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RESUMO

Os RNAs longos n&o codificantes (IncRNA) representam uma familia
heterogénea de RNAs que atuam como reguladores de varios processos
bioldgicos. Através de mecanismos distintos, controlam a express&o genética em
multiplos niveis e estdo envolvidos em diversos cenarios fisiolégicos e
patologicos. Os IncRNAs e as proteinas de ligagdo ao RNA (RBP) podem
associar-se em complexos de ribonucleoproteinas (RNP), tanto no citoplasma
como no nucleo. Neste estudo, concentramos nos INcCRNAs que apresentam
sitios de ligagdo para PUMILIO, uma familia de RBPs envolvida na regulacéo
pos-transcricional de centenas de RNAs. Comparamos os niveis de expressao
dos IncRNAs em 9 tipos de cancer com seus respectivos tecidos nao tumorais e
buscamos genes co-expressos com estes INcCRNAs usando a base de dados do
TCGA (The Cancer Atlas Genome). Em seguida, analisamos o impacto da
Sobrevida Global e Livre da Doencga entre os INcCRNA e seus genes alvos,
selecionados na co-expressdo, em cada tipo de cancer. Nossos resultados
apontaram o IncRNA NORAD como sendo o mais relevante em cancer de mama,
co-expresso significativamente (0,55) com o gene RALGAPB, um gene alvo da
PUMILIO, relacionado com a estabilidade cromossémica durante a divisao
celular. Além de co-expresso com NORAD, a expressao do gene RALGAPS
também apresentou um p-valor significativo na Sobrevida Global (0,015) no
cancer de mama. Esse estudo sugere pela primeira vez o potencial papel do
INcRNA NORAD na instabilidade cromossémica através do eixo regulatério
NORAD-PUMILIO-RALGAPB. No cancer de rim, os IncRNAs HCG27, MALAT1
e LINC01011, diferencialmente expressos no tumor em relagao ao tecido normal,
aparecem significativamente co-expressos (0,47), (0,25) e (0,18)
respectivamente, com o gene MSH5, um gene alvo da PUMILIO envolvido no
reparo do DNA. Além disso, as analises de Sobrevida Global para os INcRNAs
MALAT1, LINC0O1011 e o gene MSH5 apresentaram um valor-p significativo de
0,0099, 0,0073 e 0,00096, respectivamente. Isso sugere uma possivel relagéo
deste conjunto de IncRNAs e o gene MSH5 no cancer de rim, podendo
representar um eixo regulatério importante nos processos de reparo de DNA

Palavras-chave: IncRNA, PUMILIO, cancer, NORAD, RALGAPB, HCG27, MSH5



ABSTRACT

Long non-coding RNAs (IncRNA) represent a heterogeneous family of RNAs that
act as regulators of various biological processes. Through distinct mechanisms,
they control gene expression at multiple levels and are involved in various
physiological and pathological scenarios. LncRNAs and RNA-binding proteins
(RBPs) can associate in ribonucleoprotein (RNP) complexes in both the
cytoplasm and nucleus. In this study, we focused on IncRNAs that have binding
sites for PUMILIO, a family of RBPs involved in post-transcriptional regulation of
hundreds of RNAs. We compared the expression levels of IncRNAs in 9 cancer
types with their respective non-tumor tissues and searched for genes co-
expressed with these IncRNAs using the TCGA (The Cancer Atlas Genome)
database. We then analyzed the impact of Overall and Disease Free Survival
between the INcRNAs and their target genes, selected on co-expression, in each
cancer type. Our results pointed out the IncRNA NORAD as the most relevant in
breast cancer, co-expressed significantly (0.55) with the RALGAPS gene, a target
gene of PUMILIO, related to chromosome stability during cell division. In addition
to the co-expression analysis the RALGAPR gene also showed a significant p-
value in Overall Survival (0.015) in breast cancer. This study suggests for the first
time, the potential role of IncRNA NORAD in chromosomal instability through the
NORAD-PUMILIO-RALGAPPB regulatory axis. In kidney cancer, differentially
expressed INcRNAs HCG27, MALAT1 and LINC01011, relative to normal tissue,
appear significantly co-expressed (0.47), (0.25) and (0.18) respectively with the
MSHS gene, a PUMILIO target gene involved in DNA repair. Furthermore, the
Overall Survival analyses for the IncRNAs MALAT1, LINC01011 and the MSH5
gene showed a significative p-value (0.0099), (0.0073) and (0.00096)
respectively. This suggests a possible relationship of the set of IncRNAs and the
MSHS5 gene in kidney cancer and may represent an important regulatory axis in
DNA repair processes.

Keywords: IncRNA, PUMILIO, cancer, NORAD, RALGAPB, HCG27, MSH5
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1. Introducéo

Os RNAs longos nao codificantes (IncRNAs) representam uma familia
heterogénea de RNAs que foram definidos pela primeira vez por terem mais de
200 nucleotideos na sua cadeia e pela auséncia de qualquer quadro de leitura
aberto (ORF) (Bhan et al., 2017), embora alguns deles possam produzir
pequenos peptideos funcionais (CABILI; TRAPNELL; GOFF; KOZIOL et al.,
2011).

O numero exato de IncRNAs transcritos no genoma humano é uma questao
em debate, mas a maioria das estimativas coloca o numero em dezenas de
milhares (Garzon et al., 2014). O catalogo dos IncRNAs, agora em constante
expansao, tornou-se evidente a partir dos esforcos para registrar as
caracteristicas funcionais do genoma humano, que mostraram que a grande
maioria do genoma é transcrito (Moraes & Goes, 2016).

Os IncRNAs podem ser classificados em quatro grupos - sense, antisense,
bidirecional e intergénico - de acordo com a posi¢ao gendmica relativa do
IncRNA a um gene codificador de proteinas (L. Wang et al., 2017). Estes RNAs
funcionais tém papéis essenciais nos diferentes tipos celulares e durante a
diferenciacdo celular podendo atuar de diferentes formas: como guias para
modificadores de cromatina ao interagirem com proteinas associadas ao DNA;
como reguladores transcricionais que afetam interagdes de polimerase de RNA
e/ou interacbes de fatores de transcricdo; como plataformas de interacao,
recrutando multiplas proteinas e formando complexos ribonucleicos; e como
iscas ao se associarem a outras moléculas, impedindo-as de se ligarem aos
alvos originais (Zeng et al., 2018).

As proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs) desempenham papéis vitais na
regulacdo pods-transcricional atuando através da modulagcdo do splicing,
transporte, estabilidade, e traducao dos seus RNAs alvo (Gu et al., 2004).

Representando uma familia conservada de proteinas de ligagédo ao RNA,
PUMILIO atua como um regulador negativo da expresséo génica (Guan et al.,
2018). Membros desta familia de proteinas (proteinas PUF) regulam a expresséao
do mRNA através da ligacao a regides 3'UTR do seu mRNA alvo (L. Wang et al.,
2017). Em humanos, PUMILIO 1 (PUM1) e PUMILIO 2 (PUM2) - representantes
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desta familia - se ligam a transcritos contendo a sequéncia de nucleotideos
UGUANAUA, referida como elemento de resposta a PUMILIO (PRE) (Smialek et
al., 2020). Muitos alvos de PUM em mamiferos foram identificados usando
abordagens de alto desempenho (Bohn et al., 2018), revelando varias fung¢des
destas proteinas na homeostase germinal e no controle do ciclo celular (Lin et
al., 2018).

Em humanos, varios mRNAs envolvidos com doengas neuroldgicas, cancer
e doengas cardiovasculares sao alvos de PUM, sugerindo a influéncia da PUM
na regulacédo genética destas doengas (Bohn JA. et al., 2017). Por exemplo,
foram encontrados niveis elevados de PUM1 no adenocarcinoma pancreatico,
em comparagao com os tecidos saudaveis adjacentes e, analises in vivo
mostram que o silenciamento de PUM1 pode reduzir a proliferagao celular, a
capacidade de invasdo, a metastase e promover a apoptose (Dai et al., 2019).

No sentido de controlar o ciclo celular, as proteinas PUMILIO aparecem
associadas ao IncRNA NORAD (RNA longo nao codificante ativado por danos
no DNA), preservando a estabilidade do genoma. NORAD atua como uma
plataforma de ligagdo molecular para as proteinas PUMILIO pela presenga de
varios sitios de ligagao a proteina. Na auséncia de NORAD, a hiperatividade da
PUMILIO induz células cariotipicamente saudaveis a desenvolver aneuploidias
durante a divisdo celular (S. Lee et al., 2016). A elucidagcdo da interagéo
reguladora do NORAD e da proteina PUMILIO expandiu a compreensdo dos
IncRNAs e das suas funcoes.

Para além do NORAD, outros IncRNAs tém potenciais sitios de ligagao
para PUMILIO, mas pouco se sabe sobre os papéis biolégicos e moleculares
deles. Aqui pretendemos investigar, in silico, o conjunto de IncRNAs que
apresentam multiplos sitios de ligagao para PUMILIO, analisando o seu nivel de
expressao no contexto de fendtipos normais ou em 9 tipos de cancer analisados
no Projeto Pan Cancer (BLCA, COAD, ESCA, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD, PRAD
e BRCA), procurando genes co-expressos e a sua participagdo nos possiveis
mecanismos de desregulagao celular durante a tumorigénese mediada pela
PUMILIO.
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2. Revisao Bibliografica

2.1 RNAs longos n&o codificantes

2.1.1 Estrutura e funcéao

RNAs longos nao codificantes (IncRNAs) sao transcritos maiores que 200
nucleotideos e em geral, ndo codificam proteinas (L. Sheng, M. Christopher,
2016) apesar de alguns serem capazes de produzir pequenos peptideos
funcionais (CABILI; TRAPNELL; GOFF; KOZIOL et al., 2011). Sua biogénese é
similar a dos RNAs codificantes de proteinas. Sao transcritos, em sua maioria,
pela RNA polimerase Il, podendo ser poliadenilados, capeados e sujeitos a
processamento (Ma et al., 2013).

Ha diversas fontes que tentam explicar o surgimento dos IncRNAs (Zhu et
al., 2013). Eles podem se formar a partir de perturbagdes do quadro de leitura
dos genes codificadores de proteinas; como rearranjos cromossémicos; por
retrotransposicdo durante o processo de replicacdo; por repeticbes de
sequéncias em tandem; e por fim, podem ser gerados pela inser¢cado de um
elemento transponivel (Zhu et al., 2013).

A localizacao celular dos IncRNAs é variada, e provavelmente relacionada
a sua funcéo, podendo ser observados no nucleo, citoplasma, ou em um ou mais
compartimentos das células (Mercer et al., 2008). No entanto, os padrbes de
localizagdo de alguns IncRNAs s&o unicos, como o Gamafu, que esta localizado
exclusivamente em speckles nucleares (Carrero et al., 2006).

Sabemos, atualmente, que INncRNAs podem atuar de diferentes maneiras
no ambiente celular: Atuando como guias; modificadores de estruturas da
cromatina, por interagdo com proteinas associadas com DNA; como reguladores
transcricionais, afetando interacdes da RNA polimerase e fatores de transcricao;
recrutando multiplas proteinas formando complexos ribonucleicos; e ligando-se
a outras moléculas, impedindo que estas se liguem ao alvo original (FIGURA 1)
(Morlando et al., 2015).
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FIGURA 1: FUNCOES DOS LncRNAS NO NUCLEO
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Chang, 2012.
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LncRNAs também tém um papel no controle do crescimento celular,
principalmente através da regulagdo do ciclo celular e apoptose (Zhu et al.,
2013). O IncRNA intergénico p21 (lincRNA-p21), ativado por p53, desempenha
um papel importante na via de p53, levando a apoptose. A repressio
transcricional por lincRNA-p21 ¢é mediada através da ligacdo a
ribonucleoproteina nuclear-K (hnRNP-K). Esta interagdo €& necessaria para
direcionar o hnRNP-K para genes reprimidos (Huarte et al., 2011).

Também podem atuar no imprinting gendmico (Kanduri, 2016) ou
interferindo nas etapas de tradugdo e transcricdo alterando a estabilidade

genbmica (Garzon et al., 2014). Uma grande proporcao de genes de IncRNAs
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esta localizada em regides de imprinting, como H19, XIST e MEG3 (X. Zhang et
al., 2010).

No nivel transcricional, os INncRNAs podem participar da transcri¢cao direta,
interagindo com o complexo transcricional ou com elementos de DNA, como
promotores envolvidos na transcricao. Dessa forma podem estar envolvidos na
modulagdo da estrutura de cromatina, recrutando enzimas modificadoras de
cromatina, levando a expressao ou repressao de um grande numero de genes
(J. Chen et al, 2018). Por exemplo, o GAS5 (Growth arrest-specific 5)
demonstrou competir com o Elemento de Resposta Glicocorticoide (GRE) no
DNA, ocupando o dominio de ligacdo ao DNA do receptor glicocorticoide (GR) e
impedindo o acesso do GR ao DNA alvo (Kino et al., 2010).

LncRNAs também sao capazes de sequestrar ou alterar a localizacao
celular de fatores de transcricdo, competindo com o sitio de ligagdo ao DNA ou
interferindo diretamente na atividade da RNA polimerase Il (Morlando et al.,
2015). Um estudo recente mostrou que a ativacdo dos retroelementos Long
Interspersed Element — 1 (LINE-1) leva a um aumento na expressao de IFNG e
ISGs (IFN-Stimulated Genes) (Valadkhan & Gunawardane, 2020), porém o
mecanismo pelo qual a replicagado do LINE-1 leva a ativagdo da resposta IFN
ainda nao esta clara.

Os IncRNAs também sao capazes de atuar em alteragdes da expressao
génica interferindo no recrutamento ou na atividade de DNA metil-transferases
modificando padrdes de metilagéo de dinucleotideos CpG (L. Wang et al., 2017).
HOTAIR é um IncRNA localizado no locus HOXC no cromossomo 12. Ele
funciona no recrutamento e ligacao de complexos remodeladores de cromatina
para o locus HOXD no cromossomo 2, resultando no direcionamento da PRC2
(Polycomb Repressive Complex 2), causando o silenciamento transcricional de
uma regido de cerca de 40 Kb de HOXD (Rinn et al., 2007). A expressao
aumentada do HOTAIR tem mostrado induzir o redirecionamento de PRC2,
levando a alteracdo da expressao génica e esta envolvido na ocorréncia de
metastase no cancer (Gupta et al., 2011).

