
pediatricas e 38% em adultos. Essas mutacdes estdo associadas com a expressao
anormal dos oncogenes TLX1 e TLX 3 (fatores de transcricdo homeobox) (Van
Vlierberghe et al. 2010). A incidéncia dessas mutacdes pode explicar a distribuicdo da
LLA-T entre meninos e meninas.

O sequenciamento massivo do genoma de 12 casos de LLA-T de fendtipo
imaturo “early T phenotype" (LLA-ETP), seguido de resequenciamento pontual em um



grupo de 94 LLA-T (incluindo 52 outros casos de LLA-ETP e 42 de LLA-T de fendtipo
mais maduro) revelou, entre outras, mutagdes ativadoras (ganho de funcao) de genes
de receptores de citosinas ou via de RAS (NRAS, KRAS, FLT3, IL7R, JAKS, JAK1,
SH2B3 e BRAF), mutacbes inativadoras (perda de funcdo) em genes do
desenvolvimento das células hematopoéticas (GATA3, ETV6, RUNX1, IKZF1 e EP300)
e mutagcdes em genes de modificacdo de histonas (EZH2, EED, SUZ12, SETD2 e
EP300) (Zhang et al. 2012). A associagdo estatistica entre as diferentes mutagdes nos
diferentes pacientes (nas células cancerosas dos pacientes) sugere haver
cooperatividade entre as mesmas.

Mutagbes somaticas em genomas do cancer podem ser classificadas em 2
grupos: (1) mutagdes “driver”, que conferem vantagem de crescimento para as células
portadoras, sao causalmente implicadas no desenvolvimento do cancer e, portanto sao
selecionadas positivamente; (2) mutagdes “passenger”, que possivelmente decorrem do
processo de instabilidade genémica do cancer, mas nado conferem vantagem de
crescimento, logo, sdo neutras (Greenman et al. 2007). As mutacdes "driver" devem
estar associadas a resposta clinica dos pacientes. Mutacdées que atingem vias de
sobrevivéncia e proliferacao celular, portanto do grupo de mutagdes "driver", justamente
por seus efeitos na célula, tem maior probabilidade de associacdo a peculiaridades da
apresentacao e/ou evolucgéao clinicas da doenca.

A analise de mutacbes em amostras de camundongos xenografos de LLA-T
(camundongos imunodeficientes injetados com LLA-T) e no genoma de LLA de
recaidas comparada as LLA-T ao diagndstico sugere que a recaida emerge de
subclones leucémicos que apresentam mutagdes em oncogenes e genes supressores
de tumor que conferem resisténcia ao tratamento. Estes subclones ja estdo presentes
na populagao de células leucémicas do diagnostico e sao selecionados pelo tratamento
quimioterapico (Clappier et al. 2011). Alguns destes genes fazem parte da via de
sinalizacao de Phosphatidylinositol 3-kinase /AKT (NOTCH1, PTEN, MYC).

As mutacbes ativadoras de genes de receptores de citocinas e via de RAS
(Zhang et al. 2012) podem alterar a via de sinalizagdo PI3K/AKT, sendo uma das

principais vias de sinalizagdo de sobrevivéncia e proliferacdo frequentemente



hiperativada no cancer e nas leucemias T (Martelli et al. 2012), assunto desta tese e

qgue sera explorado em maiores detalhes a seguir.

1.4- Via de sinalizacao PI3K/Akt

PIBK sdo enzimas responsaveis pela fosforilacdo do 3'-OH do fosfotilinositols.
Essas enzimas sdo constituidas de duas subunidades: a regulatéria (p85a, p858 ou
p55y) e a catalitica (p110a, p110B ou p1108). Quando ativada por fatores de
crescimento a subunidade regulatéria recruta e se liga a subunidade catalitica na
membrana plasmatica, possibilitando a conversao de fosfaditidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) no segundo mensageiro, fosfadilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). PIP3 atua como
importante sitio de ligacdo de enzimas com dominio homadlogo a pleckstrin (PH domain)
(Martelli et al. 2012; Cantley & Neels. 1999). O principal efetor da via é a serina/treonina
quinase, AKT (Figura 2).

A ligacdo de AKT em PIP3 libera o dominio quinase, dessa maneira permitindo a
fosforilacdo de AKT em Thr308 no sitio de ativacdo pela fosfoinositide-quinase
dependente (PDK1) e em Ser473 na regido hidrofébica C-terminal pela mTORC2
(mammalian target rapamycin complex-2). Quando ativada, AKT desencadeia uma
cascata de reagdes responsaveis pela proliferacédo, sobrevivéncia e metabolismo celular
(Martelliet al. 2012; Cantley & Neels. 1999). AKT inibe a apoptose da célula através da
fosforilacao e inativacao de proteinas pro-apoptéticas (como BAD, caspase-9, FKHR). E
promove a sobrevivéncia celular por atuagao indireta com NF-kB e p53. AKT atua no
ciclo-celular regulando a proliferagéo celular, promovendo o acumulo de Ciclin D1. AKT
também ativa mTOR por fosforilagédo, levando a sintese proteica e ao crescimento das
células (Vivanco & Sawyers 2002).

PIBK também atua por outras vias independentes de AKT, como SGK (Serum
and Glucocorticoid-inducible Kinase), RAC1, CDC42 e proteina quinase C (PKC)
(Welch et al. 1998, Vivanco & Sawyers 2002).
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A via de sinalizagcdo PI3K/AKT é regulada negativamente por PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) que defosforila PIP3 na posicdo 3'. SHIP (Src
Homology 2 Domain—containing Inositol-5-Phosphatase) também atua em PIP3
removendo o fosfato da posicdo 5' gerando PIP2. A delecdo de SHIP1 em células
progenitoras T ndo é capaz de induzir a leucemogenese (Vivanco & Sawyers 2002).
Dessa maneira, PTEN é o principal regulador negativo da via PI3K/AKT.

RAC1/CDC42

Sobrevivéncia Transformacao
: . @ Traducao
Rearranjo doN(:|toesqueIeto Ereselmenta Apophose
Transformacdo
i

Ciclo Celular

Parada no ciclo celular Metabolismo da Glicose

Apoptose
;P'P? Reparo de DNA

Figura 2: Via de sinalizacdo PI3K/AKT mostrando a relacdo de PI3K na fosforilagdo
PIP3 e ativacao de AKT e a sinalizacao celular (Adaptado de Vivanco & Sawyers 2002).
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A via de sinalizacdo PI3K/AKT foi amplamente relacionada a diversos canceres
humanos (Vivanco & Sawyers, 2002). A ativagdo constitutiva dessa via em doencgas
hematoldgicas malignas, incluindo leucemia mieloide, mieloma mdultiplo e leucemia
linfocitica granular de grandes células T, é responsavel pelo suporte a proliferacao e
viabilidade celular das células tumorais in vitro (Xu et al. 2003; Hsu et al. 2001; Schade
et al. 2006). Em modelos animais a ativagao da via PISK/AKT ¢ insuficiente para causar
cancer a menos que ocorra uma segunda lesdo oncogenica, como por exemplo,
ativacdo em RAS (Vivanco & Sawyers, 2002).

Linhagens celulares de LLA-T ndo possuem PTEN e/ou SHIP,
consequentemente tem a via de sinalizacdo PISK/AKT ativada (Astoul et al. 2001).
Barata et al. (2004) mostrou que ativacao da via de sinalizacdo PI3K/AKT por IL-7 é
essencial para o aumento da viabilidade celular e também esta envolvido na regulacédo
da atividade metabdlica, tamanho e proliferacao celular da LLA-T. Desse modo, sugere-
se que a ativacdo dessa via tem um importante papel na biologia da LLA-T.
Recentemente, nosso grupo descreveu mutagdes ativadoras pro-oncogenicas do IL7R
em 9% dos caso de LLA-T. Essas mutacdes poderiam levar a ativacao da via PI3K/AKT
independente de IL-7 (Zenatti et al. 2011).

Silva et al. (2008) mostrou que pacientes com LLA-T apresentam hiperativacao
constitutiva da via PISK/AKT devido a inativacdo de PTEN. Explicaremos a respeito no

capitulo | desta tese.
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2- Objetivos



O objetivo principal desta tese foi analisar a incidéncia e o valor prognéstico das
mutacdes de PTEN em criancas e adolescentes com LLA-T. Numa segunda etapa
avaliou-se uma forma de restaurar a atividade de PTEN com visas ao tratamento das

LLA-T. Os objetivos especificos sdao apresentados em capitulos separados.

No capitulo I, apresentamos:
¢ Incidéncia de mutacoes de PTEN em LLA-T pediatricas

e Valor prognostico das mutagcdes de PTEN em LLA-T pediatricas

No capitulo I, apresentamos:

e Efeito de mutagbes de NOTCH1 na transcricdo de PTEN em LLA-T primaria

e Analise do uso combinado de inibidores de CK2 e de gama secretase, como
forma de restaurar a atividade de PTEN e de bloquear a atividade de NOTCH1

mutante, respectivamente, contra a LLA-T.
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3- Capitulo I: PTEN na LLA-T
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3.1- Introducao - PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

A proteina PTEN (Phosphatase and tensin homolog) regula negativamente a via
de sinalizacao PI3K (Figura 3), sendo considerada um supressor tumoral. Quando esse
gene (localizado no cromossomo 10, em humanos) encontra-se mutado ou inativado, os
efetores da via PI3K estdo constitutivamente ativos, desencadeando a formacdo do
tumor (Cully et al. 2006).

A proteina PTEN é constituida por 403 aminoacidos que compdéem 5 dominios
funcionais: dominio de ligagcao a PIP2 (PBD), dominio fosfatase, dominio C2 (importante
para a ligacdo a membrana e desfosforilacdo de PIP3 (Lee et al. 1999)), uma cauda
carboxi-terminal (possui dominios PEST) e um dominio de ligacdo PDZ (liga proteinas
regulatérias e de ligacdo a membrana) (Figura 3) (Song et al. 2012).