A atuacdo dos IncRNAs pode ser em cis, interferindo na regulagdo da
expressao de genes proximos ao seu local de sintese, ou em frans, regulando a
expressao de genes localizados em outras regides do genoma (Ferre et al.,
2016).
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O splicing alternativo € um mecanismo importante para a diversidade
genética atuando diretamente na regulagédo da expresséo génica. Os fatores de
juncdo trabalham juntos para selecionar locais de splicing corretos em uma
determinada condi¢cdo (Pan et al., 2008). Os IncRNAs podem cooperar com
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs), como o hnRNP A1
(Kashima et al., 2007) e o hnRNPPC (Zarnack et al., 2013) para facilitar a sua
ligacao aos elementos silenciadores de splicing exénico (ESS) ou silenciadores
de splicing intrénico (ISS) para splicing alternativo. O IncRNA MALAT1 pode
regular o splicing alternativo de muitos genes, interagindo com as proteinas
serina-arginina (SR) e influenciando sua localizagao subnuclear (Python.org,
2009). Além da sua influéncia no nucleo da célula, os IncRNAs também podem
atuar no citoplasma e alterar a atividade e quantidade de proteinas e RNAs
mensageiros (MRNA) (Smialek et al., 2020b). Eles podem atuar inibindo ou
ativando a tradugao, sequestrando proteinas que participam da regulagao génica
(M. Zhang et al., 2017). Também podem atuar como competidores endégenos
de microRNAs (miRNA) impedindo a represséo da tradugdo de mRNAs alvos por
estes miRNAs (Y. C. Wang et al., 2019). Podem regular a montagem e fungéo
de corpos nucleares sem membrana, alterar a estabilidade e a tradugédo de
MRNAs citoplasmaticos e interferir nas vias de sinalizacao (Statello et al., 2021).

No citoplasma os IncRNA provavelmente passam por processos de
classificagdo especificos que atribuem diferentes IncRNAs a organelas
especificas ou sao distribuidos e se associam a diversas proteinas de ligagao a
RNA (RBPs)(Statello et al.,, 2021). Analises de transcriptoma mitocondriais
humanos mostraram que IncRNAs exportados do nucleo podem ser
classificados em mitocdndrias. O componente de RNA da endoribonuclease de
processamento de RNA mitocondrial (RMRP) esta associado ao RBPHur no
nucleo e exportado para o citosol pela exportina 1. Assim que o RMRP chega a
mitocdndria, é ligado e estabilizado pela sequéncia de RNA rica em G fator de
ligacdo 1 (GRSF1), permitindo assim o seu acumulo na matriz mitocondrial
(Mercer et al., 2011)

Diversos IncRNA também sdo encontrados em condensados nucleares e
s&o essenciais para a montagem e funcédo destes (Banani et al.,, 2017). O
transcrito 1 da montagem do condensado nuclear IncRNA (NEAT1) é a base da

complexa organizacao e funcdo dos condensados nucleares. O gene NEAT1
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produz duas isoformas que compartilham uma extremidade 5 comum, mas tém
extremidades 3’ diferentes: NEAT1 curto, que tem uma cauda poli (A) produzida
a partir de um sinal de poliadenilagdo a montante; e NEAT1 longo, que tem uma
estavel estrutura em hélice tripla que € clivado pela RNAase P. O NEAT1 longo
€ essencial na montagem do condensado nuclear (Hutchinson et al., 2007).

Estas moléculas apresentam uma grande versatilidade e complexidade
de funcgdes (Ferre et al., 2016), e muitas delas apresentam um grande numero
de sitios ligantes de proteinas permitindo que atuem como plataformas para a
formacdo de complexos ribonucleoproteicos e neste sentido, atuarem como
reguladores da expressao génica (Lu & Hall, 2011a). Um exemplo disso é o
IncRNA NORAD, altamente conservado e abundante, com niveis de expressao
de aproximadamente 500 a 1.000 cépias por célula. Sabemos que este IncRNA
mantém a estabilidade gendmica sequestrando proteinas PUMILIO impedindo
que estas interfiram na estabilidade e tradugdo de mRNA alvos. A inativagao do
NORAD desencadeia uma dramatica aneuploidia em linhagens celulares que
antes estavam cariotipicamente normais. Na auséncia do NORAD, a
hiperatividade da PUMILIO reprime fatores mitéticos, de reparo do DNA e de
replicacéo (FIGURA 2) (S. Lee et al., 2016).

FIGURA 2: RELACAO ENTRE O LncRNA NORAD E A PROTEINA PUMILIO.
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Figura esquematica mostrando a participagdo do IncRNAs NORAD na manutencao dos niveis
normais da atividade de PUMILIO. Adaptado de S. Lee et al., 2016.
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LncRNAs também tém participacao na regulagéo da tradugao. O lincRNA
p21, por exemplo, serve como inibidor da traducédo de junB e B-catenina de

maneira dependente de HuR (Yoon et al., 2012).

2.1.2 Classificagao

A classificagdo dos IncRNAs baseia-se na sua posicdo gendmica em
relacdo a um gene codificante de proteina (Ma et al., 2013). Como ilustrado na
FIGURA 3, eles podem ser classificados como: a) INcRNA antisense — transcrito
na fita oposta ao gene codificante de proteina; b) INcCRNA bidirecional — IncRNA
€ 0 gene sao expressos juntos, compartihando a mesma regido promotora,
porém estdo em fitas opostas; c) INncRNA intergénico (lincRNA) — localizado entre
dois genes codificantes de proteina; d) IncRNA sense — transcrito da mesma

cadeia do gene codificante de proteina (Jarroux et al., 2017).

FIGURA 3: CLASSIFICAGAO DOS LncRNA.
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A posicao genémica do IncRNA em relagdo a um gene codificador de proteina determina sua
classificagdo em antisense (a), bidirecional (b), intergénico (c) ou sense (d). Adaptado de
LANZAFAME ET AL., 2018
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O sequenciamento completo do transcriptoma (RNA-seq) demonstrou que
81% dos IncRNAs nao tém sua sequéncia de DNA conservada porém a sua
regido promotora € mais conservada do que a dos genes codificantes de
proteinas sugerindo uma grande importancia na regulagao da expressao génica
(Charles Richard & Eichhorn, 2018).

2.1.3 LncRNAs e o Cancer

Diversos estudos mostram que os IncRNAs parecem apresentar um
significado biolégico em neoplasias, sendo associados com 0s processos de
carcinogénese, progressao tumoral, metastase, proliferagao celular, evasao da
apoptose e o desenvolvimento de resisténcia a quimioterapicos (FIGURA 4)
(Bhan et al., 2017)(DE OLIVEIRA; OLIVEIRA; MATHIAS; PEDROSO et al.,
2019).

FIGURA 4: LncRNAs ASSOCIADOS A CARCINOGENESE.
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Imagem representativa do envolvimento de alguns INcRNAs nos hallmarks do cancer.

adaptado de Parasramka et al., 2016.
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Entre os mais bem estudados, o IncRNA MALAT-1 (Metastasis —
Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1), localizado no cromossomo 11
aparece relacionado ao cancer de pulmao (Schmidt et al., 2014) e também ja foi
observado super expresso em outros tipos de cancer, como o cancer de mama
(Zeng et al., 2018) e cancer cervical (Y. Zhang et al., 2015). A super expressao
do MALAT-1 em tumores de mama esta correlacionada aos processos de
metastase, proliferacdo celular e migracédo (Kim et al., 2019). O IncRNA
SNHG15, localizado no cromossomo 7, foi relacionado com diversos canceres
incluindo cancer gastrico, hepatocelular, pancreatico, colorretal, mama, tireoide,
glioma, osteossarcoma, entre outros. Seu papel é critico na manutencao da
regulagéo da proliferagdo celular, migragdo e invasédo de tumores. A sua super
expressao esta associada a menor sobrevida (Tong et al., 2019).

O IncRNA H19, localizado no cromossomo 11 aparece relacionado com o
cancer colorretal, sua regulagdo positiva foi confirmada em um estudo
comparando amostras de pacientes com cancer colorretal em diferentes
estagios de metastase de linfonodos. O IncRNA também foi associado a
quantidade de células tronco do cancer colorretal (Ren et al., 2018)

O IncRNA HCG11 (HLA Complex Group 11) apresenta expressao
alterada em diferentes neoplasias como carcinoma hepatocelular, cancer de
prostata, tumores de pulmao de células escamosas e melanomas cutaneos (Y.
C. Wang et al., 2019). Para o cancer de mama, dados obtidos do The Cancer
Genoma Atlas (TCGA), mostram que a maior expressao de INcRNA HCG11 esta
correlacionada com um pior progndstico e menor tempo de sobrevida, sendo
observada uma diferenga de expressdo do IncRNA HCG11 entre os subtipos
tumorais Luminal A e Triplo negativo (PEDROSO et al., 2018).

A proteina p53 é um supressor tumoral conhecido e frequentemente
encontra-se mutado no cancer. p53 regula um grande conjunto de genes
envolvidos no ciclo celular, apoptose e reparo do DNA e seu nivel celular deve
estar delicadamente equilibrado (A. Zhang et al., 2013). Estudos demonstram
que um grande numero de IncRNAs atuam como efetores de p53, participando
de eventos a jusante de maneira dependente de p53. O nivel da proteina p53 &
baixo em condi¢des fisioldgicas normais, porém, apés danos no DNA, a sua

expressao é consideravelmente aumentada (Schmitt et al., 2017). O IncRNA



22

NORAD ¢ induzido apds dano ao DNA dependente de p53, apesar de nao ser
possivel identificar um local 6bvio de ligacdo a p53 nas proximidades do
promotor do NORAD, estudos indicam a regulagao indireta do NORAD pela p53
(Lee et al., 2016).

2.2 Proteinas de Ligacdo ao RNA

A regulacao da expressao génica muitas vezes € mediada pela agao de
proteinas de ligacdo ao RNA (RBPs do inglés “RNA binding proteins”). Elas
podem reconhecer e se ligar a moléculas de RNA especificas e determinar se
uma molécula de RNA sera degradada, levada a tradug¢ao ou estocada para uso
posterior. Com efeito, as RBPs atuam como interruptores que ativam ou
desativam a producédo de proteinas (Goldstrohm et al., 2018).

As RBPs possuem dominios de ligacdo ao RNA formando complexos
ribonucleoproteicos (RNPs). O complexo RNP pode ser transiente, e a RBP
participa na funcdo de maturacdo, localizacdo ou decaimento do RNA. A
dindmica desses complexos depende de sua composicdo, alvos e cofatores
(Gerstberger et al., 2014).

Estudos demonstram que RBPs individuais sdo capazes de coordenar a
tradugdo ou repressdo de mRNAs especificos, interagindo com motivos e
elementos estruturais definidos em regidées ndo traduzidas no 5 UTRs ou 3’
UTRs ou em regides codificantes, direcionando programas de expressao génica
citoplasmatica que sdo obrigados a responder a mudangas nas condigdes
externas (King et al., 2014).

As técnicas para identificagdo de RBPs podem ser amplamente divididas
em duas categorias: (a) RNA-centralizado, incluindo a captura de proteoma de
ligagdo a RNA (RBPome) e métodos de afinidade de RNA para identificar
proteinas que se ligam ao RNA celular; e (b) métodos centrados em proteinas,
como RIP e CLIP, para estabelecer todos os RNAs ligados a uma unica proteina
(Faoro & Ataide, 2014).
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2.3 PUMILIO

2.3.1 Estrutura

As proteinas PUMILIO sdo membros da familia PUF de proteinas de
ligagdo a RNA (RBPs) que apresentam um dominio de reconhecimento de
sequéncia especifico e altamente conservado denominado Dominio de
Homologia de PUMILIO (Pum-HD) (Lu & Hall, 2011a, Dai et al., 2019). Este
dominio compreende oito repeticbes estruturais de um motivo de
aproximadamente 36 aminoacidos formando trés a- hélices (FIGURA 5) (S. Lee
et al., 2016).

Foram primeiramente estudadas em Drosophila, onde percebeu-se um
padrdao repressor essencial no desenvolvimento embrionario agindo sobre o
gene hunchback (hb) controlando a embriogénese (Goldstrohm et al., 2018).

Na altura da hélice 2 de cada repetigdo, na face interna do arco, estdo
presentes aminoacidos com caracteristicas aromaticas e basicas que interagem
com o RNA. A interagcdo ocorre na extremidade 3’'UTR de RNAs alvos com
sequéncia consenso de 8 nucleotideos (UGUANAUA) conhecida como Elemento
de Resposta a PUMILIO (PRE, do inglés, Pumilio Response Element) (FIGURA
5) (Goldstrohm et al., 2018).

FIGURA 5: DOMINIO PUF DE LIGAGAO DA PUMILIO (PUM-HD)

O dominio PUF contém oito repeticdes seguidas que juntas formam um Unico dominio capaz de
associar-se a uma sequéncia de RNA especifica. Adaptado de X. Wang et al., 2002.
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Apesar da regiao C-terminal ser bastante conservada entre as espécies,
a porcao N-terminal de sua cadeia ndo é podendo, no entanto, apresentar
regides regulatorias, incluindo motivos para glutamina e aspargina que facilitam
a agregacao de moléculas (Dai et al., 2019).

Os mamiferos possuem duas proteinas Pumilio, PUM1 e PUM2, ambas
intimamente relacionadas com 91% de similaridade em relacdo ao dominio de
ligagdo ao RNA (Bohn et al., 2018).

Proteinas Pumilio estdo envolvidas em diversas fungdes na regulacao da
expressdo génica atuando em processos relacionados com diferenciacéo
celular, fertilidade, funcionamento do sistema nervoso; e a sua disfungcao esta
relacionada com doencgas neurolégicas e cancer (Goldstrohm et al., 2018).

Em Drosophila, Pumilio forma um complexo com a proteina Nanos (Nos),
sendo ambos necessarios para reprimir a diferenciagao celular, indicando que a
autorrenovagao das ceélulas-tronco corresponde em parte a repressdo do
programa de diferenciacdo mediada pelo complexo Pum-Nos (Joly et al., 2013).
No embrido, Nos e Pum atuam por dois mecanismos: inibicdo do inicio da
tradugao e recrutamento do complexo de deadenilagdo CCR4-NOT (Temme et
al., 2010). O recrutamento do complexo CNOT é um mecanismo conservado de
repressao da Pumilio de leveduras a seres humanos, interagindo diretamente
com a subunidade enzimatica deadenilase Pop2/Caf1/CNOT7/CNOT8 (Joly et
al., 2013). Ainda em humanos, as proteinas PUMILIO foram associadas a
processos de manutengao da pluripoténcia celular em modelos de diferenciacao
adipogénica (SHIGUNOV; SOTELO-SILVEIRA; KULIGOVSKI; DE AGUIAR et
al., 2012) e cardiomiogénica (SILVA; ROBERT; CABO; SPANGENBERG et al.,
2020).

A estabilidade e a tradugcao dos mRNAs sao processos interligados. A
traducao é promovida por duas modificacbes chave no mRNA, o cap5’ e adigao
de cauda poli A (3UTR), que sao ligadas por elF4E e proteinas de ligagao de
poli(A)(PABP), respectivamente. O cap 5" e a cauda poli A também protegem o
RNA e sua remocgao inicia a degradacao do mRNA. Estudos sugerem que as
proteinas PUMILIO reprimem o mRNA promovendo a deadenilacdo da cauda
poli A através do complexo CNOT, mas também podem atuar de forma

antagbnica a proteina PABPC1 reprimindo o inicio da tradugéo, impedindo a
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ligacao dos fatores de inicio da traducao elF4E e elF5B (FIGURA 6) (Goldstrohm
et al., 2018).
FIGURA 6 — MECANISMO DE ACAO DA PUMILIO
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Ao associar-se a um mRNA alvo, as proteinas PUMILIO podem promover a perda de estabilidade
deste RNA por dois mecanismos a) Deadenilagdo recrutando o complexo CNOT; b) Atuando
como antagonista da proteina PABPC1, reprimindo a traduc&o. Adaptado de Goldstrohm et al.,
2018.
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3. Justificativa

Em humanos, varios mRNAs envolvidos com doengas neuroldgicas,
cancer e doengas cardiovasculares sdo alvos de PUMILIO, sugerindo a sua
influéncia na regulagao genética destas doencgas (Bohn JA. et al., 2017).

No sentido de controlar o ciclo celular, as proteinas PUMILIO aparecem
associadas ao INcRNA NORAD (RNA longo nao codificante ativado por danos
no DNA), preservando a estabilidade do genoma. NORAD atua como uma
plataforma de ligagdo molecular para as proteinas PUMILIO pela presenga de
varios sitios de ligagdo a proteina. A elucidacéo da interacdo reguladora do
NORAD e da proteina PUMILIO expandiu a compreensao dos IncRNAs e das
suas fungdes.

Sabendo da grande quantidade de mRNAs com sitios para PUMILIO e do
numero cada vez maior de IncRNAs descritos, acreditamos que muitos deles
podem, assim como o NORAD, apresentar potenciais sitios de interacdo a
PUMILIO, podendo atuar em um eixo regulatério promovendo o fendtipo do
cancer.

Assim, a identificagdo destes INcRNAs bem como os genes alvos de
PUMILIO, co-expressos pode levar a uma maior compreensao do papel destas

moléculas no cancer.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo Geral

Investigar o conjunto de IncRNAs que apresentam multiplos sitios de
ligacdo para PUMILIO, analisando o seu nivel de expressdo no contexto de
fendtipos normais ou de cancer em 9 tipos de cancer analisados no Projeto Pan-
Cancer procurando por genes co-expressos que possivelmente estao
participando de mecanismos de desregulagao celular durante a tumorigénese
mediada pela PUMILIO.

4.2 Objetivos especificos

e Selecionar RNA longos nao codificantes com sitios para PUMILIO.

¢ Identificar entre estes INncCRNAs, quais deles apresentam expressao
diferencial positiva entre amostras tumorais e ndao tumorais em 9 tipos
de cancer: Carcinoma urotelial de bexiga (BLCA), Adenocarcinoma do
célon (COAD), Carcinoma Esofagico (ESCA), Carcinoma das células
escamosas da cabega e do pescogo (HNSC), Carcinoma de células
renais claras (KIRC), Carcinoma hepatocelular do figado (LIHC),
Adenocarcinoma pulmonar (LUAD), Adenocarcinoma da préstata
(PRAD), Carcinoma invasivo da mama (BRCA).

e Verificar quais os genes alvo de PUMILIO apresentam-se co-expressos
com os IncRNAs com expressao positiva alterada em tumores.

¢ Avaliar o impacto dos genes selecionados com valores de co-expressao

mais elevados na sobrevida dos pacientes.
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5. Materiais e Métodos
O fluxo de analise dos dados segue 0 esquema abaixo:

FLUXO DE ANALISE

LncRNAs com

PRE LncRNAs DE

3

LncRNAs
selecionados

Co-expressos

5.1 Selecao dos IncRNAs com sitios para PUMILIO

Para a selegao dos RNAs longos néo codificantes (IncRNA) com sitios
para PUMILIO foram utilizados os dados ja publicados dos artigos Smialek et al.,
2020 que usaram abordagens RIP-Seq e RNA-Seq identificando pools de mRNA
regulados por PUM1 e PUM2 na linha celular TCam-2, um modelo de célula
germinativa masculina humana e; Bohn et al., 2018 que, a partir de dados
experimentais, utilizando analises RNA-Seq, testes estatisticos rigorosos e um
corte de alteragao de dobra derivado experimentalmente validaram um conjunto
de RNAs com sitios de ligacao para PUM (UGUANAUA) em células HEK293
humanas. A fim de selecionar somente os IncRNAs, utilizou-se a ferramenta

Biomart (https://www.ensembl.org/biomart/martview) que permite, a partir do

nome do gene, determinar sua classificagao e Ensemble ID.

5.2 Andlises de expressao diferencial para INcRNA

Os dados de RNA-seq dos 9 tipos de cancer analisados, foram extraidos
utilizando o pacote GDCRNATools (Li et al., 2018) do banco de dados The
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Cancer Genome Atlas (TCGA) seguindo os critérios éticos, legais e politicos do
programa. Para cada tipo de cancer foram utilizados os datasets Gene
expression. RNA-Seq/HTSeq-FPKM. As quantidades de amostras de cada tipo
de tumor estao relacionadas na TABELA 1. A analise de expressao diferencial
foi feita nos tipos tumorais, utilizando o mesmo pacote e a pipeline contida no

pacote limma (Ritchie et al., 2015).

TABELA 1: TIPOS DE CANCER ANALISADOS E QUANTIDADE DE AMOSTRAS

Cancer Numero de Amostras
Tumor Tecido
Primario normal
Adenocarcinoma do colon (COAD) 448 90
Carcinoma Urotelial da Bexiga (BLCA) 412 37
Carcinoma esofagico (ESCA) 180 64
Carcinoma das células da cabecga e do pescog¢o (HNSC) 527 82
Carcinoma de células renais claras (KIRC) 483 394
Carcinoma Hepatocelular do figado (LIHC) 375 88
Adenocarcinoma da prostata (PRAD) 467 112
Carcinoma invasivo de mama (BRCA) 1091 113
Adencarcinoma Pulmonar (LUAD) 564 259

Para cada tipo de cancer, foram confrontadas as tabelas de IncRNAs
diferencialmente expressos (DE) no projeto Pan Cancer (Hoadley et al., 2018) (p
< 0,05) e os IncRNAs com sitios para PUMILIO selecionados anteriormente. Foi
utilizada a ferramenta Interactiveen, disponivel por BMC Bioinformatics 16:169
(2015) (Heberle et al., 2015). Esta ferramenta permite a unido de conjuntos em
diagramas de Venn e a construgao do diagrama possibilita a analise das unides
definidas, buscando elementos em comum. Ao confrontar o conjunto dos INncRNA
DE em cada grupo de cancer (BLCA, COAD, ESCA, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD
e PRAD, BRCA) com os IncRNAs com sitios para PUMILIO a ferramenta mostra
os IncRNA comuns. Como os tumores de mama podem ser subdivididos em
subtipos com base em alteragcbes moleculares distintas (Yeo & Guan, 2017) e,
em estudos anteriores o INncRNA NORAD apresentou uma diferenga de

expressao entre os subtipos Luminal A e Basal-like (Mathias et al., 2021), o
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BRCA foi analisado por sua classificagdo em subtipos moleculares: Luminal A
(LA), Luminal B (LB), HER2- enriched e Basal-like (Sorlie et al., 2001).
Considerando o objetivo do projeto que é encontrar IncRNAs com
expressdo aumentada capazes ligar-se a PUMILIO, interferindo em sua
capacidade de ligar-se aos sitios alvos, reprimindo-os, foi aplicado mais um filtro
selecionando somente IncRNAs DE com logFC > 0 nos canceres BLCA, COAD,
ESCA, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD e PRAD. Para o BRCA foram selecionados os
INcRNAs que apresentaram logFC > 0 em pelo menos um subtipo. Apos este
filtro, a quantidade de IncRNAs para o BRCA ainda era muito grande e, por trata-
se do tipo de cancer com mais amostras analisadas no banco de dados TANRIC

(https://ibl.mdanderson.org/tanric/ _design/basic/main.html), decidimos aplicar

mais um filtro selecionando os INcRNAs que apresentaram expressao detectavel

em pelo menos 80% das amostras.

5.3 Analise de co-expressao

Para as analises de co-expressao foram consultados os dados
disponiveis no TCGA e confrontados os INncCRNAs selecionados com sitios para
PUMILIO entre tecido tumoral e ndo tumoral de cada tipo de cancer (BLCA,
COAD, ESCA, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD, PRAD, BRCA) contra todo
transcriptoma (60.483 genes) a fim de encontrar genes que estdo co-expressos
com estes IncRNAs. Foi utilizado o pacote RTN (Castro et al., 2015) para a
reconstrugao de redes regulatérias transcricionais (TRNs) e analise de regulons
usando informagao mutua (MI). Para gerar regulons sob condi¢bes estatisticas
semelhantes para coortes diferentes entre os tipos de cénceres utilizamos a
funcao de ajuste (p-value Cutoff) do pacote RTN. Para cada cancer o valor de p

foi ajustado de acordo com o tamanho da amostra utilizando a formula:

alphaB <- tni.alpha.adjust (nB = 100, nA = 300, alphaA = 1e-5, betaA = 0.2)

onde nA representa a maior coorte entre os tipos de cancer analisados e nB as
demais coortes. Foitestada a associacédo entre um determinado IncCRNA e todos
os alvos potenciais usando dados de transcriptoma. Primeiro foi calculado o valor

absoluto de MI entre um IncRNA e todos os alvos potenciais (60.483 genes). O
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valor absoluto de MI representa a quantidade que mede o quanto uma variavel
aleatéria nos diz sobre outra. E representada por uma quantidade adimensional
com unidades em bits e pode ser considerada como a reducédo de incerteza
sobre uma variavel aleatéria, dado o conhecimento de outra, removendo
associagdes nao significativas por analises de 1000 permutagdes inferindo um
p-valor ajustado. Neste estagio, cada alvo no TRN pode ser vinculado a varios
IncRNAs. Como a regulacao pode ocorrer por interacdes diretas (alvo — INncRNA)
e indiretas (alvo — IncRNA — IncRNA) o pacote aplica um filtro (fungéo bootstrap)
para remover interacdes fracas em qualquer triplete formado por dois INcCRNAs
e um gene alvo comum, preservando o par IncRNA — gene alvo dominante.

Por fim, de todos os genes selecionados para cada IncRNA com sitio para
PUMILIO, foram selecionados apenas aqueles que também sao alvos de
PUMILIO consultados nos artigos de Smialek et al., 2020 e Bohn et al., 2018.
Foram escolhidos os pares INncRNA — gene alvo com valores de co-expressao >
0,15.

5.4 Analise de expressao diferencial para os alvos selecionados com sitios para
PUMILIO

Para as analises de expresséo diferencial de cada gene alvo da PUMILIO,
consultamos o banco de dados disponibilizados pela plataforma GEPIA

(http://gepia2.cancer-pku.cn). Decidimos avaliar apenas os alvos com valor de

co-expressao > 0,15 interpretando uma correlacédo acima de 10% entre o IncRNA
e o alvo. Cada alvo foi analisado quanto a sua expressao no tecido tumoral,
comparado com o tecido normal, usando apenas dados do TCGA. Selecionamos
os genes diferentemente expressos positivamente (p > 0,05) com valor logFC >
0.5.

5.5 Analise de Sobrevida Global e Livre da Doenca.

Analisamos os IncCRNA e seus genes co-expressos com 0s maiores valores
de co-expresséo. Selecionamos os top 20 genes co-expressos para cada tipo
de cancer com valor significativo na Sobrevida Global e na Sobrevida Livre da
Doenca (p < 0,05).
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Os dados clinicos foram obtidos no cBioPortal. O dataset utilizado foi o
“Clinical Data” das coortes BLCA, COAD, ESCA, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD,
PRAD, BRCA (TCGA, PanCancer Atlas), disponivel em

https://www.cbioportal.org .

Os dados de expressao génica foram obtidos no XenaBrowser, disponivel
em https://xenabrowser.net . O dataset utilizado foi o “gene expression RNAseq
- HTSeq - FPKM”, das coortes “GDC TCGA BLCA, GDC TCGA COAD, GDC
TCGA ESCA, GDC TCGA HNSC, GDC TCGA KIRC, GDC TCGA LIHC, GDC
TCGA LUAD, GDC TCGA PRAD, GDC TCGA BRCA".

A analise de regressao de riscos proporcional Univariate Cox foi realizada

utilizando o pacote R "sobrevivéncia", utilizando os pacotes “survival e
survminer”. Um valor p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. No
caso de cancer de mama, a analise foi realizada por subtipo molecular: Luminal

A, Luminal B, Her2-enriched e Basal-like.