1 2 T 3T %] 5 I
PBD, Dominio Fosfatase
I I I |

v al
Cauda C-terminal PDZ

Figura 3: llustracdo da estrutura da proteina PTEN em relagcdo aos éxons do gene.
Mostrando os dominios funcionais da proteina (Silva et al. 2008).

Para antagonizar o efeito de PI3K, PTEN precisa estar ligada na membrana
celular (Figura 4) (Lindsay et al. 2006). O dominio fosfatase esta envolvido diretamente
na ligacdo de PTEN a membrana, mas a presenca do dominio C2 é essencial para a
ligacdo de alta afinidade com a mesma. A fosforilagdo de S380, T382, T383 na cauda
C-terminal impede a ligagcdo na membrana (Das et al. 2003). A distribuicao intracelular
da proteina PTEN entre o nucleo e citoplasma da célula é determinada pela presenca
de dominio de localizacdo nuclear (NLS) na regido N-terminal e de dominios de
exclusdo nuclear na regido C2 e C-terminal. A localizagdo de PTEN no nucleo é
dependente da conformacao da proteina (exposicao do NLS) que "esconde” os motivos
de exclusao nuclear (Gil et al. 2006). No nucleo PTEN regula, independente de sua
atividade fosfatase, o ciclo celular, promove a estabilidade genémica e o reparo do DNA
através da regulacao transcricional de RAD51 e ativacédo da via de reparo DBS (Shen et
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al. 2007). O recrutamento de PTEN para o nucleo reduz sua habilidade em antagonizar
PI3K (Lindsay et al. 2006). A auséncia de PTEN no nucleo tem sido associada com

canceres mais agressivos (Song et al. 2012).
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Figura 4: llustracao da via de sinalizagcao PTEN-PI3K (Adaptado de Cully et al. 2006).

O gene supressor tumoral, PTEN, é frequentemente encontrado mutado em
canceres, incluindo as leucemias. Mutagcbes nesse gene também comandam a
mobilizacdo das células tronco hematopoiéticas (HSCs) da medula 6ssea para o

sangue periférico e para o baco, causando alteragdes da hematopoese. HSCs mutantes
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para PTEN originam menor numero de CLP (progenitor linféide comum) na medula
O0ssea comparado ao selvagem, mas as demais linhagens (CMP, progenitor mieloide
comum; GMP, progenitores de granulocitos e monocitos e MKEP, progenitor de
megacariocitos e eritroide) nao sofrem alteragdo. Camundongos ‘knockout’ de PTEN
apresentam um bloqueio da linhagem B e a maior diferenciagdo em células
progenitoras de linhagem linfoide T compensando o menor numero de CLP. Inativacéo
de PTEN resulta no desenvolvimento de sindrome mielodisplasica e de leucemias
mieloides e linfoides T. Esses tipos de leucemias sao similares as descritas em
camundongos transplantados com as HSCs PTEN mutantes. Isso sugere que a
ativagcdo constitutiva de PI3K/AKT confere vantagens proliferativas a algumas células
progenitoras (Figura 5) (Zhang et al. 2006).

.+ CD25" CD4a*
/ CLP \ . -I—> .++.+
. _”. PrePro-B Pro-B

CDig-  CD19* IgM*
LFHSC  STHSC A OD43+ CD43*  CD43-

. . B220° B220* B220*
2 @@

GMP (Gr-1*Mac-1*)

Figura 5: llustracdo do impacto da deficiéncia de PTEN na hematopoiese; o aumento e
a diminuicdo da populagéo celular sdo marcados com setas vermelhas e verdes,
respectivamente. A barra azul indica bloqueio do desenvolvimento (Zhang et al. 2006).
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Camundongos homozigotos ‘knockout’ para PTEN morrem durante a
embriogenese, ndo permitindo a analise do seu sistema imunoldgico. Em camundongos
heterozigotos para PTEN, observou-se um aumento na incidéncia de tumores,
desenvolvimento de hiperplasia linféide e desordens autoimunes (Di Cristofano et al.
1998, Di Cristofano et al. 1999). Alguns dos tumores sao originados de células T,
sugerindo um envolvimento de PTEN no controle da sobrevivéncia e proliferacdo de
linfocitos T (Susuki et al. 1998).

PTEN encontra-se constitutivamente expresso em tecidos normais, contudo em
canceres essa expressao ¢é alterada. A transcricdo de PTEN é regulada negativamente
por SNAIL, EVI1, BMI1, c-JUN, JNK-NFkB e por ID1 (oncogenic factor inhibitor of DNA
binding1) que compete com p53 (ativador da transcricdo de PTEN) pela ligagdo ao
promotor de PTEN (Song et al. 2012).

A forma ativa de NOTCH1 regula positivamente a transcricao de HES1 e MYC
(Whelan et al. 2007, Palomero et al. 2006). Ao ativar HES1, NOTCH1 regula
negativamente a transcricdo de PTEN (Palomero et al. 2007).

A proteina/atividade de PTEN é também regulada por varias modificacoes pés-
traducionais. A fosforilacdo da cauda C-terminal da proteina PTEN leva a estabilizacao
da proteina mas com inativagdo da sua atividade fosfatase (Das et al. 2003). Quando a
proteina PTEN é fosforilada pela caseina quinase Il (CKIl), na regido carboxi-terminal,
esta se torna incapaz de ser recrutada para a membrana celular e assim nao
antagoniza o efeito da PI3K (Figura 6) (Al-Khouri et al. 2005). A proteina PTEN possui 2
sitios de ubiquitinacdo: K13 e o principal K289. A poli-ubiquitinagdo leva a proteina a
degradagdo via proteossomo. Por outro lado, o processo de mono-ubiquitinacao
estabiliza a proteina e é responsavel pela sua entrada no nucleo (Trotman et al.2007). A
atividade fosfatase de PTEN também é regulada negativamente por oxidagao e
acetilacao (Figura 6) (Song et al. 2012).
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Figura 6: llustracdo do mecanismo de regulacao pés-traducional da atividade fosfatase
de PTEN mostrando a fosforilagdo da cauda C-terminal por CK2, GSK3B, RAK e
ROCK. A acetilacdo, a oxidacao e a ubiquitinacdo da proteina PTEN (Adaptado de
Song et al. 2012).

O trabalho desta tese teve inicio no estudo da relacao entre alteragées de PTEN
e a hiperativacao da PI3K na LLA-T por Silva et al. (2008). Nesse estudo encontramos
que 87,5% das LLA-T primarias apresentam hiperativagdo da via PISK/AKT,
demonstrando a importancia desta via na biologia deste cancer. Estando a via do PI3K
superativada, levantou-se a hipétese de que o gene PTEN estaria sendo suprimido ou
mutado nas LLA-T. Assim, amplificamos e sequenciamos todos os éxons do gene
PTEN para um total de 18 casos de LLA-T de pacientes pediatricos, com primers
intrénicos especificos a cada um dos 9 éxons do gene PTEN. Encontramos 3 pacientes
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(16%) com mutagcbes em PTEN sendo um caso com mutagbées nos éxons 1 e
7concomitantemente e 3 casos apenas no éxon 7 (Silva et al. 2008).

Os pacientes com mutac¢des no gene PTEN nao possuiam expressao proteica de
PTEN e consequentemente mostravam ativagéo constitutiva de PI3K/AKT. Contudo, a
maioria das LLA-T apresentavam hiperativacdo da via Pi3K/AKT na auséncia de
mutacdo no gene PTEN. Surpreendentemente muito dos casos apresentavam niveis
acima dos normais da proteina PTEN que, entretanto, mostrou ser inativada por
fosforilacdo pos-traducional via CK2 (Silva et al. 2008). Trabalho para explorar esse fato
sera apresentado no segundo capitulo da tese.

Desconfiando que as mutacdées do gene PTEN, em alguns casos bialelicas,
poderiam ter efeito mais drastico sobre a agressividade da leucemia do que a inativacao
pos-traducional de PTEN via CK2, empreendemos estudo para avaliar o papel
prognoéstico das mutagdes nesse gene em pacientes com LLA-T pediatrica. Esses
resultados sdo apresentados na forma de artigo publicado.
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3.2- Resultados - Manuscrito:

Negative prognostic impact of PTEN mutation in
pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia

Patricia Yoshioka Jotta, Ménica Aparecida Ganazza, Ana Patricia Silva, Marcos Borato
Viana, Marcio José da Silva, Lilian de Jesus Girotto Zambaldi, Jodo Taborda Barata,
Silvia Regina Brandalise e José Andres Yunes.
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Figure 3 Treatment-free survival (TFS) of patients based on IgVy
mutation status.

either PFS (P=0.63) or OS (P=0.52), nor did IgVy mutational
status. However, patients with mutated IgVy; had a longer
treatment-free survival compared with those with unmutated
IgVy (Figure 3).

The overall response rate of 64% in this cohort of 126 patients
with previously untreated B-CLL is comparable to results
reported with intravenous fludarabine. Using the same response
criteria, Rossi et al.? reported an overall response rate of 80%
with the same schedule of oral fludarabine in a smaller group
of previously untreated B-CLL patients but the proportion of
patients in Rai stage lll or IV in our study was higher (31% versus
22%) than in the Rossi trial.