5.6 Comparacéo dos IncRNA e Alvos co-expressos entre os 9 tipos de cancer

Para avaliar os IncRNAs e alvos co-expressos e diferencialmente
expressos com Sobrevida Global e Livre da Doencga significativos (p < 0,05)
utilizamos a ferramenta Interactiveen, disponivel por BMC Bioinformatics 16:169
(2015) (Heberle et al., 2015). Comparamos os INcCRNAs e seus respectivos alvos
co-expressos nos tipos de cancer BLCA, HNSC, ESCA, COAD, KIRC, LIHC,
LUAD e PRAD, e selecionamos o gene alvo de PUM e seu respectivo IncRNA
mais frequente entre os tipos de cancer com o maior valor de co-expressao. No
BRCA selecionamos o IncRNA e seu alvo co-expresso comum nos quatros

subtipos Luminal A, Luminal B, HER2-enriched e Basal-like.

6. Resultados

6.1 Selecao dos INcRNA

A fim de selecionar somente os IncCRNAs, presentes nos trabalhos de
Bohn et al., 2018 e Smialek et al., 2020, que relacionaram todos os genes com
sitios de ligacéo para PUMILIO (UGUANAUA), foi utilizado a ferramenta Biomart
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que permite, a partir do nome do gene, determinar sua classificacédo e
identificacao no banco de dados do Ensembl ID
(https://www.ensembl.org/index.html). Entre os 8.248 RNAs identificados nos
dois trabalhos, foram selecionados 49 IncRNAs (QUADRO 1).




QUADRO 1: LncRNAs COM SITIOS PARA PUMILIO

Ensembl ID

ENSGO0000248360
ENSGO0000248874
ENSGO0000241316
ENSGOO000228223
ENSGO0000245573
ENSGO0000260032
ENSGO0000249348
ENSGO0000251562
ENSGO0000180861
ENSGO0000186960
ENSGO0000175746
ENSGO0000280109
ENSGO00002242581
ENSGO0000236333
ENSGO0000257242
ENSGO0000248801
ENSGO0000176659
ENSGO0000231889
ENSGO0000224687
ENSGO0000198054
ENSGO0000262117
ENSGO0000246145
ENSGO0000229153
ENSGO0000255559
ENSGO0000196243
ENSGO0000163915
ENSGO0000280963
ENSGO0000237290
ENSGO0000224165
ENSGO0000235919
ENSGO0000267858
ENSGO0000234492
ENSGOO000203808
ENSGO0000205086
ENSGO0000261485
ENSGO0000225880
ENSGO0000254389
ENSGO00002141588
ENSGO0000235665
ENSGO0000215424
ENSGO0000234235
ENSGOO000099869
ENSGO0000238148
ENSGO0000204860
ENSGOO000267586
ENSGO0000244041
ENSGO0000234617
ENSGO0000253686
ENSGO0000226397

IncRNA

LINCDO504
CSarfi?
SUCLE2-451
HOG11
BOMF-A5
HORAD
UGDH-AZ1
MALATI
LINCO1558
LINCD1551
c1sorfsa
PLACA
SLCZSAS-A51
TRHDE-A51
LIMNCD1518
CEorf34-451
Czoorfio7
TRAF3IPZ-AEL
RASALZ-AR1
DECRE
BCARS
RR51-A51
EPHAL-A51
ZMF252P-A51
LINCO0G15
IGFZEPZ-AS1
SERTAD4-451
LINCO1343
DMAICZT-A51
A5H1L-A51
MZF1-A51
RPL34-AZL
BVES-AS1
c2orfal
PANI-AE1
LINCO0115
RHPM1-AZ1
ET7-0T4
LINCO022E
MCMASAP-ASL
BOK-AZL
IGF2-45
HCGE27
FAMZO1A
LINCOOS07
LINCD1011
SMRE-A51
LINCD14E4
Clzorf77

M? sitios

|l SR T TR R I R S I S T T R T R T T T R R R S T o T T D L N LN L% N UV I LN o I L N U T FUR TR R 2

34



35
6.2 Analise de expressao diferencial para IncRNA

Para cada tipo de céancer, confrontamos as tabelas de IncRNAs
diferencialmente expressos (DE) no projeto Pan Cancer (Hoadley et al., 2018) e
os 49 IncRNAs com sitios para PUMILIO selecionados anteriormente (FIGURA
7).

FIGURA 7 - COMPARAGAO DOS IncRNAs COM SiTIOS PARA PUMILIO E
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NOS CANCERES
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A regido de interseccéo ilustra os INcRNAs que sao simultaneamente diferencialmente expressos
(em parénteses - p-valor < 0,05) em cada tipo de cancer BLCA, COAD, KIRC, LIHC, ESCA,
HNSC, LUAD e PRAD e que apresentam sitios de ligagao a PUMILIO (em parénteses no centro).

Destes, foram selecionamos somente os IncRNAs com sitios para
PUMILIO diferencialmente expressos que apresentam expressao aumentada no

tumor em relagdo as amostras normais (logFC > 0) (TABELA 2).

TABELA 2: RELAGAO DOS IncRNAs SELECIONADOS EM CADA TIPO DE CANCER

Cancer IncRNAs logFC
BLCA ZNF252P-AS1 2,34
LINC00115 1,16

RHPN1-AS1 1,73
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LINCO1484 1,02

COAD FAM201A 0,72
RHPN1-AS1 1,67

PAN3-AS1 0,67

MALAT1 1,12

MCM3AP-AS1 0,64

ESCA C150rf54 1,57
HNSC C150rf54 1,08
LINC00115 1,06

LINC01619 1,25

IGF2-AS 1,50

LINC01343 1,81
IGF2BP2-AS1 2,29

LINCO1484 1,15

KIRC LINCO1011 0,69
MALAT1 0,94

HCG27 2,43

LIHC MCM3AP-AS1 1,03
MZF1-AS1 0,69

MALAT1 0,82

LUAD RHPN1-AS1 1,42
MCM3AP-AS1 0,73

PRAD C8orf34-AS1 1,27
FAM201A 0,98

RHPN1-AS1 0,84

LINCO0115 1,19
ZNF252P-AS1 1,03

HCG27 0,77

Como os tumores de mama podem ser subdivididos em subtipos com base
em alteragcdes moleculares distintas, o BRCA foi analisado por subtipo: Luminal
A (LA), Luminal B (LB) HERZ2-enriched e Basal-like. No total, para os quatro
subtipos foram encontrados 34 IncRNAs com sitios para PUMILIO
diferencialmente expressos com diferencas no logFC por subtipo.

A partir dos 34 IncRNAs diferencialmente expressos para os subtipos do
BRCA, Luminal A, Luminal B, HER2-enriched e Basal-like, selecionamos 0s
IncRNA com sitios para PUMILIO e logFC > 0 em pelo menos um subtipo do
BRCA, diferencialmente expressos nas amostras de pacientes do banco de
dados Pan Cancer, resultando em 28 IncRNAs (TABELA 3).
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TABELA 3: LncRNAs DE COM SiTIOS PARA PUMILIO E logFC > 0 EM PELO MENOS UM
SUBTIPO DE BRCA

IncRNA Her2- Luminal A Luminal B Basal-like
enriched
RHPN1-AS1 1,69 1,18 1,80 1,59
LINC00504 0,21 1,27 1.27 -
ZNF252P-AS1 0,46 0,30 0,49 0,41
LINC00115 0,46 0,31 0,39 0,67
ASH1L-AS1 0,46 0,41 0,53 0,73
LINC00907 0,38 0,18 0,27 0,29
LINC01343 0,40 0,19 0,28 0,32
LINC00615 0,40 0,19 0,28 0,30
LINC00298 0,40 0,18 0,28 0,31
MZF1-AS1 0,46 0,30 0,36 0,21
RRS1-AS1 0,41 0,17 0,29 0,29
RPL34-AS1 0,33 0,16 0,25 0,24
LINCO01011 0,49 0,30 0,42 0,24
BCAR4 0,53 0,31 0,47 0,51
FAM201A 0,10 0,30 0,52 0,40
NORAD 0,05 0,25 0,43 -
SLC25A5-AS1 0,34 0,16 0,26 0,20
LINC01484 0,19 - - 0,06
EPHA1-AS1 0,38 0,08 0,15 0,22
RASAL2-AS1 0,12 - - 0,36
BVES-AS1 0,14 - 0,007 0,23
MALAT1 - 0,07 0,32 -
SUCLG2-AS1 0,05 - 0,014 -
IGF2-AS 0,17 0,06 0,04 0,12
SNRK-AS1 0,21 0,04 0,15 0,13
UGDH-AS1 - 0,04 0,10 -
DNAJC27-AS1 0,16 - 0,09 -
HCG11* -0,87 -1,04 -1,21 -0,31

* O IncRNA HCG11 apresenta logFC < 0 no BRCA mas foi incluido por tratar-se de um
gene paralogo e com alta identidade com o IncRNA NORAD.

Dos 28 IncRNAs DE com sitios para PUMILIO, 10 apresentaram expressao
detectavel em pelo menos 80% das amostras das 942 pacientes diagnosticadas

com cancer de mama no banco de dados TANRIC (https://www.tanric.org/),

sendo assim selecionados para a continuidade das analises: ASH1L-AS1,
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RHPN1-AS1, SERTAD4-AS1, NORAD, LINC01011, LINC00504, LINC00431, MALAT1,
LINC01963 e HCG11.

6.3 Analise de co-expressao e expressao diferencial dos genes alvos

Decidimos escolher os valores de co-expressado > 0,15 por representar
uma relacado acima de 10% entre a dupla InNcRNA e o gene alvo. Os valores
positivos de co-expressao entre os IncRNA e alvos para PUMILIO foram
observados nos 9 tipos de cancer analisados (p ajustado). Selecionamos apenas
0s genes que apresentaram sitios para PUMILIO e logFC > 0,5, ou seja, todos
os genes alvos diferencialmente expressos positivamente na comparagao de
tecido tumoral com tecido normal em cada tipo de cancer. A TABELA 4 resume
os resultados da co-expressao para cada tipo de cancer e os dados detalhados

podem ser consultados nas Tabelas Suplementares 1 a 9.

TABELA 4: LncRNAs DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS (p-valor < 0,05) EM CADA TIPO DE
CANCER E QUANTIDADES DE GENES CO-EXPRESSOS (p ajustado)*

Céancer IncRNA Genes co-
expressos
BLCA (p=0,017)*  LINC00115 1
MCMB3AP-AS1 28
COAD (p=0,012)*  PAN3-AS1 17
MALAT1 1
ESCA (p=0,2)* C150rf54 8
IGF2-AS 20
IGF2BP2-AS1 1
HNSC (p=0,005)" LINC01484
LINCO01619
LINC01343
LINC00115 28
LINCO1011 47
KIRC (p=0,01)* MALAT1 180
HCG27 415
LIHC (p=0,025)* MCM3AP-AS1 137
LUAD (p=0,003)* MCM3A-AS1 47
LINCO00115 41

PRAD (p=0,01)*

C8orf34-AS1 1
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RHPN1-AS1 1
ZNF252-AS1 3

*Em parénteses o p-valor calculado para cada coorte de cancer de acordo com a
férmula do RTN (alphaB <- tni.alpha.adjust(nB = 100, nA = 300, alphaA = 1e-5, betaA
= 0.2) nas analises de co-expressao.

Para o cancer de mama, as analises foram realizadas considerando cada
subtipo separadamente (TABELA 5)

TABELA 5: RELAGAO DE CO-EXPRESSAO ENTRE IncRNAs COM SiTIOS PARA PUMILIO E
GENES ALVO DA PUMILIO NO BRCA (p < 0,00001)

Subtipo BRCA IncRNA Gene Alvo PUM  Co-expressao
LumA NORAD RALGAPB 0,15
LumB NORAD RALGAPB 0,20

NCOA6 0,17

RHPN1-AS1 ZNF7 0,20
Her2-enriched NORAD RALGAPB 0,16
ELMO2 0,16

Basal-like ASHIL-AS1 USP21 0,15
RHPN1-AS1 ZNF7 0,18
MALAT* NKTR* 0,21
HCG11* ZNF322* 0,55
MAPK14* 0,31

KCTD20* 0,30

PTPN11* 0,30

ROCK1* 0,27

PHF3* 0,27

GPATCHS8* 0,25

CCP110* 0,24

STAG1* 0,24

ASHIL* 0,22

EPC2* 0,22

NORAD* RALGAPB* 0,55
KIF3B* 0,31

RBM39* 0,30

ZC3H11A* 0,26

CREB1* 0,23

RANBP2* 0,22

NCOA3* 0,21

NIPBL* 0,21

*Os IncRNAs HCG11,NORAD e MALAT-1 apresentam uma expressdo diferencial negativa
(estdo menos expressos) no subtipo Basal, assim selecionamos os genes alvos que também se
apresentaram sub-expressos (logFC < 0).



6.4 Analises de Sobrevida Global e Sobrevida Livre da Doencga

Analisamos a Sobrevida Global e Sobrevida Livre da Doenga para os top 20

pares

diferencialmente expressos. Para os tipos de cancer BLCA e ESCA né&o foram
encontrados valores significativos para Sobrevida Global ou Sobrevida Livre da
Doenga. Um valor p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo quando
encontrado no gene alvo da PUMILIO. Nem todos os pares apresentaram
Sobrevidas significativas nos dois contextos. As TABELAS 6 e 7 apresentam os

resultados de Sobrevida Global e Sobrevida Livre da Doenca, respectivamente,

INcRNAs e genes co-expressos com sitios para PUMILIO e

com resultados estatisticamente significativos.