This study again confirms that the efficacy and toxicity of oral
fludarabine are comparable to that of IV fludarabine given on a
similar schedule. Although several randomized trials have
confirmed a better overall and complete response rate for the
combination of fludarabine and cyclophosphamide compared
with fludarabine alone, no differences in the OS were
observed.”® In the British study, the oral formulation of
fludarabine was introduced in both fludarabine arms when the
drug became available, and differences in response rates
between the two routes of administration did not appear
significant. Oral fludarabine is an effective treatment for patients
with previously untreated B-CLL, with less health resource
utilization compared with IV administration. In an older
population, the hematologic toxicity of the combination of
fludarabine with cyclophosphamide and the absence of a
demonstrable survival advantage, may favor initial therapy with
single agent fludarabine and deferring combination therapy. In
fludarabine-based combination therapies, the oral formulation
should be considered an acceptable alternative.
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We have recently shown that constitutive activation of PI3K/Akt
signaling pathway is a very common event in pediatric

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) and is critical for
leukemic cell viability. PI3K/Akt pathway hyperactivation
appears to result mainly from post-translational inactivation of
the phosphatase and tensin homolog (PTEN) protein, which is
the main negative regulator of PI3K/Akt pathway.! However, a
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relatively small but significant subset of newly diagnosed T-ALL
patient samples are known to present inactivating PTEN
gene mutations.'™ PTEN mutation may collaborate with PTEN
post-translational inactivation to maximize PTEN functional
deficiency, thus contributing to increased PI3K/Akt activation
and finally to leukemia resistance to chemotherapy. In fact, the
occurrence of PTEN mutation/deletion is highly frequent in
human T-ALL cell lines derived from relapsed patients. More-
over, PTEN mutation was reported to occur in 2 of 35 relapsed
T-ALL as a secondary event during disease progression.” As
discussed below, the clinical relevance of PTEN mutations in
pediatric T-ALL is available for only a limited number of
patients"® and should be analyzed with caution. Here, we
report the prognostic impact of PTEN exon 7 mutations in a
larger series of consecutive pediatric ALL patients treated in a
single institution. Our results favor the notion that PTEN
mutations can have a prognostic impact in pediatric T-ALL.

Bone marrow samples were obtained at diagnosis from 63
and 71 consecutive children (>1 month and <18, except for a
19- and 23-year-old T-ALL patients) with previously untreated
T-ALL and precursor B-cell ALL, respectively. The group of
T-ALL patients had a partial overlap with those we previously
reported in the context of the post-translational inactivation of
PTEN protein (18/63)." Patients were registered at Boldrini
Children’s Center between 2000 and 2008, and were treated
according to the Brazilian GBTLI ALL-99 Childhood Treatment
protocol.” Three T-ALL patients received corticosteroid before
diagnosis but all had >50% blasts in diagnostic bone marrow
aspirates and accordingly were included in the study. One
patient had no DNA available (final n=62). Median follow-up
was 4.4 years (interquartile range 2.4-6.8 years) for patients
still alive and 1.4 years for those who died (interquartile range
0.3-1.8 years). The study was approved by the Research Ethics
Committee from both Centro Infantil Boldrini and State
University of Campinas.

Several independent studies have previously shown that
PTEN mutations in primary T-ALL occur almost exclusively in
exon 7."* In this study, we screened for mutations in exon 7 and
also exon 1, because we previously identified one patient

Table 1 Exon 7 PTEN mutations in pediatric T-ALL patients®

harboring a mutation in that exon in conjunction with exon 7
mutation.' The PTEN exon 1 and 7 coding and flanking intronic
sequences were amplified by PCR' and polymorphisms were
screened by a method based on homo-heteroduplex formation.
To validate the homo-heteroduplex methodology, all 62 PCR
products of exon 7 from T-ALL samples were sequenced. We
found PTEN exon 7 mutations in 11 out of 62 T-ALL (17.7%, Cl:
8.2-27.2%), but in none of 71 precursor B-cell ALL patients. All
T-ALL samples harboring PTEN mutations by direct DNA
sequencing analysis were correctly classified by the simplified
homo-heteroduplex technique. Even single nucleotide differ-
ences were also detected by the homo/heteroduplex analysis.
We did not find any additional T-ALL patients presenting exon 1
mutations.

Although there is evidence for constitutive activation of
PI3K/Akt pathway in precursor B-cell ALL our results suggest that
PTEN mutations (at least affecting exon 1 and 7) are absent or
rare in the most common type of childhood ALL. In contrast,
they represent a relatively frequent genetic abnormality in
childhood T-ALL, occurring in approximately 18% of the cases.
Other studies found PTEN-inactivating mutations in 5% (2/38),%
8% (9/111), and 27% (12/44)* of T-ALL samples. The limited
number of samples analyzed and/or different methodologies
may explain these discrepancies. Also, our PCR methodology
did not allow for the detection of putative allele/exon deletions
(except homozygous deletions), which were recently found to
occur in 4% (2/47* and 3/72%) of T-ALL samples. Recently,
Larson Gedman et al.® sequenced cDNA samples and found far
higher frequency of PTEN mutations (63%, 27/43) that, in
contrast to previous studies,”™ extended to most PTEN exons.
However, many of the proposed cDNA mutations correspond to
the sequence of the PTEN pseudogene, which is known to be
transcribed. Therefore, the prevalence and range of PTEN gene
alterations may have been overestimated.

PTEN mutations clustered in a narrow region of exon 7 and
resulted in predicted C-terminal PTEN protein truncations in all
but one of the cases. Although these mutations preserve the
phosphatase domain of the protein, PTEN proteins lacking their
C-terminal domain are reported to be rapidly degraded.”

Patient PTEN exon Nucleotide change

Predicted protein change

Monoallelic mutations

428 7

501° 7 697-706 het_del(ACGACGGGAA)

509 7 738-739 het_ins(CC)

595 7 721-727 het_ins(CTTGGCC)
721-722 het_del(TT)

691° 7 697 het_ins(A)

1001 7 738-743 het_ins(GGGCCQC)

1130 7 698-700 het_ins(CCT)

698-699 het_del(GA)

Biallelic mutations
1004 7 701-702 het_ins(AA)
7 697-700 het_del(CGAC)
697-707 het_ins(TGCAGTGGTCA)

701-729 het_del(GGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTC)

Frameshift stop at 242
234-241-ins(PSAVTCVW)
Frameshift stop at 252

233-251 ins(TSSCTLSSLSRYLCWVISK)
Frameshift stop at 256

247-255 ins(RYLCVVISK)
Frameshift stop at 257

241-256 ins(LGLSSLSRYLCWVISK)
Frameshift stop at 242

233-241 ins(TTGRQVHVL)
246-247 ins(PG)

Frameshift stop at 242

233-241 ins(PSGRQVHVL)

Frameshift stop at 256

234-255 ins(QGKTSSCTLSSLSRYLCVVIK)
Frameshift stop at 244

233-243 ins(CCGPGRQVHVL)

“Data is presented for 8 out of the 11 T-ALL patients harboring PTEN mutations, included in this study. Description of PTEN mutations for the three
remaining T-ALL patients can be found elsewhere." het, heterozygous; ins, insertion; del, deletion.
PPatients belonging to the Low-Risk classification of GBTLI ALL-99,” thus excluded from survival analysis of Figure 1.
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Table 2 Association of PTEN mutations with clinical and

biological variables®

Patient Mutant Wild type P-value®

characteristics PTEN (n)° PTEN (n)

Gender
Male 9 38 1.0
Female 3 12

Age
>1and <9 vyears 7 23 0.53
=9 years 5 27

WBC count at diagnosis®
<50 000/mm° 3 13 1.0
>50000/mm? 9 37

Extramedulary involvement
Yes 6 18 0.32
No 5 31

WBC at day 7 of treatment
<5000/mm?3 8 38 1.0
>5000/mm? 2 11

Risk group
High risk 10 45 0.61
Low risk 2 5

CD10 (CALLA)
Positive 1 20 0.044
Absent 11 29

Hematological remission at day 28 (end of induction)
Yes 7 43 0.044
No 5 7

Hematological remission at any day
Yes 10 46 0.33
No 2 4

“None of these clinical variables affected patients’ survival, except for
the presence of more than 5% blasts in BM of day 28, and absence of
hematological remission, which were associated with lower overall
survival (both P<0.001).

EAll 11 patients with exon 7 mutation plus the one with the 10g23-26
rearrangement.

SFisher’s exact test.

9WBC indicates white blood cell.

Of the 11 patients with PTEN mutations, two had homozygous
PTEN mutations, one had both alleles affected by distinct exon 7
mutations and one had both exon 1 and 7 mutations (Table 1)."
PTEN protein expression was abrogated or strikingly reduced
(data not shown) in these four patients, herein classified as
having biallelic PTEN abnormalities.

In addition, one T-ALL patient had a t(3;10)(p21;q23-26)
chromosomal rearrangement (data not shown). PTEN gene is
known to be located on chromosome 10g23.3. For this patient,
all exons were sequenced, but no evidence of DNA mutations
was found. Notwithstanding, PTEN protein was absent in
western blot assays (data not shown) and so this patient was
considered to have PTEN abnormalities in both alleles, resulting
in a ‘silenced’ gene, functionally similar to those four harboring
biallelic PTEN abnormalities.

As shown in Table 1, all but one of the patients harboring
PTEN alterations were CALLA negative (P=0.044). Importantly,
four out of the five patients (80%) harboring biallelic PTEN
abnormalities failed to reach remission at the end of the
induction therapy, in contrast to only 8 in 57 (14%) with the
wild type or with monoallelic mutations (P=0.004; Fisher’s
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Figure 1 Effect of PTEN mutational status on long-term survival of
pediatric T-ALL patients. (a) Overall survival curves for all patients
(n=62) divided into three groups according to PTEN status: wt, wild
type; PTEN+/—, heterozygous monoallelic mutation; PTEN—/—,
homozygous or biallelic PTEN mutation. Curves were analyzed with
the log-rank test for trend. The curves of EFS are similar to those of OS
but the difference is not statistically significant (P=0.10, data not
shown). (b) Overall survival curves for high-risk T-ALL patients
(n=155), according to having (mut) or not (wt) a PTEN abnormality.
The criteria used for the classification of patients into the high risk
group are presented elsewhere.”

test). In addition, all of them had >100000/uI WBC at
diagnosis, contrary to only 28 of 57 (49%) of the patients in
the other two groups (P=0.055; Fisher’s test). No other
association could be found between PTEN status and other
clinical and biological variables at diagnosis (Table 2).