TABELA 6: LncRNAs E GENES CO-EXPRESSOS COM SOBREVIDA GLOBAL (p-valor) PARA

0OS CANCERES HNSC, KIRC, LIHC E PRAD

CANCER IncRNA GENE CO-EXPRESSO

HNSC  IGF2-AS P4HA3 (p=0,028)
IGF2BP2-AS1 (p=0,0058)  IGF2BP2 (p=0,015)

KIRC LINC01011 (p = 0,0073) CLK2 (p = 0,0013)

PPFIA4 (p = 0,029)
AGER (p < 0,0001)
PRPF3 (p = 0,016)
MSHS5 (p = 0,00096)
ANKZF1 (p = 0,0039)
WDR90 (p = 0,036)
CCNL2 (p < 0,0001)
ANKRD10 (p = 0,00079)
PARPS (p = 0,0073)
KIAA0895L (p = 0,027)
SIRT7 (p < 0,0001)
AMY2B (p = 0,011)
SFSWAP (p = 0,0078)
DMTF1 (p = 0,0037)
MAPKSIP3 (p < 0,0001)




RUSC1-AS1
(p = 0,00014)
ZNF276 (p = 0,00002)
INTS6L (p = 0,0011)

MALAT1 (p = 0,0099) RUSC1-AS1 (p = 0,00014)
NKTR (p = 0,0052)
TTLL3 (p < 0,0001)
LENGS (p <0,0001)
CSAD (p <0,0001)
LUCTL (p < 0,0001)
AMY2B (p = 0,011)
MSHS5 (p = 0,00096)
MDM4 (p = 0,0074)
CCNL2 (p < 0,0001)
RSRP1 (p = 0,0019)
DMTF1 (p = 0,0037)
RPL32P3 (p = 0,00015)
MAPKS8IP3 (p < 0,0001)
FNBP4 (p = 0,00043)
RBM33 (p = 0,0034)
PABPC1L (p < 0,0001)
KIAA0895L (p = 0,027)
ZNF841 (p = 0,0095)
ZNF276 (p = 0,0002)

HCG27 MSHS5 (p = 0,00096)
PRPF3 (p = 0,016)
AGER (p < 0,0001)
RUSC1-AS (p = 0,00014)
CCNL2 (p < 0,0001)
CLK2 (p = 0,00013)
KIAA0895L (p = 0,027)
AMY2B (p = 0.011)
ZNF276 (p = 0,011)
LENGS (p < 0,0001)
DMTF1 (p = 0,0037)
MDM4 (p = 0,0074)
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WDR90 (p = 0,036)
INTS6L (p = 0,0011)
ANKZF1 (p = 0,0039)
PARP6 (p = 0,0073)
MAPKSIP3 (p < 0,0001)
CSAD (p < 0.0001)
PPFIA4 (p = 0,029)

LIHC MCM3AP-AS1 (p = 0,0099)

PAXBP1 (p = 0,024)
U2SURP (p = 0,00028)
DMTF1 (p = 0,091)
ILF3 (p = 0,0031)
FNBP4 (p = 0,0077)
PRPF39 (p = 0,00014)
ZNF207 (p = 0,00027)
SUGP2 (p = 0,0091)
CPSF6 (p = 0,0042)
TAF4 (p = 0,0032)
CCDC93 (p = 0,002)
ZNF37BP (p = 0,0045)
MSHS5 (p = 0,038)
ZNF337 (p = 0,022)
NAA25 (p = 0,0084)
DENNDA4B (p = 0,025)
MAML1 (p = 0,024)
KCTD7 (p = 0,01)

PRAD LINC00115

MSH5 (p=0,034)

TABELA 7: LncRNAs E GENES CO-EXPRESSOS COM SOBREVIDA LIVRE DA DOENCA (p-

valor) PARA COAD, HNSC, LIHC, LUAD E PRAD.

CANCER IncRNA

GENE CO-EXPRESSO

COAD MCM3AP-AS1

FNBP4 (p = 0,013)

DDX39B (p = 0,013)
MSHS5 (p = 0,022)
ZNF37BP (p = 0,021)
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ZFC3H1 (p = 0,0092)
OGT (p = 0,04)
PNISR (p = 0,021)
LUCTL3 (p = 0,0022)
ZNF514 (p = 0,00044)

PAN3-AS1 STX16 (p = 0,011)
RBM39 (p = 0,035)
UPF3A (p = 0,024)

HNSC  LINCO01619 CLEC2D (p = 0,023)
LINCO1484 PIM2 (p = 0,032)
LIHC MCM3AP-AS1 PAXBP1 (p = 0,024)

PRPF39 (p = 0,01)
ZNF207 (p = 0,0074)
SUGP2 (p = 0,016)
CCDC93 (p = 0,016)
MSHS5 (p = 0,019)
NAA25 (p = 0,013)
MAML1 (p = 0,0076)

LUAD  MCMS3AP-AS1 DDX39B (p = 0,034)

PRAD  LINC00115 (p=0,025) CCNL2 (p = 0,00041)
RSRP1 (p = 0,0017)
KIAA0895L (p = 0,0021)
LENGS (p = 0,0012)
MSH5-SAPCD1 (p = 0,011)
ANKZF1 (p = 00031)
WDR90 (p < 0,0001)
ARGLU1 (p = 0,0081)
OGT (p = 0,017)

Analisamos o BRCA pelos subtipos, adotando os mesmos critérios para os
outros tipos de cancer, ou seja, um valor p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo quando encontrado no gene alvo da PUMILIO. No
subtipo Luminal A, o gene RALGAPS , co-expresso com o IncRNA NORAD
apresentou expressao associada significativamente com a Sobrevida Global das

pacientes (p=0,015). Observamos também a relagao significativa da expressao
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do gene NCOAS3 (p = 0,028), também co-expresso com o IncRNA NORAD, com

a sobrevida livre de doencga, neste caso em pacientes do subtipo Basal-like.

6.5 Comparagao dos IncRNAs e genes alvo de PUMILIO co-expressos entre os
9 tipos de cancer

Entendendo que muitos mecanismos celulares sdo comuns em diferentes
tumores, e a fim de identificar biomarcadores e possiveis alvos terapéuticos nos
9 tipos de canceres analisados, comparamos os dados de expressao diferencial,
co-expressao, sobrevida global e sobrevida livre da doenga buscando IncRNAs
e genes alvos de PUM comuns entre os tipos de cancer.

Nesta analise identificamos o gene MSHS5, que aparece diferencialmente
expresso com logFC > 0,5 (p < 0,05) em COAD, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD e
PRAD (FIGURAS 8 e 9).

FIGURA 8: ANALISE DA EXPRESSAQ DIFERENCIAL DO MSHS, logFC > 0,5 (p < 0,05) NOS
TIPOS DE CANCER COAD, HNSC E KIRC
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FIGURA 9: ANALISE DA EXPRESSAOADIFERENCIAL DO MSHS, logFC > 0,5 (p < 0,05) NOS
TIPOS DE CANCER LIHC, LUAD E PRAD
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Avaliando os IncRNAs co-expressos com este gene, observamos que
diferentes IncRNAs estavam correlacionados a sua expressao nos diferentes
tipos de cancer. A maior correlagao ocorreu no carcinoma renal de células claras
do rim (KIRC) com o IncRNA HCG27, sendo observada também outras
associacdes em KIRC, COAD, LIHC, LUAD, PRAD e HNSC com os IncRNAs
MALAT1, LINC01011, MCM3AP-AS1 e LINC00115, ilustrado na FIGURA 10.

FIGURA 10: MSH5 E SEUS IncRNAs CO-EXPRESSOS NOS TIPOS DE CANCER KIRC,
COAD, LIHC, LUAD, PRAD E HNSC
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A anadlise de sobrevida global de MSH5, mostrou uma associagao da
expressao significativa nos tipos de cancer KIRC, LIHC e PRAD (FIGURA 11); e
sobrevida livre da doenga significativa nos tipos de cancer COAD e LIHC
(FIGURA 12). A linha vermelha representa na sobrevida global e sobrevida livre
da doenca dos pacientes relacionados a uma menor expressao diferencial do
gene MSHS e a linha azul representa a sobrevida global dos pacientes

relacionados com uma maior expressao diferencial do gene MSHS.

FIGURA 11: SOBREVIDA GLOBAL (p < 0,05) PARA O GENE ALVO MSH5 EM KIRC,

LIHC E PRAD
Grupos com expressdo abaixo—+ e acima da mediana = w1160 LIHC
5075
% 0.50
KIRC g
_ £ 021 p=0038
£ 1.00 20001 . . i .
g 0.75 0 30 60 90 120
ﬁ 0.50 Tempo (meses)
50251 p=000096 |
£ 0.001, . . : § 1.00{ R ey PRAD
0 50 100 150 rg
Tempo (meses) 3 Bie "“_“‘_‘L_*
s 0.50
: 0251 p=0.034
£ 0001, . : . :
0 40 80 120 160
Tempo (meses)

FIGURA 12: SOBREVIDA LIVRE DA DOENCA (p < 0,05) PARA O GENE ALVO MSH5 EM
COAD E LIHC
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No BRCA o IncRNA NORAD e o gene alvo de PUMILIO RALGAPRG, tem
valores significativos de co-expressao nos quatro subtipos, Luminal A, Luminal
B, Her2-enriched e Basal-like e apresentando o maior valor em Basal-like (0,55).

Fazendo-se a comparagao entre o subtipo Basal-like e o tecido normal,
observamos que o INcRNA NORAD aparece menos expresso em Basal-like
(logFC = -0,25). Ja no subtipo LA este IncRNA aparece com a expressao
aumentada em relagao ao tecido nao tumoral (logFC = 0,25). Comparando-se
os dois subtipos entre si, Luminal A e Basal-like o IncRNA NORAD aparece mais
expresso em Luminal A (logFC = 0,50) (FIGURA 13).

FIGURA 13: EXPRESSAO DIFERENCIAL DO IncRNA NORAD EM AMOSTRAS DO BRCA
PARA SUBTIPO LUMINAL A, BASAL like E TECIDO NORMAL
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Como o IncRNA NORAD aparece co-expresso com o gene RalGAPS (co-
expressao = 0,5) em nossas analises, verificamos a expresséo diferencial deste
gene nos dois subtipos do BRCA que apresentam diferenca de expressao do
INcRNA NORAD. O gene RalGAPQ aparece menos expresso no subtipo Basal-
like, quando comparado ao tecido normal (logFC = -0,15) e expresséao
aumentada no subtipo Luminal A em comparagao ao tecido normal (logFC =
0,35). Na comparagao entre os subtipos Luminal A e Basal-like, o gene RalGAPf

aparece mais expresso no subtipo Luminal A (logFC = 0,50) (FIGURA 14).



48

FIGURA 14: EXPRESSAO DIFERENCIAL DO GENE RALGAPB NO BRCA, NOS SUBTIPOS
BASAL like, LUMINAL A E TECIDO NORMAL
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Comparando os padrbes de expressédo do IncRNA NORAD e o gene alvo
RALGAPB observamos a correlagao entre eles. (FIGURA 15).

FIGURA 15: COMPARAGCAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DO IncRNA NORAD E O GENE
RALGAPB
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Por fim, foi observada uma relagao significativa da expressao do gene
RALGAPB com a sobrevida global das pacientes com cancer de mama no
subtipo Luminal A (FIGURA 16).
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FIGURA 16: ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL SIGNIFICATIVA PARA O GENE RALGAPB
NO SUBTIPO LUMINAL A
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7. Discussao

A expressao génica € altamente regulada, desde a formacado de
transcritos até a geragao de proteinas funcionais. Esta regulagcéo é fundamental
para criar células especializadas, expressando o que € necessario para um
determinado momento para a célula, e para responder adequadamente aos
estimulos ambientais (Lipshitz et al., 2017).

A regulacdo pos-transcricional da expressdao génica no nivel do RNA,
ocorre durante seus processos de processamento, transporte, maturacéo,
modificacéo ou degradacéo. E uma das etapas regulatérias mais criticas para a
célula, visto que 7% dos genes codificados para proteinas estdo envolvidos na
regulagcao poés-transcricional, e aproximadamente 25% do transcriptoma esta
envolvido em algum nivel no metabolismo do RNA (Ramakrishnan & Janga,
2019).

A estabilidade da molécula de mRNA e o controle da traducédo, sao pontos
essenciais na regulagdo da expressao génica, sendo coordenados por outros
tipos de RNAs (como miRNAs e IncRNAs) e proteinas de ligacdo ao RNA
(RBPs), geralmente associados a sitios regulatérios presentes na regido 3’-UTR
dos mRNAs (Gerstberger et al., 2014; Nishtala et al., 2016).

As RBPs séo proteinas que possuem dominios para se ligar ao RNA, e
quando associados formam complexos de ribonucleoproteina (RNPs). As RBPs
podem exercer uma fungdo conjunta no complexo RNP, como ocorre em
ribossomos, ou ainda o complexo pode ser transitério, onde a RBP
desempenhara algum papel na maturagao, localizacdo ou decadéncia do RNA.
A dindmica desses complexos depende de sua composi¢ao, metas e cofatores
(Gerstberger et al., 2014). As RBPs tém um ou mais dominios de ligagao ao RNA
e sao classificadas em familias de acordo com a anotacédo desses dominios, tais
como dominios RRM, KH, CSD, Dedo de Zinco e PUF. A analise da estrutura
das RBPs pode ajudar a entender sua fungao e como seus dominios interagem
com o RNA (Glisovic et al., 2008).

Como ja referido, os INcCRNAs participam de diversos processos bioldgicos
como reguladores do metabolismo celular, podendo estar associados com RBPs
(Zhu et al., 2013).



51

As proteinas PUMILIO (PUM) sdo membros de uma familia evolutivamente
conservada de RBPs conhecida como PUF (PUmilio-Fem-3-binding
factor)(WICKENS; BERNSTEIN; KIMBLE; PARKER, 2002). A familia PUF é
amplamente distribuida com membros encontrados em muitos eucariotos,
incluindo organismos unicelulares, plantas e animais, porém nao tendo sido
observado até o momento em eubactérias e archea (WICKENS; BERNSTEIN;
KIMBLE; PARKER, 2002).

A caracteristica de todas as proteinas Puf é a presenga do dominio de
ligacdo a RNA C-terminal conhecido como Pumilio homology domain (PUM-HD),
formado por oito repeticdes imperfeitas em tandem de 36 aminoacidos cada.
Associadas, estas estruturas formam uma molécula na forma de um arco
(WANG; MCLACHLAN; ZAMORE; HALL, 2002; WICKENS; BERNSTEIN;
KIMBLE; PARKER, 2002).