Survival analysis indicated that patients harboring any PTEN
gene alteration (n=12) had a tendency toward inferior overall
survival (OS 48.6 £ 14.8 versus 69.4 + 7.4%, P=0.07) and event-
free survival (EFS 48.6 + 14.8 versus 65.2 +7.7%, P=0.15) than
those without this genetic lesion. Patients with a ‘silenced” PTEN
gene (n=5) had the lowest estimated probability of surviving
(40£21.9%), whereas patients with no detected abnormality
(n=50) had the highest (69.4+7.4%), and those harboring
monoallelic mutations (n=7) displayed an intermediate value
(53.6120.1%; P=0.04, log-rank test for trend; Figure 1a).

The majority of patients (n= 55) was classified in the high-risk
group and was treated more intensively than those in the low-
risk group (n= 7). When separate analysis for the high-risk group
was undertaken, PTEN mutations were significantly associated
with lower OS (37.5+16.1 versus 67.9+8.1%; P=0.019;
Figure 1b) and EFS (37.5£16.1 versus 63.1 £ 8.5%; P=0.052).

Our results contradict very recent findings by Larson Gedman
et al.®, which reported that PTEN mutations had no prognostic
significance in pediatric T-ALL.° However, these authors may
have overestimated (~ 3-fold) the number of patients with PTEN
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mutations by having sequenced the PTEN pseudogene. Gutier-
rez et al.* reported that genetic alterations in the PTEN-PI3K-
AKT pathway, including PTEN truncating mutations (n=12), did
not predict event-free survival. In contrast, the same authors
reported that PTEN deletions, as determined by FISH analysis,
were significantly associated with early treatment failure in three
out of four patients and may contribute to increased resistance to
induction chemotherapy. This observation is compatible with
our findings regarding patients harboring biallelic PTEN
abnormalities. The apparent discrepancies between these
studies regarding the prognostic impact of exon 7 PTEN
mutations may be attributed to the small number of patients
analyzed or to differences in the treatment protocols. Besides,
PTEN post-translational inactivation, which is very frequent in
primary T-ALL but does not occur in all patients to the same
degree,' might act as a confounding factor in the different
studies, which focus strictly on PTEN gene lesions. Importantly,
our current observations suggest that T-ALL patients harboring
exon 7 PTEN mutations may be at increased risk of relapse.
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Familial aggregation of leukemia is rare. In some families,
however, a clear segregation of the predisposition to leukemia
is observed. A prime example is familial platelet disorder in
which the affected individuals exhibit an enhanced risk to
develop acute myeloid leukemia (FPD/AML). This condition is
characterized by thrombocytopenia, platelet dysfunction and a
35% lifetime risk for developing leukemia.'

FPD/AML is caused by germline mutations in RUNX1.> The
encoded RUNXT protein contains a highly conserved Runt
domain, which is involved in both DNA binding and hetero-
dimerization with its partner protein, CBFP. Together these
proteins form a transcription factor complex that is widely

Leukemia

expressed in various hematopoietic lineages and regulates the
expression of several critical genes.’

Since the identification of RUNXT as the causative gene in
FPD/AML,? only 25 mutation-positive families have been
reported in the literature, which suggests that FPD/AML is a
relatively rare disorder. An additional explanation may be that
this disorder is underdiagnosed, as was recently suggested by
Owen et al.," who identified RUNXT mutations in 50% (5/10) of
families with more than one first degree relative with
myelodysplastic syndrome (MDS) and/or AML. They concluded
that FPD/AML may be more prevalent than recognized earlier.

Here, we present two families with a molecularly confirmed
diagnosis of FPD/AML. On the basis of our data we conclude
that the FPD/AML syndrome is not only easily overlooked clini-
cally, but the molecular defect(s) causing the phenotype may
equally well be overlooked by routine molecular analyses.
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3.3- Discussao

Em nosso estudo anterior (Silva et al. 2008), encontramos uma prevaléncia de
alteragcbes genéticas no éxon 7 do PTEN. Nesse estudo nés verificamos a incidéncia e
o valor progndéstico das mutagcbes de PTEN em 62 casos consecutivos de LLA-T
pediatrica tratados em uma Unica instituicdo. Também, investigamos a ocorréncia de
mutagdes nos éxons 1 e 7 do PTEN em 71 casos consecutivos de LLA-B precursora. A
incidéncia de mutacdes nesses éxons do PTEN parece estar restrita as LLA-T, com
uma prevaléncia de 18%.

Durante esse estudo chamou-nos a atencéo a alta frequéncia de envolvimento do
éxon 7 nas mutacoes do PTEN e a maioria das mutacdoes serem insercdes e delecdes.
Outros trabalhos (Maser et al. 2007; Palomero et al. 2007; Gutierrez et al. 2009)
também descreveram mutagdes no éxon 7 do PTEN em LLA-T pediatrica (Figura 7).
Esse hot spot de mutacdes em PTEN poderia ser explicado pela presenca de um sitio
criptico para a recombinase RAG, responsavel pelos rearranjos V(D)J. Estamos

realizando estudos para verificar essa hipotese.
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BEE. . W AAGATATATTCC TCCAATTCAGGACCCAC A GACGEHRAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGAT. . . 756

PQFVVCQLKVKIYSSNSGPTRREDKFMYFEFPQP LPVCGDIKVEFFHKQNKMLKK. . .
- NES NES
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Figura 7: Representacdo esquematica de todas as mutagdes conhecidas no gene
PTEN em LLA-T pediatrica. Circulos pretos > nosso estudo; Circulos brancos > Maser
et al. Nature 2006 ; Circulos Cinzas - Palomero et al. Nature medice 2007 e triangulos
pretos > Gutierrez et al. Blood 2009. Destacados estdo os possiveis motivos de
exclusao nuclear (NES).
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Devido ao importante papel da via de sinalizagdo PI3K/AKT na sobrevivéncia e
resisténcia a quimioterapia das células leucémicas, avaliamos o valor prognostico das
mutacdes de LLA-T. Encontramos que pacientes PTEN mutados possuem pior
sobrevida em comparacao aos pacientes sem essa alteracao genética, principalmente o
grupo classificado como LLA-T alto risco (89% dos casos estudados), em funcédo da
idade (>10 anos) e leucometria ao diagnostico. A presenca das mutagcbées em PTEN
mostraram-se associadas a auséncia de expressao de CD10, que é mais comum nas
LLA-T de fenétipo mais imaturo, conhecidas como ETP (early T phenotype), e que séao
de pior prognéstico (Coustan-Smith et al. 2009). Aliado a isso avaliamos a relagéao entre
mutacdes em PTEN e os dados clinicos dos pacientes estudados e encontramos
relacdo significativa entre a presenca da mutacédo e a falha em alcancar a remissao
hematolégica apds a fase de inducao do tratamento (D28). Esses resultados indicam
que as mutagdes em PTEN estariam relacionadas a resisténcia ao tratamento, mesmo
com a intensificacdo da terapia usada para o grupo de alto risco.

Além disso, pacientes que apresentavam mutacdes homozigotas em PTEN
(bialelica) possuem pior resposta clinica comparados as alteragdes monoalelicas.
Camundongos PTEN knockout mostraram que o gene PTEN é haploinsuficiente, ou
seja a perda de uma cépia do gene aumenta a atividade tumoral (Di Cristofano et al.
1999). Podemos inferir que a resposta clinica dos pacientes com LLA-T esta
relacionada a atividade fosfatase de PTEN (Silva et al. 2008), esse efeito foi descrito em
outros tumores (Sansal &. Sellers 2004). Dessa maneira, supomos que pacientes
homozigotos (bialelico) PTEN mutado apresentariam menor atividade da proteina em
relacdo aos pacientes com alterac6es monoalelicas.

Nossos resultados contradizem outros estudos da literatura publicados por Larson
Gedman et al. (Leukemia 2009) e Gutierrez et al. (Blood 2009). Em nossa opiniao, o
trabalho publicado por Larson Gedman et al.,o qual ndo encontrou valor prognostico
significativo nas alteracdes genéticas no gene PTEN, pode ter superestimado o nimero
de pacientes com mutacodes por ter sequenciado o pseudogene de PTEN (Figura 8).

Gutierrez et al (2009) mostrou que pacientes com delecoes citogenéticas de PTEN

(agrupados bialelica e monoalelica juntos) apresentaram falha precoce na resposta ao
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tratamento em comparacao aos pacientes com PTEN selvagem ou com mutacbes que
truncam a proteina no dominio fosfatase. Esses autores sugerem que as mutagdes em
PTEN, que ocorrem exclusivamente no éxon 7 e preservam o dominio fosfatase néao
afetam a funcdo de PTEN como as delec6es. Contudo, a literatura tem mostrado que a
proteina PTEN sem o dominio C2 reduz sua ligacdo a membrana, importante para sua
atividade fosfatase e degrada mais rapido (Das et al. 2003). De fato, em nosso estudo
anterior (Silva et al. 2008), pacientes PTEN mutados apresentavam menor quantidade
de proteina PTEN e hiperativacao da via PIBK/AKT, o que depde em contra a hipotese
levantada por Gutierrez et al. (2009)

Chung et al. (2005) demonstrou a existéncia de motivos de localizagao nuclear na
regiao C2 de PTEN que seria responsavel pela entrada da proteina no nucleo da célula
(Figura 6). Contudo, Gil et al. (2006) mostrou que esses motivos estéo relacionados a
exclusado nuclear da proteina, pois mutacdes nessa regiao levam ao acumulo de PTEN
no nucleo. A maioria de nossos pacientes apresentam mutagdes que levam a mudanga
no frame de leitura, ocasionando um stop codon precoce. Dessa maneira sugerindo que
a proteina originada nao apresentaria os motivos de exclusdo nuclear (Figura 7). O
recrutamento de PTEN para o nucleo reduz sua habilidade em antagonizar PI3K
(Lindsay et al. 2006). Dessa maneira, facilitaria a hiperativacdo da via PISK/AKT,
mesmo sem ter havido alteracao de seu dominio fosfatase.

Por outro lado, a proteina PTEN possui 2 sitios de ubiquitinacdo K13 e o principal
K289. O processo de mono-ubiquitinacao é responsavel pela entrada da proteina PTEN
no nucleo. A proteina PTEN mutada em K289E acumula no citoplasma se comparada a
proteina selvagem que possui distribuicdo equilibrada entre o nucleo e o citoplasma
(Trotman et al. 2007 e Song et al. 2008). As mutagdes descritas ndo possuem o
principal sitio de ubiquitinizacdo o que levaria ao acumulo de PTEN no citoplasma
(Song et al. 2008).

Estamos realizando estudos para verificar a funcao da proteina PTEN mutada e as
possiveis alteragdes na localizacao subcelular da mesma e o seu papel na LLA-T.

Importante salientar que o niUmero de pacientes analisados por Larson Gedman et
al. e Guitierrez et al. foi pequeno (n=~44) comparado ao do nosso estudo (62). As
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diferengas nos protocolos de tratamento podem ter contribuido para as discrepancias
encontradas entre nossos trabalhos. Para finalizar, nés especulamos em nosso artigo
que a inativacao pos-traducional de PTEN (muito frequente em LLA-T, mas néo ocorre
da mesma maneira em todos os pacientes) pode atuar como um fator a atrapalhar as
analises em trabalhos que apenas levam em consideracao as lesées genéticas do gene
PTEN.

Clappier et al. (2011) propbs que a recaida emerge de subclones leucémicos que
adquirem nova alteracdo em oncogenes e genes supressores de tumor. A
perda/mutacdo de PTEN foi descrita como possivel responsavel pela sele¢ao clonal e
ganho de malignidade das células leucémicas da recaida e dessa maneira para
resisténcia ao tratamento. Esses dados corroboram nossos resultados, em que
pacientes PTEN mutados apresentaram menor resposta ao tratamento.

Encontramos também relagdo significativa entre a auséncia de CD10 (CALLA) e
mutagcdes em PTEN. CD10 ou CALLA (antigeno comum da LLA) €& expresso
normalmente em células progenitoras linfoides e neutréfilos, sua presenca apresenta
uma tendéncia a melhor prognéstico nas LLA-B. Contudo, essa tendéncia nao foi
observada em LLA-T (Consolini et al. 1998). Assim sugerimos 0 uso de mutagdes em
PTEN como mais um marcador de pior prognéstico da LLA-T. E possivel alvo de
desenvolvimentos de novas drogas. Contudo, como o numero de pacientes PTEN
mutados é pequeno (N=12) as andlises devem ser consideradas com cautela.
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pten CCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATC 900

pseudogene CCAGGACCAGAGGAAACCTCAGAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATT 900
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhhdhkhkhkhkkhhhkhkhkhkhrkhhhkhkhhhhkhhkkhhkhkhkkhkkk
LarsonGedman C GG G T
LarsonGedman c
pten GATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTA 960
pseudogene GATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAGTATCTAGTACTTACTTTA 960
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhdx *khkhhkhhkhhhhhkhhkkhxhxx
LarsonGedman G A
pten ACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAAT 1020
pseudogene ACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAAT 1020
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhhhhhxx
pten TTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGC 1080
pseudogene TTTAAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGC 1080
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhhkhhhx*k
pten AGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCT 1140
pseudogene AGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCT 1140
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhhkhkhkhkhkhhhkhkhhkkhhhxx
pten GACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATT 1200
pseudogene GACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATT 1200
Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrkhkhkhkhkhkhkhdhhkhhhhkxx
pten ACAAAAGTCTGA-—- 1212
pseudogene ACAAAAGTCTGAATT 1215

Figura 8: Alinhamento de PTEN e seu pseudogene (AF023139) com todas as
mutacdes pontuais descritas por Larson Gedman et al. Delecbes e inser¢ées nao foram
mostradas. Coincidéncias entre mutagdes de PTEN descritas por Larson Gedman et al
e a sequencia do pseudogene de PTEN estao grafadas em amarelo. O inicio do éxon 7
esta destacado (hot spot de mutacdes de PTEN em LLA-T).
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4- Capitulo II: Mutacoes de NOTCH1,
expressao de PTEN e novas drogas
contra a LLA-T
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4.1- Introducao - NOTCH1

NOTCH1 atua diretamente controlando o crescimento celular e o metabolismo.
Palomero et al (2006) mostrou que NOTCH1 regula a proliferacao celular da LLA-T
diretamente e através da regulacao da transcricdo de c-MYC. MYC e HES1 sao fatores
de transcricdo diretamente regulados por NOTCH1 os quais atuam no promotor do
gene PTEN, sendo que o primeiro positivamente e o segundo negativamente (Palomero
& Ferrando 2008). Contudo a sinalizacao via HES1 prevalece, dessa maneira NOTCH1
regula negativamente o promotor do gene PTEN (Palomero et al. 2006)

O gene NOTCH1 possui um importante papel na determinacdo do
comprometimento dos linfocitos imaturos com a linhagem T (Radtke et al. 1999) e a
manutencdo deste comprometimento durante o desenvolvimento dos linfécitos T no
timo, principalmente no estdgio DN (CD4-/CD8-) (Schmitt et al. 2004). Trabalhos
anteriores demonstraram que mutagdes nesse gene podem desencadear LLA-T em
camundongos (Pear et al.1996).

NOTCH1 sofre uma primeira clivagem no complexo de Golgi a caminho da
superficie celular pela protease furin-like. Quando os ligantes Delta-Serrate-Lag2 (DSL)
ativam a porcao extracelular de NOTCH1 (NEC) iniciam uma cascata de clivagens na
regido transmembrana (NTM). A Jdltima clivagem por y-secretase libera a porgcéao
intracelular de NOTCH1 (ICN), a qual atua na regulacao transcricional no nucleo (Figura
9) (Struhl & Adachi 1998; Artavanis-Tsakomas et al. 1999, Dumortier et al. 2006).
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Figura 9: llustracdo da ativacdo de NOTCH 1. NOTCH1 sofre 2 clivagens ap6s sua
ligacdo com fatores de crescimento e entra no nucleo e ativa a transcricao (Adaptado
de Gordon W R et al. 2008).

A forma madura do receptor NOTCH1 consiste em uma glicoproteina
heterodimerica de classe |, formada apo6s clivagem no dominio HD da proteina
precursora (Figura 10) (Sulis, et al. 2008). NOTCH1 possui um dominio de regulacao
negativa PEST na regido C-terminal. O dominio PEST regula o turnover de NOTCH1 e
quando deletado, aumenta a estabilidade da proteina truncada. Weng et al. (2004)
encontrou 56,2% das LLA-T analisadas com mutacdes nas regides correspondentes a
dominio HD (éxons 26 e 27) e ao dominio PEST (éxon34), sendo dessa maneira
mutacdes ativadoras. No primeiro caso as mutacbes levariam a uma clivagem
independente de ligante da proteina precursora e no segundo caso a forma ativa da
proteina nao seria degradada via FBXW?7-ubiquitinacdo (Thompson et al. 2007).

Mutacdes ativadoras de NOTCH1 em LLA-T pediatrica foram associadas a bom
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progndstico, principalmente quando combinadas com mutac¢des de perda de fungéo de
FBXW?7 (Asnafi et al. 2005).

Nﬂ]]]]]]]Iﬂ]]]Il]]]Iﬂ]]I[I]]IﬂIﬂIm:+-—ID]LLLLLUf_.><> c
EGF ke o J'LH‘MA Ankyrin - TAD PESD
LNR HD" HD* ICH
| J 1 |

H!r_ Nm

Figura 10: Esquema da proteina precursora NOTCH1, mostrando as Subunidades
Extracelular (NE°) e transmembrana (N™). HD = Dominio de heterodimerizacdo, TM =
dominio transmembrana, TAD = dominio de ativacado da transcricao. Seta mostra o sitio
de clivagem para a forma matura do receptor NOTCH1 (Weng et al. 2004).

Experimentos superexpressando em HSC de camundongos as mutacdes
encontradas nos dominios HD ou PEST de NOTCH1 de LLA-T primarias mostraram
que nao sao suficientes para desencadear a leucemia. Contudo a LLA-T é dependente
dessa sinalizacdo para sobrevivéncia e proliferagdo. Assim, mostrando que mutacdes
em NOTCH1 seriam eventos adicionais que cooperariam com outros eventos
oncogenicos influenciando o desenvolvimento do tumor. Esses tumores permanecem
dependentes da sinalizagdo de NOTCH1 (Chiang et al. 2008).

O processo de ativagdo de NOTCH1 envolve a clivagem por y-secretase.
Inibidores de y-secretase (GSI) sdo capazes de bloquear a ativacdo de NOTCH1
(Palomero et al. 2008). Originalmente, os GSI foram desenvolvidos para o tratamento
de doencas neurodegenerativas (Kimberly & Wolfe 2003). Em linhagens celulares de
LLA-T com mutagdes ativadoras de NOTCH1, os GSI induzem parada do ciclo celular
(G0/G1), diminuem a viabilidade celular e induzem apoptose, desse modo, sugerindo o
uso de GSI no tratamento das LLA-T (Lewis et al. 2007).

A alta incidéncia de mutacdes ativadoras em NOTCH1 e a sua relacao com a via
de sinalizagédo PI3K, tornou a inibigdo de NOTCH1 um atrativo para o desenvolvimento
de novas drogas para o tratamento da LLA-T. Como mutagbes ativadoras de NOTCH1
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ndo sao suficientes para desencadear a LLA-T, mas é importante na proliferacéo e
sobrevivéncia (Chiang et al. 2008), talvez mecanismos complementares de inibicdo da
tumorigénese devam ser usados para o tratamento da LLA-T.

NOTCH1 mutado em LLA-T pode ativar a via NF-kB, podendo esse ser um bom
alvo terapéutico. Contudo, NF-kB sem a atuacdo de mutagdes ativadoras de NOTCH1
néo foi capaz de reproduzir a leucemia em camundongos, sugerindo outras vias de
atuagéo de NOTCH1 na leucemia (Vilimas et al. 2007).