A PUMILIO atua na repressao da tradugcao de RNAs mensageiros com o0s
quais interage através de dominios em sua estrutura capazes de reconhecer
sequéncias nucleotidicas especificas na regido 3'UTR do transcrito alvo. A
repressao da tradugcao pode ocorrer por meio do recrutamento de fatores que
irdo simplesmente impedir a tradugao ou ainda através da degradagao do mRNA
alvo pelo recrutamento de complexos de deadenilases (Spassov, 2002; Van
Etten et al., 2012).

A perda da fina regulacdo mediada por PUMILIO poderia oferecer
condigdes ideais para o desenvolvimento de tumores, uma vez que as células
cancerosas se beneficiariam da plasticidade proteémica gerada para suprir suas
demandas de crescimento e metastase (David e Manley, 2010).
Interessantemente, tanto a superexpressdo como o silenciamento de
PUM1/PUM2 em células eucaridticas resultou em aneuploidias e pontes
anafasicas, indicando que a disponibilidade dessas proteinas deve ser mantida
dentro de niveis especificos, com um intervalo estreito de variacado, a fim de
evitar consequéncias deletérias para a célula (Kopp € Mendell, 2018).

Foi verificado que o INcRNA NORAD interage com as proteinas PUMILIO
(PUM1/PUM2), controlando sua disponibilidade no citoplasma. Como estas
proteinas regulam uma ampla classe de transcritos, muitos deles envolvidos com
a protecao do genoma e controle do ciclo celular, alteragdes nos niveis de

NORAD poderiam afetar a expressao proteica dos alvos de PUMILIO, e por
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consequéncia desequilibrar a orquestragao de mecanismos importantes para a
homeostase celular (Kedde et al., 2010).

Partindo disso, decidimos investigar se os INcRNAs, com sitios de ligagao
para PUMILIO, que estivessem diferencialmente expressos em 9 tipos de
cancer, em comparagao com tecidos normais, poderiam ter sua expressao
diretamente correlacionada com os alvos de PUMILIO, além de impacto na
sobrevida dos pacientes.

Usando estratégias de analise de bioinformatica, fomos capazes de
identificar 6 IncRNAs diferencialmente expressos (HCG27, MALAT1,
LINC01011, MCM3AP-AS1, LINC00115 e NORAD), correlacionados a alvos de
PUMILIO e com impacto na sobrevida em 7 tipos tumorais (KIRC, COAD, LIHC,
LUAD, PRAD, HNSC e BRCA).

Neste trabalho, exploramos particularmente os resultados observados para
os eixos regulatorios HCG27-PUMILIO-MSH5 em carcinoma renal de células
claras do rim (KIRC) e NORAD-PUMILIO-RALGABP em cancer de mama
(BRCA).

O IncRNA HCG27 esta localizado no cromossomo 6, tem 1 sitio para
PUMILIO, esta diferencialmente expresso em amostras tumorais em relacao as
normais (logFC > 0,05) e aparece significativamente co-expresso (0,47) com o
gene alvo de PUMILIO MSHS.

Poucos dados existem sobre este INcCRNA. Alguns estudo tém associado o
HCG27 com o diabetes (Saleh et al., 2020), com o AVC isquémico (L. Zhang et
al., 2020) e com a osteoporose (Fei et al., 2020), mas pouco se sabe na sua
relagdo com o cancer.

O gene MSH5 (MutS homdlogo 5) € um membro da familia MutS e esta
principalmente ligado ao mecanismo de reparo (MMR — MisMatch Repair). Entre
todos os homdlogos MSH, identificados em eucariotos, os heterodimeros MSH4-
MSH5 desempenham um papel importante no reparo de recombinagao
homologa (HR) para quebras de fita dupla de DNA (DSBs) (Guo et al., 2017).
Deficiéncias no sistema de reparo (MMR) ja foram relacionadas com o cancer,
juntamente com a expressao negativa de genes que participam destas vias (Bei,
2017). Quando uma incorporagdo incorreta escapa da revisdo pelas DNA
polimerases, o reparo de DNA (MMR) fornece uma ultima linha de defesa.

Consequentemente, a inativagdo de qualquer um dos genes MMR causa um
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fendtipo que pode levar a célula a apoptose ou ao fenétipo cancer (Y. Zhang et
al., 2005).

Em estudo com células da granulosa de pacientes com insuficiéncia
ovariana prematura tratadas, observou-se a reducédo da expressédo de MSHS5,
provocando um atraso no reparo do DNA e promovendo a apoptose induzida por
etoposideo (WANG; ZHANG; DANG,; LI et al., 2020).

Diversos trabalhos tém identificado mutagbes em MSH5 em contextos
tumorais, como no cancer de mama masculino (BEN KRIDIS-REJEB; BEN
AYED-GUERFALI; AMMOUS-BOUKHRIS; AYADI et al., 2020), no cancer de
pulmdo (DOHERTY; SAKODA; LOOMIS; BARNETT et al., 2013; KAZMA;
BABRON; GABORIEAU; GENIN et al., 2012) e carcinoma hepatocelular (LIU;
ZHANG,; JIA; TANG et al., 2015).

A relagao da expressao de MSH5 com a progressao tumoral ndo esta muito
clara. Em estudo com 29 pacientes com carcinoma colorretal esporadico, néo
houve diferenga nos niveis de expressao de MSH5 em amostrais tumorais
comparadas com tecido normal (IOANA; ANGELESCU; BURADA; MIXICH et al.,
2010). Em um estudo mais recente comparando os niveis de transcritos entre
pacientes de cancer colorretal de ascendéncia afro-americana e caucasiana
americana também nao mostrou diferengas significativas na expressao de MSH5
entre amostras de pacientes e controles (PAREDES; ZABALETA; GARAI; JI et
al., 2020).

Ja em estudo com 15 casos de leucemia mieloide cronica, Nowick et al.,
observaram uma expressao significativamente maior de MSHS nas amostras dos
pacientes em relacao aos controles (NOWICKI; PAWLOWSKI; FISCHER; HESS
et al., 2003). Em glioma, dois estudos mostram que o aumento de expressao de
MSH5 esta relacionado com menor sobrevida (GRABOWICZ; WILCZYNSKI;
KAMINSKA; ROURA et al, 2020; GUSEV; BHUVANESHWAR; SONG;
ZENKLUSEN et al., 2018).

Aqui, observamos que o MSHS5 esta com uma expressao positiva (logFC >
0,05) nos tipos de cancer COAD, HNSC, KIRC, LIHC, LUAD e PRAD e que
particularmente em KIRK, o aumento de expressao tem um impacto muito
significativo na sobrevida global (p = 0,00096) dos pacientes. Sabemos que
células tumorais tém uma maior frequéncia de replicagdo, estando sujeitas a

maiores erros no DNA. Sugerimos entdo que a expressao positiva do MSHS
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pode estar contribuindo na manutencdo das células cancerosas, através do
reparo MMR, contribuindo para a evasao da apoptose.

Sobre a relacdo do IncRNA NORAD (IncRNA ativado por dano ao DNA)
com os alvos da PUMILIO, o maior valor de co-expressao aparece com o gene
alvo RALGAPE (co-expressao = 0,55) no subtipo Basal-like do BRCA, porém, a
dupla aparece também nos demais subtipos: Luminal A, Luminal B e Her2-
enriched sugerindo uma forte relagéo ao fenétipo BRCA.

O gene NORAD esta localizado no cromossomo 20g11.23, na fita 5—3’
(reverse strand), contém 5.339 nucleotideos, apenas 1 éxon, e esta localizado
preferencialmente no citoplasma celular (Tichon et al., 2016). E altamente
conservado e abundante, com niveis de expressao de aproximadamente 500 a
1.000 cépias por célula. Sabemos que este INcCRNA mantém a estabilidade
genbmica sequestrando proteinas PUMILIO impedindo que estas reprimam a
estabilidade e traducdo de mRNA alvos. Na auséncia do NORAD, a
hiperatividade da PUMILIO reprime fatores mitéticos, de reparo do DNA e de
replicacéo (S. Lee et al., 2016).

Semelhante com alguns outros IncRNAs, como XIST e FIRRE
(Hacisuleyman et al., 2016) a sequéncia do NORAD contém elementos repetidos
— 12 unidades de repeticdes NORAD (NRUs) — reconheciveis e similares a
sequéncia, que provavelmente se originaram por duplicagdo em tandem no
surgimento de mamiferos e ainda compartilham substancial homologia de
sequéncia (Tichon et al., 2016). A maioria das NRUs contém um ou dois locais
de ligagao para os dois homdélogos de PUMILIO em mamiferos: PUM1 e PUM2.
O NORAD contém pelo menos 17 desses elementos de reconhecimento de PUM
(PREs), que possuem a sequéncia de consenso UGURNAUA (R=A/G). A
delecdo do NORAD em linhagens celulares resulta em um aumento da repressao
de genes portadores de PREs em suas regides 3’'UTR, e a superexpressao tem

efeito inverso (S. Lee et al., 2016).

Recentemente foi mostrado que INcRNA NORAD promove a condensacao
e sequestro de proteinas PUM em corpos NP (NORAD-PUMILIO) (ELGUINDY;
MENDELL, 2021). Embora NORAD n&o seja o unico, ele € muito mais abundante

do que outros transcritos contendo PRE. Isso torna o NORAD um arcabougo
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forte e especifico para a montagem destes condensados, permitindo que atue

como um potente inibidor de PUM.

Os alvos de PUM regulados pelo NORAD sao enriquecidos em genes
envolvidos na divisdo celular (Tichon et al., 2016), e a deplecédo deste INcRNA
resulta em defeitos na mitose e no acumulo de células com instabilidade no

numero de cromossomos (S. Lee et al., 2016).

Em nossas analises de co-expresséao entre os INncRNAs com sitios PRE e
os genes alvos de PUMILIO, encontramos uma correlacdo positiva mais alta

entre o NORAD e o gene alvo RalGAPB no cancer de mama.

RalGAPs (proteinas ativadoras de Ral GTPase) sdo complexos de
multiplas subunidades compreendendo uma subunidade alfa catalitica (a) e
subunidades regulatérias beta (). Atuam como ativadores de GTPase para as
pequenas GTPases RALA e RALB. A funcédo e a estabilidade do complexo
requerem a associagao das subunidades a e . Na célula, o RalGAPS encontra-
se no nucleo e no complexo de Golgi durante a intérfase e sofre uma dramatica
redistribuicdo durante a mitose, migrando para o fuso mitético e para a ponte

intercelular na citocinese (Personnic et al., 2014).

Como o IncRNA NORAD é capaz de sequestrar proteinas PUMILIO,
impedindo que estas reprimam mRNAs alvos, acreditamos que a modulagéo da
expressao do longo interfere no sequestro da PUMILIO. Como o gene RalGAPB
€ um alvo da PUMILIO, o aumento ou diminuicdo da expressao do IncCRNA
NORAD, interfere na eficiéncia de interagdo com PUMILIO, devendo levar a um

aumento ou diminuigdo da expressao do gene RalGAP no BRCA.

Nossos dados mostram que em cancer de mama, NORAD e RALGAPS
tém sua expressao correlacionada nos quatro subtipos. O valor de co-expressao
mais importante (0,55) foi com o subtipo Basal-like de cancer de mama, tendo
ambos significativa reducao de expressao em relagdo as amostras nao tumorais
(p<0,05). Este perfil tumoral esta associado com o pior prognoéstico em relagao
aos demais subtipos de BRCA (maior risco de metastase), possui alto grau
histolégico (menor diferenciagao celular) e acomete mulheres mais jovens. Além
disso, nao responde bem aos tratamentos hormonais e imunoterapicos por nao

apresentar alvos terapéuticos definidos (Eroles et al., 2012). Um estudo em
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carcinoma oral de células escamosas (GAO; LIU; YOSHIDA; SHI et al., 2019)
mostrou que o silenciamento de RalGAPB aumentou o nivel de ativagao de RalA
promovendo a migragao e invaséo de células HSC-2 in vitro, perfil caracteristico
de células metastaticas. Em um estudo com células Hela a deplecg&o da proteina
RalGAPB no fuso mitdtico e na ponte intercelular causou um aumento
consideravel no numero de células metafasicas com desalinhamento
cromossOmico aberrante no plano equatorial (PERSONNIC; LAKISIC; GOUIN;
ROUSSEAU et al., 2014).

Neste trabalho, ndo observamos valores significativos relacionados a
expressdao do NORAD e sobrevida global em pacientes do subtipo Basal-like.
Este resultado difere do anteriormente publicado pelo nosso grupo, onde
observamos uma associacao entre o aumento da expressdo do NORAD com
diminuicao na sobrevida (p<0,0023). Esta diferenca deve-se a uma modificacao
metodoldgica, visto que no estudo anterior (MATHIAS; PEDROSO; PABST;
LIMA et al., 2021), fora considerado um periodo de tempo menor (170 meses)
na analise, em relagdo a este (280 meses). Apos 170 meses, ha uma grande
quantidade de dados censurados, que podem interferir nos resultados. Como no
trabalho atual as analises de sobrevida envolvendo todos os genes estudados,
usou o tempo total de estudo disponivel no TCGA, optamos por usar a mesma
condicdo para o NORAD. Desta forma, acreditamos que com um numero maior
de casos com seguimento continuo das pacientes, o impacto da expressao de
NORAD possa ser observado e associado com a redugao de sobrevida, podendo
ser usado como informagao preditiva da progressao da doenga para este

subtipo.

No subtipo Luminal A, NORAD e RALGAPB apresentaram expressio
correlacionada sendo ambos significativamente mais expressos em tumores em
relacado aos tecidos normais (p<0,05). Além disso, a analise de sobrevida global
indicou que em amostras Luminal A, o aumento da expressao de RALGAPS esta
associada a uma menor sobrevida (p = 0,015). Em estudo com células HelLa, a
superexpressao do RalGAPS interferiu na divisao celular, levando a binucleacgéo,
multinucleacao e morte celular (PERSONNIC; LAKISIC; GOUIN; ROUSSEAU et
al., 2014).
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Com base no artigo publicado que identificou o interatoma do NORAD
(MUNSCHAUER; NGUYEN; SIROKMAN; HARTIGAN et al., 2018), sabendo
que as proteinas PUMILIO s&o capazes de regular centenas de outros mRNAs,
flutuagdes na expressao desse INCRNA deve também interferir na montagem de
outros complexos, alterando assim o metabolismo celular por meio de diferentes
mecanismos. Por exemplo, em células de glioma, foi mostrado que a associagao
de NORAD e AKR1B1 ativa a via ERK, promovendo um fenétipo maligno (LUO;
CHEN; HE; CAl et al., 2020). De maneira oposta, o NORAD funciona como um
tumor supressor pela ligagdo de FUBP1 e promove apoptose celular no cancer
endometrial (HAN; WU; HU; CHEN et al., 2020). NORAD também serve como
uma plataforma para ligacao de S100P, suprimindo a metastase em cancer de
pulmao (TAN; YANG; SINGH; CHOU et al., 2019).

Assim, nossos resultados observados nos subtipos Basal-like e Luminal A,
reforcam a ideia de que o valor prognéstico do IncRNA NORAD pode ser

diferente também em subtipos moleculares especificos no cancer de mama.
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8. Conclusao

Neste trabalho selecionamos 49 IncRNAs com sitios para PUMILIO,
diferencialmente expressos em 9 tipos de céncer e de genes, potencialmente
regulados por PUMILIO, co-expressos com os INcCRNAs, em cada tipo de tumor.
Buscando encontrar candidatos a marcadores de prognéstico, através de
analises de sobrevida, selecionamos 0s genes com expressao associada com
valores mais significativos.

Nossos resultados sugerem que o INcRNA HCG27 tem a capacidade de
sequestrar proteinas PUMILIO impedindo sua atividade repressora sobre o gene
alvo MSH5 (associado ao reparo de DNA). Aqui, observamos que o MSHS esta
com uma expressao aumentada em seis tipos de cancer: COAD, HNSC, KIRC,
LIHC, LUAD e PRAD. Assim, propomos que aumento da expressao do HCG27
pode contribuir no fendtipo tumoral por resultar no aumento dos niveis da
proteina MSH5, promovendo a evasao da apoptose e desta forma contribuindo
na manutencdo das células cancerosas pela manutencdo da integridade do
DNA. Particularmente em KIRC, observamos que o aumento de expressao de
MSHS tem um impacto muito significativo na sobrevida global (p = 0,00096) dos
pacientes.

Este trabalho também evidenciou a ja conhecida relevancia do IncRNA
NORAD no contexto do cancer, por sua associag¢ao a fenotipos aneuploéides. De
forma inédita, observamos que o gene alvo de PUMILIO RALGAP(, aparece
significativamente relacionado ao NORAD, podendo em parte explicar os
fendtipos associados a desregulagdo deste IncRNA, por tratar-se de um fator
mitético importante tanto na organizagdo do fuso mitético como na ponte
intercelular na citocinese. Ainda, a expressdao de RALGAPB esta
significativamente relacionada a sobrevida global das pacientes do subtipo
molecular Luminal A.

Assim, nosso estudo sugere pela primeira vez um eixo regulatério INcCRNA
HCG27-PUMILIO-MSH5 no cancer de rim e, um eixo regulatério IncRNA
NORAD-PUMILIO-RALGAPB no cancer de mama, ambos com impacto na

sobrevida dos pacientes.
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10. TABELAS SUPLEMENTARES

TABELA SUPLEMENTAR 1: RESULTADO CO-EXPRESSAO BLCA (p = 0,017)

BLCA
IncRNA Gene Alvo de PUM | Ensembl ID CO-expressao
LINC0O0115 | CCNL2 ENSG00000221978 |0.156941527150894



TABELA SUPLEMENTAR 2: RESULTADO CO-EXPRESSAO COAD (p = 0,012)

COAD

IncRNA Gene Alvo de PUM | Ensembl ID Co-expressao

MCM3AP-

AS1 CCDC14 ENSG00000175455 | 0.188764086644963
FNBP4 ENSG00000109920 | 0.181502293312037
DDX39B ENSG00000198563 | 0.17956690189663
PAXBP1 ENSG00000159086 | 0.178872464265189
MSH5 ENSG00000204410 | 0.177818846030882
UBE2G2 ENSG00000184787 |0.177716594619973
ZNRD1ASP ENSG00000204623 | 0.176734244876741
NKTR ENSG00000114857 | 0.174500501035574
RUSC1-AS1 ENSG00000225855 | 0.172531586695897
ADAT2 ENSG00000189007 | 0.172359064837888
RPL32P3 ENSG00000251474 | 0.170204473104258
TARBP1 ENSG00000059588 | 0.168249941580419
ZNF37BP ENSG00000234420 | 0.166301913457622
SUGP2 ENSG00000064607 | 0.164731338689381
ZFC3H1 ENSG00000133858 | 0.162356301353013
CFAP44 ENSG00000206530 | 0.160816870066836
OGT ENSG00000147162 | 0.159821320482339
PNISR ENSG00000132424 | 0.159059466344467
ZNF587 ENSG00000198466 | 0.158335611465845
CREBZF ENSG00000137504 | 0.155293757276541
CTAGE7P ENSG00000233122 | 0.155072304747112
ZNF621 ENSG00000172888 | 0.154354667850882
CCDC150 ENSG00000144395 | 0.154120453851786
SLC25A27 ENSG00000153291 | 0.153463607296775
RBM33 ENSG00000184863 | 0.15325940993752
LUC7L3 ENSG00000108848 | 0.153061728251519
TRIMS52 ENSG00000183718 | 0.152695927767071
ZNF514 ENSG00000144026 | 0.151228141031679

MALAT1 PLAC4 ENSG00000280109 | 0.162094485719424

PAN3-AS1 PAN3 ENSG00000152520 | 0.192541471947555
ARGLU1 ENSG00000134884 | 0.190653587970003
KLHL31 ENSG00000124743 | 0.184453924840646
N4BP2L2 ENSG00000244754 | 0.1786638879419
SUPT20H ENSG00000102710 | 0.178182736233861
STX16 ENSG00000124222 | 0.174684973015032
RBM39 ENSG00000131051 | 0.173864188844221
USPL1 ENSG00000132952 | 0.169926426851392
UPF3A ENSG00000169062 | 0.167721921057754
ANKRD10 ENSG00000088448 | 0.161625874446672
MTRF1 ENSG00000120662 |0.161332163761455
SLC25A27 ENSG00000153291 | 0.160849571590422
CENPJ ENSG00000151849 | 0.159565003717247
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SETDB2
RBM26
CDC16
NHLRC3

ENSG00000136169
ENSG00000139746
ENSG00000130177
ENSG00000188811

0.155706736136761
0.151441864473122
0.150301761276136
0.150076009872017

72



TABELA SUPLEMENTAR 3: RESULTADO CO-EXPRESSAO ESCA (p = 0,2)

ESCA

IncRNA | Gene Alvo de PUM | Ensembl ID COo-expressao

C150rf54 | PCDH17 ENSG00000118946 |0.212751300315791
DCLK3 ENSG00000163673 | 0.189502431092283
TMASF18 ENSG00000163762 | 0.178754596449786
CEP135 ENSG00000174799 |0.174403285190894
ESM1 ENSG00000164283|0.172887340183701
TMEM?26 ENSG00000196932 | 0.166399701579977
PKD1L1 ENSG00000158683 |0.154214045417706
COL15A1 ENSG00000204291 | 0.153217805112918
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TABELA SUPLEMENTAR 4: RESULTADO CO-EXPRESSAO HNSC (p = 0,005)

HNSC

IncRNA Gene Alvo de PUM | Ensembl ID CO-expressao

IGF2-AS ITGA11 ENSG00000137809 |0.209937491373607
ASPN ENSG00000106819 |0.196027191413169
MMP11 ENSG00000099953 |0.186739648319119
COL11A1 ENSG00000060718 |0.186637355637647
LRRC15 ENSG00000172061 |0.183280248185452
SGIP1 ENSG00000118473 |0.176975018789425
MAGEL2 ENSG00000254585 |0.176294705614346
COL3A1 ENSG00000168542 |0.17547714188521
NOX4 ENSG00000086991 |0.175214009216353
LUM ENSG00000139329 |0.172001269976558
CTHRC1 ENSG00000164932 |0.168423140313823
SOX11 ENSG00000176887 |0.162351795661029
DACT3 ENSG00000197380 |0.160541536676246
COL24A1 ENSG00000171502 |0.159418743678109
POSTN ENSG00000133110 |0.157604506302713
CHRD ENSG00000090539 |0.155891638826914
PAHA3 ENSG00000149380 |0.154861174363772
EFEMP2 ENSG00000172638 |0.154172274753986
COL8A1 ENSG00000144810 |0.152971632106235
HEPH ENSG00000089472 |0.151402833057732

IGF2BP2-AS1 | IGF2BP2 ENSG00000073792 |0.170106324676006

LINC00115 CCNL2 ENSG00000221978 |0.246202813893336
KIAAO895L ENSG00000196123 |0.233783381585519
PABPC1L ENSG00000101104 |0.227079280533609
RSRP1 ENSG00000117616 |0.225462327787625
GABBR1 ENSG00000204681 |0.216132641634285
DDX398B ENSG00000198563 |0.212666531649381
PRPF39 ENSG00000185246 |0.209139259584281
RUSC1-AS1 ENSG00000225855 |0.203840085362902
MSH5 ENSG00000204410 |0.181660905874949
TAF1C ENSG00000103168 |0.179581025693003
CLK2 ENSG00000176444 |0.176151535637646
RBM39 ENSG00000131051 |0.17469969204749
CLK1 ENSG00000013441 |0.174053077912732
LENGS8 ENSG00000167615 |0.173921554396137
CSAD ENSG00000139631 |0.173124771531303
ZNF354B ENSG00000178338 |0.169105454043846
CCNL1 ENSG00000163660 |0.168690339705937
VMP1 ENSG00000062716 |0.168677725923137
CCDC150 ENSG00000144395 |0.166513362520498
NFYC-AS1 ENSG00000272145 |0.163456996727092
E4F1 ENSG00000167967 |0.162533379024985
LUC7L3 ENSG00000108848 |0.162198794701393
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CDK11A ENSG00000008128 |0.160928429627907
AGER ENSG00000204305 |0.152727423586834
SRSF11 ENSG00000116754 |0.152528641136052
ZNF252P-AS1 ENSG00000255559 |0.152067923186907
DMTF1 ENSG00000135164 |0.152058715214973
DDTL ENSG00000099974 |0.150230473026006
LINCO1343 POU3F1 ENSG00000185668 |0.289670861180825
PPP2R2C ENSG00000074211 |0.16677189638267
DSG1 ENSG00000134760 |0.163838030166739
GPR1 ENSG00000183671 |0.150292480622749
LINCO1484 PIM2 ENSG00000102096 |0.163712691588748
FCRL5 ENSG00000143297 |0.161345684596262
LINCO1619 BTG1 ENSG00000133639 |0.183689165571676
CLEC2D ENSG00000069493 |0.163114114854017

75



TABELA SUPLEMENTAR 5: RESULTADO CO-EXPRESSAO KIRC (p = 0,01)