Palomero et al. (2007) mostraram que linhagens de LLA-T resistentes a GSI ndo
possuiam expressao proteica de PTEN ao contrario das linhagens GSI sensiveis.
Desse modo, a resisténcia a GSI poderia estar relacionada a atividade da proteina
PTEN. A perda de PTEN acelera a progressédo da doenga em modelos animais de LLA-
T NOTCH1 mutada, sugerindo que a ativacdo de NOTCH1 e a perda da atividade de
PTEN colaboram com a inducdo da leucemia (Medyouf et al. 2009). A inativacdo de
PTEN ativa a via de sinalizagao PI3K/AKT (Cully et al. 2006).

NOTCH1 e a via de sinalizagdo PIBK/AKT atuam conjuntamente na
leucemogenese (Figura 11) (Gutierrez & Look 2007). As células de LLA-T com
mutacdes ativadoras de NOTCH1 geram constitutivamente a forma ativa da proteina
(ICN) que inibe a transcricao de PTEN (através de HES1). Sem o ‘freio’ de PTEN,
ocorre hiperativagdo da via PI3K que ocasiona maior proliferacdo e sobrevivéncia da
LLA-T (Figura 11A). A inibicdo de NOTCH1 por GSI libera a transcricao de PTEN, logo,
freia-se a via PISK/AKT, reduzindo a proliferacdo e aumentando a apoptose (Figura
11B). Na auséncia de PTEN, a ativagcdo de PI3SK/AKT leva a proliferagdo e
sobrevivéncia da LLA-T independente da ativagdo de NOTCH1. Estas células séo
insensiveis aos GSI pois a mutacao ‘driver’ € em PTEN e ndo em NOTCH1 (Figura 11
CeD).

37



A. LLA-T PTEN positiva, sem inibicdo de NOTCH1 B. LLA-T PTEN positiva, inibicao de NOTCH1 por GSlI

SOBREVIVENCIA
PROLIFERACAO

C. LLA-T PTEN negativa, sem inibicao de NOTCH1 D. LLA-T PTEN negativa, inibicao de NOTCH1 por GSI

SOBREVIVENCIA SOBREVIVENCIA
PROLIFERAGAO PROLIFERAGAO

Figura 11: Interelacdo entre NOTCH1 e PISBK/AKT na leucemogenese da LLA-T
(Adaptado de Gutierrez & Look 2007). Descrigao encontra-se no corpo da tese.
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Na época em que o trabalho deste segundo capitulo foi feito, 0 conhecimento
que se tinha de regulagédo transcricional de PTEN por NOTCH1 era de linhagens
celulares de LLA-T. Os dados precisavam ser confirmados em amostras de pacientes.
Em todo caso, nossos resultados anteriores indicavam que a principal inibicdo de PTEN
nas LLA-T nao se da a nivel transcricional (via NOTCH), mas pela inibicdo pés-
traducional por CK2 (Silva et al. 2008). Como mutacbes em NOTCH1 e
mutacdes/inativacdo de PTEN sdo dois dos principais fatores que concorrem para a
LLA-T (Gutierrez & Look, 2007) resolvemos testar se haveria vantagem no uso
combinado de inibidor de GSI com inibidor de CK2. Esses resultados sao apresentados
na forma de artigo publicado.
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Regulation of PTEN by CK2 and Notch1 in primary
T-cell acute lymphoblastic leukemia: rationale for
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ABSTRACT

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) patents fre-
quently display NOTCHY activating mutations and Notch
can transcriptionally down-regulate the tumor suppressor
FPTEN. However, it is not clear whether NOTCH7 mutations
associate with decreased PTEN expression in primary T-ALL.
Here, we compared patients with or without NOTCHY muta-
tions and report that the former presented higher MY C tran-
script levels and decreased PTEN mRNA expression. We
recently showed that T-ALL cells frequently display CK2-
mediated PTEN phosphorylation, resulting in PTEN protein
stabilization and concomitant functional inactivation.
Accordingly, the T-ALL samples analyzed, irrespectively of
their NOTCH¢ mutational status, expressed significantly
higher PTEN protein levels than normal controls. To evaluate
the integrated functional impact of Notch transcriptional and
CK2 post-wanslational inacdvaton of PTEN, we teated T

ALL cells with both the garmma-secretase inhibitor DAPT and
the CKZ2 inhibitors DRB/TBB. Our data suggest that com-
bined use of gamma-secretase and CK2 inhibitors may have
therapeutic potental in T-ALL.

Key words: NOTCHY, protein stabilization, CK2 inhibitors,
T-ALL.
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Introduction

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) patients fre-
quently display NOTCH4 activating mutations.' Recently it
was demonstrated that Notch1 can negatively regulate PTEN
at the transcriptional level ? It was further suggested that such
negative regulation could occur in diagnostic T-ALL cells col-
lected [rom patents. However, the actual impact of NOTCHY
mutations on PTEN expression and activity in primary T-ALL
is still undlear. Although NOTCHY mutations are expected to
occur in approximately 50% of diagnostic T-ALL cases*?
most samples appear to display high PTEN protein levels
compared to normal thymocytes.” The apparently paradoxi-
cal increase in PTEN expression results from CKZ2-mediated
phosphorylation of PTEN and consequent PTEN protein sta-
bilization and functional inactivation, which ultimately con-
tributes to hyperactivation of PISK/Akt oncogenic pathway in
T-ALL cells.* Here, we sought to understand how Notchl-
and CIZ-mediated regulation of PTEN may be integrated and
explored therapeutically in T-ALL.

Design and Methods

Primary samples and T-ALL cell lines

T-ALL cells were obtained at diagnosis from bone marrow or
peripheral blood of pediatric patients with high leukemia involvement
(85-100%). Samples were enriched by density centrifugation over
Ficoll-Paque (GE Healthcare). Normal thymocytes were isolated from
thymic tissue obtained from children undergoing cardiac surgery as
described.” Informed consent and institutional review board approval
(Gabinete de Investigagio Clinica, Instituto Portugués de Oncologia,
and Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas) were obtained in accordance
with the Dedlaration of Helsinki. TAIL7, which shares significant sim-
ilarities with primary leukemia samples,” TALL-1 and HPB-ALL are
PTEN-positive T-ALL cell lines.

NOTCH1 sequencing and mutational analysis

Part of exon 26, the whole exon 27 and the beginning (nt 4677-
5255) of exon 28 was amplified from cDNA samples using primers
Notch2627F and Notch2627R, and sequenced using the same primers.
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Regulation of PTEN by CK2 and Notch1 in primary T-cell ALL

In some cases, exon 26 and exon 27 were amplified and sequenced
from genomic DNA with the intronic primers Notch26F and
Notch26R, and Notch27F and Ex27R743, respectively. The region
spanning TAD and PEST domains of exon 34 was amplified with
primers Notch34TF and Notch84PR, and the resulting 853 bp frag-
ment was sequenced with primers Notch34TF and Ex34PestE The
PEST coding region was also amplified with primers Ex34PestF
and Ex34PestR, followed by semi-nested PCR with primers
Notch34PF and Ex34PestR, and sequenced with primer
Ex84PestR. This strategy covered all mutational hot-spot regions
previously reported for NOTCH1.'®” Primer sequences and the
PCR protocol are shown in the Online Supplementary Appendix.
All mutations were confirmed by sequencing a newly amplified
product. When necessary, PCR amplicons were cloned into
pGEM-T vector (Promega) and several individual cones were
sequenced.

Quantitative RT-PCR

Total RNA (1ug) was reverse transcribed using the ImProm II
Reverse Transcriptase enzyme (Promega) and random hexamers.
The quantitative assessment of HES/, MYC and PTEN wanscripts
was made by (-PCR on a StepOne Real-Time PCR System
{Applied Biosystems). PCR products were cloned into the pGEM-
T Easy vector (Promega) and standard curves were obtained by
serial dilutions of uncut plasmid. HESY, MYC and PTEN wanscript
values were normalized with respect to the number of ABL tran-
scripts. PCR reactions were performed in 15 ul containing 5 ul of
diluted <DNA (~5X dilution), 7.5 pmol of each primer, and 7.5 uL
of SYBR Green Master Mix (Roche). Primers and PCR protocols
are shown in the Online Supplementary Appendix. Q-PCR

expression values were transformed into log values. Experiments
were carried out in duplicates.

Western blot

Cells were lysed in 50mM Tris-HCI pH 8.0, 150mM NaCl,
5mM EDTA, 1% (w/v) NP-40, ImM NasVOs, 10mM Nak 10mM
NaPyroph, 1mM 4-(2-aminoethyl) benzenesulfonyl (AEBSF),
10ug/ml leupeptn, 10 ug/ml aprotinin, 1 ug/ml Pepstatin,
resolved by 10% SDS-PAGE, wansferred onto nitrocellulose mem-
branes, and immunoblotted with the following antibodies: PTEN,
P-PTEN (5380) and Notch Vall744 (Cell Signaling Technology),
ZAP-70 (Upstate), and Actin (Santa Cruz Biotechnology).
Densitometry analysis of PTEN and Actin was performed using
Image Cuant 5.2 software. Each band was analyzed with a con-
stant frame.

Analysis of cell size, cell number, proliferation and cell
viability

Cells were cultured in 24-well plates as 2x10° cells/mL at 37°C
with 5% COz in RPMI-1640 medium supplemented with 10%
FBS in the presence or absence of DRB/TBB and/or DAPT, and
analyzed after three, four or seven days. Cell size was analyzed by
flow cytometry, as described.” Total cell counts were calculated by
trypan blue exclusion using a hemocytometer. Proliferation was
assessed as described.” Briefly, cells were cultured in flat-bottom
96-well plates and incubated with *H-thymidine (27x102
mBg/well) for 16 hours prior to harvest. °H-thymidine incorpora-
tionwas assessed using a liquid scintillation counter. Viability was
evaluated by flow cytometry analysis of FSC x SSC pattern, as
described.® Minimum tested dose of each inhibitor (1,5 or 10 uM

Table 1. Alterations in NOTCH1 gene, predicted Notchl protein changes and PTEN mRNA levels in primary T-ALL.

NOTCHA (HD and Pest-Domain only) PTEN nutation ~ PTEN mRNA
{exon) levels?
Nucleotide change® Predicted change
1 26 c[A7121T=A] +[ =] p[VIST6E] +[ =] 101
M ¢.[T419_7420 insTGGTC] +[ =] [ P2ATAWEsX5] +[ =]

2 Not detected 1.569
3 26 ¢ [4817insGGA] +[ =] p.[F1606delinsLD] +[=] 2423
| Not detected 7 1396
5 26 ¢.[47M_4755insCCCCGOAAGCAG] +[ =] p.[L1585delinsPPEAV] +[ =] 1.236
B H ¢.[7327delGinsCCCCCTTCE] +[ =) p-[V2443P1sX66] +[ =] 1.012
7 Not detected 1.378
8 M ¢.[7327_7328delG TinsACCCTTTGACTCCC] +[ =] p.[V2443TEsX3] +[ =] 1.164
9 Not detected 2320
26 ¢.[4744_47 M delCCGGAGCAGCTinsATAGAGGC] +[ =] p.[P1582_L1585delinsIEA] +[=] 0938
11 Not detected 1,7 1.540
12 Not detected n.d.

13 26 ¢.[1832_4852delACGGCCAGC p.[H1611_P1618delinsRGT] +[=] 1.058

AGATGATCTTCCins GGG GOA] +[=]

14 Not detected 1.868
15 Not detected 1.082
16 Not detected 1.073
17 Not detected 7 n.d.

18 26 e [479T>A] +[ =] p.[L1600Q] +[=] 0.992
19 ¥ c.[6991G>A] +[ =] p[A233NT] +[ =] Trans’ 0.591

Pgrebers from Notchl Accession Number NM_01761 7, *Mutation in the TAD domain, “Trapslocation involving cfyomosome 10g; *Quantied by quaptiative RTPCR; noymaized

fo ABL; nd  not defermined.
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DAPT; 12.5 or 25 uM DRB/TBB) that originated at least a 10%
inhibitory effect was identified for each cell line, for each function-
al assay, and used in combinadon for the assessment of coopera-
tive effects. For primary T-ALL cells, the TBBE dose had been pre-
viously determined* and DAPT was tested at a single, high con-
centration (5 pM).

Statistical analysis

Ditferences between populations were calculated using an
unpaired two-tailed Mann-Whitney test, Student’s ¢ test, or One-
Way ANOVA, as appropriate. Differences were considered signif-
icant for P<0.03,

Results and Discussion

We classitied 19 diagnostic T-ALL specimens as
NOTCH1 wild-type NOTCH-WT) or mutated (NOTCH-
mut) alter sequencing of NOTCHY mutational hot spots
(exons 26, 27, and 34) and also part of exon 28 (nt 5209-
5221), recently shown to be altered in T-ALL. Our data

e A. Silva et al

show that 50% of the patients displayed NOTCH? muta-
tions (Table 1).

As determined by Q-PCR, NOTCH-mut patient sam-
ples displayed higher mRNA levels of the Notch target
gene MYC than NOTCH-WT specimens (F=0.004, two-
tailed Mann-Whitney test; Figure 1A). These observations
are in accordance with previous studies demonstrating the
importance of MYC as a downstream effector of Notch-
mediated leukemogenesis'*"” and with recent evidence
that AYC mRNA levels are up-regulated in primary T-
ALL cells with NOTCH7 actvating mutations.”” Although
NOTCH-mut T-ALL also presented a tendency for higher
HESY levels (median HES1/ABL =-0.954 vs. -1.449) the dif-
ference was not statistically significant (P=0.4363; Figure
1B). Importantly, PTEN mRNA levels were significantly
decreased in NOTCH-mut primary T-ALL cells (P=0.021;
Figure 1C and Table 1). In addition, NOTCH-mut T-AlLs
displayed a tendency to have lower PTEN protein levels
than NOTCH-WT samples (median = 0.769 v 0.481,
P=0.158; Figure 1D and E). Moreover, the gamma-secre-
tase inhibitor (GSI) DAPT up-regulated PTEN protein
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Figure 1. NOTCH1 mutations associate with decreased PTEN expression in primary T-ALL. Diagnostic T-ALL specimens classified as NOTCHL
mutated (NOTCH-Mut; n=9} or wild-type (NOTCH-WT; n=9, except for PTEN analysis n=8) were compared by Q-PCR for mRNA expression of
(A) HES1 (P=0.436), (B) MYC (P=0.004), and (C) PTEN (P=0.021). Transcript copy numbers were normalized with respect to the number of
ABL transcripts and transformed into logarithmic values. (D) NOTCH-WT and NOTCH-Mut samples were analyzed by Western blot for PTEN
protein expression. Actin was used as a loading control. Densitometry analysis values of PTEN normalized to Actin are shown for each case.
(E) PTEN protein levels in NOTCH-WT T-ALL (n=3), NOTCH-mut T-ALL (n=5) and normal thymocytas {n = &) were evaluated by densitometry
analysis after Western Blot and normalized to the Actin loading control, ** P<0.01; *** P<0.0001. (F) Primarylike leukemia TAIL7 cells
were cultured with or without 1 or 5uM DAPT. At the indicated time points, cells were lysed and evaluated by Western blot for the expres-
sion of cleaved (activated) Notch (Val1744) PTEN, and P-PTEN(5380). ZAP-70 was used as a loading control. Data are representative of two

independent expetiments.
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expression in the primary-like leukemia cell line TAIL7
(Figure 1F), indicating that Notch inhibition results in
increased PTEN protein expression. Altogether, our data
suggest that activating mutations of NOTCHY transcrip-
tionally down-regulated FPTEN in primary leukemia, in
agreement with what was demonstrated in immortalized
T-ALL cell lines.?

We recently demonstrated that most primary T-ALL
samples have higher PTEN protein levels than normal
human thymocytes. This stems from the fact that
leukemia cells overexpress CK2, which mediates phos-
phorylation and consequent protein stabilization, but
functional inactivation, of PTEN.' In this context, it is
tempting to hypothesize that T-ALL samples with
decreased PTEN mRNA expression due to NOTCH{
mutations may have stabilized, although inactivated,
PTEN protein, as a consequence of CKZ2-mediated phos-
phorylation. In line with this possibility, we found that
not only NOTCH-WT but also NOTCH-mut samples had
significantly higher PTEN protein levels than normal
human thymocytes (Figure 1E). Furthermore, GSI-depend-
ent upregulation of PTEN protein in TAILY cells was par-
alleled by PTEN phosphorylation in the CKZ2 target
residue Ser380 (Figure 1F). Our data suggest that the
impact of Notchl-mediated PTEN transcriptional down-
regulation may be partially compensated at the protein

haematologica | 2010; 95(4}

Figure 2. GSI and CK2
inhibitors collaborate in
decreasing T-ALL cell pro-
liferation. PTEN-positive T-
ALL cell lines HPB-ALL (A
and C) and TAIL7 (B), and

5

4 primary T-ALL cells (D),
were used to test the
cooperative impact of
combined treatment with

e the GSI DAPT and the CK2

inhibitors DRB or TBB, at
the indicated concentra-
tions (see Design and
Methods section), (A)
Cells were cultured for
72h and evaluated for
alterations in cell size by

forward  scatter flow
%‘b\\‘é\ &%§ qjﬁ‘® ,Qg} cytometry analysis. (B and
S ng o @‘3 C) After seven days of cul-
N ture, total cell counts (B)
were calculated by trypan
blue exclusion using a
hemocytometer, and pro-
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ed by assessing DNA syn-
109 thesis by ‘H-thymidine
100 4 incorporation. *P<0.05;
90 **p<0,04, (D) Primary T-
ALL cells from 3 different
B patients were assessed
70 for cell viability by flow
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level by CK2-dependent PTEN phosphorylation and stabi-
lization. This could explain why: 1) NOTCH-mut patients
display somewhat lower but similar PTEN protein levels
to other T-ALL cases, and 2) both NOTCH-WT and
NOTCH-mut samples express higher PTEN protein levels
than nommal thymocytes.

Despite the opposite effects on PTEN protein levels,
Notchl and CK2 ultimately contribute to PTEN inactiva-
tion by complementary mechanisms. Therefore, we spec-
ulated that the combination of GSI and CKZ inhibitors
could have a cooperative effect in restoring PTEN function
and thereby targeting leukemia cells. This is pardcularly
relevant given the relative inefficacy of GSI reatment in T+
ALL patients" and recent clinical data in patients with cer-
vical cancer indicating that CK2 antagonists are well toler-
ated and may have antitumor efficacy."” Hence, we treat-
ed PTEN-positive T-ALL cell lines with GSI DAPT and/or
the CK2-specific inhibitors DRB or TBB. Analyses of cell
size (Figure 2A and Owline Supplementary Figure S7), total
cell counts (Figure 2B and Owline Supplementary Figure 52)
and proliferation (Figure 2C and Owlive Supplemesiary
Figure 53) revealed that combination of GSI and CK2
inhibitors have a mild but consistent cooperative effect in
diminishing leukemia proliferation. Similar results were
obtained regarding cell viability using diagnostic primary
leukemia cells (Figure 2D).
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Overall, our studies support the notion that NOTCH1
mutations can lead to decreased FTEN mRNA expression
in primary T-ALL.? However, this negative effect on FTEN
expression appears counterbalanced, at least in part, by
CKZ-mediated phosphorylation and stabilization of PFTEN
protein, which are associated with PTEN functional inac-
tivation and consequent hyperactivation of PI3K/Akt
pathway.* Evidently, these observations do not exclude
the possibility that other Notch-dependent mechanisms;,
in addition to PTEN transcriptional downregulation, may
promote PI3K/Ake pathway activation in T-ALL cells. For
example, it was recently shown that NOTCH1 up-regu-
lates IL-7Ra expression in T-ALL cells.”” This is particular-
Iy mteresting given that the PISK/Akt pathway is essential
for IL-7/IL-7R-mediated survival, growth and proliferation
of primary T-ALL cells # viiro.?

There is evidence from both mouse models and human
cancers that FTEN is happloinsufficient for tumor suppres-
sion and that the exact level of PTEN activity in a cell is a

key determinant of cancer progression.” In primary T-ALL
cells, PTEN activity appears to be negatively regulated at
the transcriptional level by Notch, and postrranslationally
by CKZ. Our data indicate that targeting simultaneously
these two molecular mechanisms can lead to more effec-
tive inhibition of leukemia cell viability and proliferation
i vitro. These observations may have important therapeu-
tic implications for the treatment of diagnostic T-ALL.
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Supplementary information

The cycling protocol for NOTCH1 amplifications consisted
of 1 cycle at 94°C for 3 min, followed by 10 cycles of anneal-
ing at decreasing temperatures from 61°C to 57°C (1°C
decrease every two cycles) for 30 s, extension at 72°C for 1:45
min and denaturation at 95°C for 30 s. Subsequently, 30
cycles were performed with annealing at 56°C for 30 s. A
final extension step for 5 min at 72°C was included. PCR reac-
tions contained 50ng of DNA or 0.5 pl cDNA, 10 pmol of
each primer, 2 mM MgCI2, 5%
(Biotools), and 1.5 U of Taq DNA Polimerase (Biotools). The
PCR cycling protocol for PTEN, HES4, and ABL consisted of
10 min at 95°C, followed by 40 cycles of 58°C for 30's, 72°C
for 40 s, 95°C for 15 s, and a final extension step for 5 min at
72°C. For MYC a two-step cycling protocol was used con-
sisting of 10 min at 95°C, followed by 40 cycles of anneal-
ing/extension at 65°C for 1 min and 95°C for 15 s, and a final
extension step for 5 min at 72°C. A standard melting-curve
cycle was used to check the quality of amplification, such as
no primer dimer being formed during PCR. Fluorescence was
measured at 72°C.
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Online Supplementary Figure S2. Cooperative effects of GS- and CK2

inhibitors in decreasing HPB-ALL cell numbers, HPB-ALL cells were cul- TALL-1
tured in triplicates for four days in the indicated conditions and number
of viable cells was assessed by trypan blue exclusion using a hemocy-
tometer. *P<0.05; ***P<0.001.
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Online Supplementary Figure S3. Cooperative effects of GS- and CK2
inhibitors in decreasing TAIL7 and TALL-1 cell proliferation. TAIL7 (A) and
TALL-1 (B) cells were cultured in triplicates for seven days in the indicat-
ed conditions and proliferation was evaluated by assessing DNA synthe-
sis by *H-thymidine incorporation. ***P<0.001.

47



4.3- Discussao

Dados da literatura, realizados com linhagens celulares, informavam que
mutacgdes ativadoras de NOTCH1 levam a aumento de expressado de HES1 e MYC, os
quais tém diferente papel na regulacdo da transcricdo de PTEN (Palomero et al. 2008,
Palomero et al. 2006). Como nem sempre os resultados de linhagens celulares refletem
aquilo que ocorre em células de pacientes, fizemos estudo para averiguar a expressao
desses genes em aproximadamente 20 casos de LLA-T de pacientes, caracterizados
quanto a mutacdes de NOTCH1.

A expressao forcada de c-MYC é capaz de restaurar o crescimento das células
leucémicas de LLA-T cultivadas com inibidores de NOTCH1, mostrando que a ativacao
de NOTCH1 leva ao crescimento celular através da ativacao de c-MYC (Palomero et al.
2007). No6s encontramos uma maior expressao de MYC em pacientes NOTCH1
mutados corroborando esses achados.

Verificamos que pacientes mutados para NOTCH1 apresentam aumento na
expressao de HEST e diminuicdo de PTEN (mRNA) em relagdo a pacientes NOTCH1
selvagem. Desse modo, é provavel que NOTCH1 diminua a transcricao do gene PTEN
via o repressor HES-1 como descrito em linhagens de LLA-T (Palomero et al 2007).
Usando inibidores de NOTCH1 (y-secretases), verificamos aumento da expressao
proteica de PTEN em linhagem celular de LLA-T. Contudo, pouco adianta ter mais
proteina PTEN quando a mesma esta inativada por fosforilagéo (Silva et al. 2008; Song
et al. 2012). Em suma, contribuem para a hiperativagdo da via PISK/AKT nas LLA-T
primarias tanto a repressao transcricional de PTEN via NOTCH1 quanto a pés-
traducional via CK2.

Ao inibirmos NOTCH1 em linhagem celular TAIL7 por GSI observamos que a
quantidade da proteina PTEN aumentou, contudo estava inativada (fosforilacdo do
residuo Ser380 por CK2). A LLA-T superexpressa CK2 (Silva A, et al. 2008). Dessa
maneira, PTEN estaria inativa e estavel, justificando a maior quantidade de proteina
PTEN nas LLA-T em comparagéo a timocitos normais.
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Testes clinicos de fase | mostraram toxicidade intestinal e nenhuma resposta
significativa ao uso de GSI (MK-0752) em pacientes com LLA-T refrataria. Contudo ao
combinar com o uso de glicocorticoides, camundongos xendgrafos de LLA-T
apresentaram redugao significativa do tumor e da toxicidade. Esse efeito pode ser
devido ao fato de NOTCH1 regular negativamente a expressao dos receptores de
glicocorticéides (Samon et al. 2012). Assim, a atividade antitumoral seria devido ao
aumento da eficiéncia de atuacao dos glicorticoides.

mTOR (mamalian target of rapamycin) é um efetor direto da via de sinalizacao
PIBK/AKT, mas sua atividade também é controlada por outras vias de sinalizagdo que
incluem a via de RAS (Martelli et al. 2012). A ativacado constitutiva de mTORC é comum
em LLA-T, constituindo um potencial alvo terapéutico. O uso de inibidores de mTOR de
primeira geragcdo (rampamycin/rapalog family) em modelos preclinicos de LLA-T
mostrou resultados fracos. Uma possivel estratégia para melhorar a eficiéncia seria a
inibicdo conjunta das vias de sinalizacao da PI3K e mTOR (Evangelisti et al. 2011).
Espera-se que a inibicdo conjunta de varias vias de sinalizacao de sobrevivéncia celular
nas LLA-T tenha melhores efeitos. Gutierrez & Look (2007) sugerem o0 uso combinado
como alvos terapéuticos de NOTCH1 e da via PI3K/AKT. Em nosso estudo anterior
mostramos que PTEN esta inativado nas LLA-T por CK2 (Sllva et al. 2008), assim
devem ser resistentes a GSI como mostrado em estudos com linhagens celulares
(Palomero et al. 2007). Tanto NOTCH1 quanto CK2 inativam a proteina PTEN de
maneira complementar. Nesse trabalho, especulamos que a combinacao de inibidores
de NOTCH1 (GSI) e CK2 (DRB e TBB) poderia restaurar a atividade supressora tumoral
de PTEN e inibir a proliferacdo e sobrevivéncia da LLA-T. Contudo n&o solucionaria em
18% dos casos de LLA-T que possuem mutacoes em PTEN.

A combinagdo desses inibidores reduziu significativamente a proliferacdo e a
viabilidade das células leucémicas, mostrando um efeito maior que quando usados
isoladamente. Mutacdes ativadoras de NOTCH1 ocorrem em 50% (Weng et al. 2004) e
a hiperativacao da via PISK/AKT pela inativacdao de PTEN em 87,5% das LLA-T (Silva

et al. 2008). Desse modo, a inibicdo conjunta de NOTCH1 e CK2 parece ser um
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promissor alvo terapéutico para o tratamento da LLA-T. Experimentos in vivo sé@o
necessarios para maiores conclusdes sobre o efeito combinado desses inibidores.

Contudo é importante lembrar que PTEN ndo é o unico regulador da via
PIBK/AKT nas células T, SHIP1 também é capaz de converter PIP3 em PIP2. Niveis
baixos de SHIP1 e inativagdo de PTEN foram descritos em LLA-T, desse modo
podendo haver um efeito cooperativo dessas fosfatases para a hiperativacdo da via
PI3BK/AKT (Lo et al. 2009).

Subramaniam et al. (2012) mostraram que sem a regulagdo adequada PI3Ky e
PIBK® podem levar ao processo oncogénico em células progenitoras T e fornecem
suficiente sinal de crescimento e sobrevivéncia celular para a manutengdo das células
do tumor. Dessa maneira reforcando o importante papel da regulacdo da via PI3K, e
logo de PTEN.

Assim a restauracdo da atividade supressora tumoral de PTEN pode ser uma
importante via no tratamento das LLA-T. Apesar da importancia de PTEN como
supressor tumoral, avangos na area de alvos terapéuticos ainda sao pequenos (Song et
al. 2012). Sugerimos como alvos terapéuticos a combinacao de inibidores NOTCH1 e
CK2 nas LLA-T pediatricas.
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5- Conclusao



1- Mutagcées em PTEN ocorrem em 18% dos casos de LLA-T pediatrica
e estdo concentradas no éxon 7, caracterizando um hot spot.

2- A maioria (80%) dos pacientes PTEN mutados nao atingiram a
remissao clinica ao final da inducdo (D28) e apresentam menor
Sobrevida Global.

3- Mutacées de NOTCH1 regulam negativamente a expressdo de PTEN
em LLA-T primaria.

4- Inibidores de NOTCH1 e CK2 combinados reduzem, de maneira
sinérgica, a proliferacdo celular em linhagens de LLA-T e a

viabilidade celular em LLA-T primaria.
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