KIRC

IncRNA Gene Alvo de PUM | Ensembl ID co-expressdo

LINCO1011 | HCG27 ENSG00000206344 |0.234567511495511
CLK2 ENSG00000176444 |0.220184765319562
PPFIA4 ENSG00000143847 |0.190976360470808
AGER ENSG00000204305 |0.190623751466492
PRPF3 ENSG00000117360 |0.187176425737743
MSH5 ENSG00000204410 |0.184421399503268
ANKZF1 ENSG00000163516 |0.183218965851472
WDR90 ENSG00000161996 |0.178315582167007
CLK1 ENSG00000013441 |0.176457884315696
RABL2A ENSG00000144134 |0.176301955296657
CCNL2 ENSG00000221978 |0.17540705163329
CLK4 ENSG00000113240 |0.175006386566427
PHYKPL ENSG00000175309 |0.17221769773126
ANKRD10 ENSG00000088448 |0.171250591490764
LUC7L3 ENSG00000108848 |0.170305586914625
DMAP1 ENSG00000178028 |0.169514320861188
PARP6 ENSG00000137817 |0.169083218771916
KIAAO895L ENSG00000196123 |0.168990857399068
PDE6C ENSG00000095464 |0.1689813714035
SIRT7 ENSG00000187531 |0.168592965129578
PRKRIP1 ENSG00000128563 |0.168317578315379
AMY2B ENSG00000240038 |0.167962916923241
SFSWAP ENSG00000061936 |0.167529958368305
DMTF1 ENSG00000135164 |0.166742877205266
DDX39B ENSG00000198563 |0.166338838710236
LINC00115 ENSG00000225880 |0.166275390051689
MAPKS8IP3 ENSG00000138834 |0.165615290362929
NUP85 ENSG00000125450 |0.164367388973327
RUSC1-AS1 ENSG00000225855 |0.162680524024113
ZNF276 ENSG00000158805 |0.162415302883135
TTC31 ENSG00000115282 |0.162137639374202
PCGF3 ENSG00000185619 |0.161219508431581
PPP4R1L ENSG00000124224 |0.160062529157458
INTS6L ENSG00000165359 |0.158223076995904
TAF1C ENSG00000103168 |0.157582653326205
TRIM52 ENSG00000183718 |0.156746863698199
FAM228B ENSG00000219626 |0.156683332388237
RAB24 ENSG00000169228 |0.155503674530965
FNBP4 ENSG00000109920 |0.154818620517999
CFAP44 ENSG00000206530 |0.15326493602124
GTPBP2 ENSG00000172432 |0.152847225490246
CCDC14 ENSG00000175455 |0.15281485498332
ZNF337 ENSG00000130684 |0.152259009774979
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THOC1 ENSG00000079134 |0.152205919292658
GIGYF1 ENSG00000146830 |0.151765766143152
RSRP1 ENSG00000117616 |0.150474970148334
VEGFA ENSG00000112715 |0.150405432962112
MALAT1 RUSC1-AS1 ENSG00000225855 |0.282772680003312
NKTR ENSG00000114857 |0.272972634953167
DDX39B ENSG00000198563 |0.271440853208955
TTLL3 ENSG00000214021 |0.267970893564039
LENGS8 ENSG00000167615 |0.267647332629511
CSAD ENSG00000139631 |0.266257330415469
L3MBTL1 ENSG00000185513 |0.264068790790442
C3orf35 ENSG00000198590 |0.261851665280707
LUC7L ENSG00000007392 |0.256140730672894
AMY2B ENSG00000240038 |0.249634963143005
MCM3AP-AS1 ENSG00000215424 |0.249297433021498
MSH5 ENSG00000204410 |0.246633509173638
MDM4 ENSG00000198625 |0.245587563100406
CCNL2 ENSG00000221978 |0.244629538083812
ADAM20P1 ENSG00000259158 |0.243192600940982
ATP2A1 ENSG00000196296 |0.239667147948841
RSRP1 ENSG00000117616 |0.236352665788119
DMTF1 ENSG00000135164 |0.23592358883917
WSB1 ENSG00000109046 |0.235409685026463
RPL32P3 ENSG00000251474 |0.234442139411591
MAPKS8IP3 ENSG00000138834 |0.233287727180601
KCNAB3 ENSG00000170049 |0.233067871371788
TRIM52 ENSG00000183718 |0.23239472360088
TNRC6A ENSG00000090905 |0.231181167758365
PNISR ENSG00000132424 |0.230811239835429
FNBP4 ENSG00000109920 |0.229669860852224
LUC7L3 ENSG00000108848 |0.229665205284162
GOLGA6LS ENSG00000197978 |0.229381450469148
ZNF26 ENSG00000198393 |0.228458331638199
RBM33 ENSG00000184863 |0.228275486204707
PABPCI1L ENSG00000101104 |0.227129771368069
DCAF4L1 ENSG00000182308 |0.226084862609814
KIAAO895L ENSG00000196123 |0.225366287192641
LINCO0115 ENSG00000225880 |0.224561369377393
ZNF841 ENSG00000197608 |0.224361464917003
ZNF276 ENSG00000158805 |0.223690171374507
CBWD3 ENSG00000196873 |0.223276231625289
NFYC-AS1 ENSG00000272145 |0.223112495766738
PDE6C ENSG00000095464 |0.222810525572191
CCNL1 ENSG00000163660 |0.221966838011184
CAPRIN2 ENSG00000110888 |0.221159903014933
ZNF337 ENSG00000130684 |0.220025818100917
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FAM111A
SLC25A27
ZNF700
RRN3P1
ZNF37BP
ARGLU1
RBM39
CTAGE7P
AGER
FAM186A
ANKRD36
TTC14
CFAP44
UCP3
THOC1
GIGYF1
MAN2C1
ABCA10
PCGF3
ZNF354B
ZNF514
ZNRD1ASP
OGT
CCDC14
ANKRD10
CLK1
ZNF345
LRRC69
N4BP2L2
CREBZF
PRPF3
TAF1C
RBM5
MAK
NFATC2IP
ANKRD36C
ZNF169
TIA1
OFD1
PRPF39
DDX17
LRRC39
ZNF587
HCG27
KLC1
SREK1

ENSG00000166801
ENSG00000153291
ENSG00000196757
ENSG00000248124
ENSG00000234420
ENSG00000134884
ENSG00000131051
ENSG00000233122
ENSG00000204305
ENSG00000185958
ENSG00000135976
ENSG00000163728
ENSG00000206530
ENSG00000175564
ENSG00000079134
ENSG00000146830
ENSG00000140400
ENSG00000154263
ENSG00000185619
ENSG00000178338
ENSG00000144026
ENSG00000204623
ENSG00000147162
ENSG00000175455
ENSG00000088448
ENSG00000013441
ENSG00000251247
ENSG00000214954
ENSG00000244754
ENSG00000137504
ENSG00000117360
ENSG00000103168
ENSG00000003756
ENSG00000111837
ENSG00000176953
ENSG00000174501
ENSG00000175787
ENSG00000116001
ENSG00000046651
ENSG00000185246
ENSG00000100201
ENSG00000122477
ENSG00000198466
ENSG00000206344
ENSG00000126214
ENSG00000153914

0.219546019719202
0.219122598911962
0.21872326536234
0.216560017515539
0.215349913210014
0.215301497470596
0.215118258694124
0.214795674373117
0.214534311564417
0.214112969578417
0.212843980768386
0.211807365148253
0.211069676703339
0.209847462362193
0.209512365263917
0.208387765684356
0.208032796837725
0.207192893057575
0.207003847445225
0.206839718272814
0.205263296671224
0.205165027340773
0.204289315456733
0.203387880878715
0.201283170159246
0.201070505018215
0.200966674189667
0.20069327975039
0.200083088519852
0.198940517863158
0.198927075217344
0.197305977498298
0.196928827074076
0.196445440460158
0.1948085413414
0.194327120261506
0.19354388958128
0.193113982487144
0.193105754008459
0.193022599548842
0.192773247400454
0.19263349593849
0.192479434915236
0.191976129319483
0.191900047947478
0.191853900189884
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NPPA
GABBR1
CLK2
PAXBP1
INTS6L
SFSWAP
ADAT2
GSAP
PARP6
ZNF23
ZGRF1
MSANTD2
ZFC3H1
ZNF333
CEP152
DDX55
PIDD1
CELF6
TRA2A
MZF1-AS1
ARPCA4-TTLL3
GOLGA6L10
MYH3
ZNF529
RBM25
RUFY3
TTN
PPP4R1L
CRAMP1
TBRG1
VIP
ANAPC4
QRICH2
RIMKLB
ANKRD36B
STX16
PATL2
ZNF117
CC2D2B
SRSF11
FPGT-TNNI3K
CDK11A
C50rf58
ZNF182
TRMT13
AKAP8L

ENSG00000175206
ENSG00000204681
ENSG00000176444
ENSG00000159086
ENSG00000165359
ENSG00000061936
ENSG00000189007
ENSG00000186088
ENSG00000137817
ENSG00000167377
ENSG00000138658
ENSG00000120458
ENSG00000133858
ENSG00000160961
ENSG00000103995
ENSG00000111364
ENSG00000177595
ENSG00000140488
ENSG00000164548
ENSG00000267858
ENSG00000250151
ENSG00000278662
ENSG00000109063
ENSG00000186020
ENSG00000119707
ENSG00000018189
ENSG00000155657
ENSG00000124224
ENSG00000007545
ENSG00000154144
ENSG00000146469
ENSG00000053900
ENSG00000129646
ENSG00000166532
ENSG00000196912
ENSG00000124222
ENSG00000229474
ENSG00000152926
ENSG00000188649
ENSG00000116754
ENSG00000259030
ENSG00000008128
ENSG00000234511
ENSG00000147118
ENSG00000122435
ENSG00000011243

0.19184615693464
0.189898933873561
0.189531852205894
0.189505229669379
0.189389769333429
0.18858880316274
0.188235356962631
0.187563354525842
0.187069710846118
0.1856956275558
0.183819954742325
0.18359037785262
0.182173769510874
0.181788130906036
0.181605018444637
0.180957738950002
0.180884968260876
0.180557064924084
0.179690123265919
0.179319696367007
0.179278860343369
0.179172119482636
0.178384990569504
0.17781094115349
0.176953180205267
0.176181807232726
0.176163099148974
0.175135281248483
0.17370831645185
0.172820985889826
0.172567821635523
0.171932533572406
0.171610461016664
0.171558220940558
0.170949429066458
0.170506370017855
0.169836019988681
0.168833572014576
0.168733535427416
0.168003859734073
0.167522815221499
0.167518711951752
0.167131957591208
0.166429199020329
0.166349233594316
0.165654645557604
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LUC7L2
SLC26A5
CLK4
CBWD6
GOLGA6L4
PNN
SLC4A5
PABPN1
METTL17
CCNT2
ZNF449
AGBL2
GABRE
VMP1
SPDYE6
SETD4
DIP2A
PHYKPL
ZRANB2
SYT2
ZNF252P-AS1
RABL2A
ERMN
UBN2
TVP23C
MAP3K12
ZNF160
NADSYN1
NXF5
RPAIN
EFCAB13
MYSM1
CLHC1
ZNF266
GABRR2
SCML1
STARD9
WASH2P
ZNF682
SRSF5
ADCY10
ANKHD1
CCDC66
DNA2
PKD2L2
PPFIA4

ENSG00000146963
ENSG00000170615
ENSG00000113240
ENSG00000215126
ENSG00000184206
ENSG00000100941
ENSG00000188687
ENSG00000100836
ENSG00000165792
ENSG00000082258
ENSG00000173275
ENSG00000165923
ENSG00000102287
ENSG00000062716
ENSG00000260097
ENSG00000185917
ENSG00000160305
ENSG00000175309
ENSG00000132485
ENSG00000143858
ENSG00000255559
ENSG00000144134
ENSG00000136541
ENSG00000157741
ENSG00000175106
ENSG00000139625
ENSG00000170949
ENSG00000172890
ENSG00000126952
ENSG00000129197
ENSG00000178852
ENSG00000162601
ENSG00000162994
ENSG00000174652
ENSG00000111886
ENSG00000047634
ENSG00000159433
ENSG00000146556
ENSG00000197124
ENSG00000100650
ENSG00000143199
ENSG00000131503
ENSG00000180376
ENSG00000138346
ENSG00000078795
ENSG00000143847

0.165642821249383
0.165441511873589
0.164815204686914
0.164809966015127
0.164723203632021
0.164499873760432
0.164083964315993
0.163401894470134
0.1627983167831
0.162596152548406
0.162442191004434
0.162398686106893
0.162311980010931
0.162229221385258
0.161564245582893
0.160427849274152
0.160409174904481
0.160304712791906
0.160283500807913
0.160231755744147
0.160188868936051
0.16001148070263
0.159291698294981
0.158905537753309
0.15877995130546
0.158710074566037
0.158686044901352
0.157714251050799
0.157116448483693
0.156432921038405
0.15615659223938
0.155912363753838
0.155611205628519
0.155529440494397
0.155269801849435
0.155059306459588
0.154734508235725
0.153545902369435
0.152927830094934
0.152502588849237
0.152281762400331
0.152109555398336
0.151390584768212
0.150994865021279
0.150738598262663
0.150164316516959
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HCG27

MSH5
PRPF3
AGER
RUSC1-AS1
CLK4
TRIM52
CCNL2
RRN3P1
CLK2
PHYKPL
KIAAO895L
AMY2B
DDX39B
CLK1
ZNF276
LENGS
DMTF1
MDM4
WDR90
INTS6L
ANKZF1
PARP6
MAPKS8IP3
RABL2A
CSAD
PDE6C
PPFIA4
SFSWAP
RSRP1
ZNF354B
LUC7L3
RPL32P3
FNBP4
TTLL3
PATL2
ATP2A1
ZNF337
CCDC14
LINCO0115
TTC31
L3MBTL1
FAM186A
GIGYF1
FAM111A
THOC1
CLEC2D

ENSG00000204410
ENSG00000117360
ENSG00000204305
ENSG00000225855
ENSG00000113240
ENSG00000183718
ENSG00000221978
ENSG00000248124
ENSG00000176444
ENSG00000175309
ENSG00000196123
ENSG00000240038
ENSG00000198563
ENSG00000013441
ENSG00000158805
ENSG00000167615
ENSG00000135164
ENSG00000198625
ENSG00000161996
ENSG00000165359
ENSG00000163516
ENSG00000137817
ENSG00000138834
ENSG00000144134
ENSG00000139631
ENSG00000095464
ENSG00000143847
ENSG00000061936
ENSG00000117616
ENSG00000178338
ENSG00000108848
ENSG00000251474
ENSG00000109920
ENSG00000214021
ENSG00000229474
ENSG00000196296
ENSG00000130684
ENSG00000175455
ENSG00000225880
ENSG00000115282
ENSG00000185513
ENSG00000185958
ENSG00000146830
ENSG00000166801
ENSG00000079134
ENSG00000069493

0.469682618201323
0.44378574153153
0.443006744776533
0.438799015671911
0.433857858362074
0.43250452812785
0.414903853823867
0.412397774507704
0.41191093407398
0.411374061218494
0.410128887772259
0.408351229111443
0.4078364453137
0.406426321405153
0.405664885009879
0.38979087438479
0.389751398231011
0.383210582893274
0.380342305090543
0.378694362906799
0.376833868303986
0.375402591276276
0.374438312532153
0.369876242737863
0.368684540320214
0.360641480464769
0.359755271759912
0.356548593384659
0.356136792166311
0.355933313010074
0.349793024558869
0.348011865149515
0.345085300299788
0.344495358813673
0.342174003395947
0.341822429888544
0.341604980384019
0.341256742610813
0.341025099395676
0.340195908016417
0.338013384049159
0.335570706026565
0.335121789678199
0.33372467372198
0.332749180882594
0.332243827566089
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PPP4AR1L
STX1B
PCGF3
ADAM20P1
RBM33
GSAP
ANKRD10
LINCO1011
CFAP44
CBWD3
N4BP2L1
RAB24
LUC7L
PABPCI1L
NUP85
ARGLU1
TAF1C
ZNF26
AGBL2
SIRT7
WSB1
ZNF37BP
TIA1
ZNF700
MAN2C1
CTAGE7P
ZNRD1ASP
RBM39
N4BP2L2
MYH3
ANKRD36
CCDC73
RPAIN
KCNAB3
ADCY10
NFATC2IP
ZGRF1
OFD1
ZNF345
DDX55
SH3BP2
PNISR
ZNF841
PAXBP1
PIDD1
NKTR

ENSG00000124224
ENSG00000099365
ENSG00000185619
ENSG00000259158
ENSG00000184863
ENSG00000186088
ENSG00000088448
ENSG00000244041
ENSG00000206530
ENSG00000196873
ENSG00000139597
ENSG00000169228
ENSG00000007392
ENSG00000101104
ENSG00000125450
ENSG00000134884
ENSG00000103168
ENSG00000198393
ENSG00000165923
ENSG00000187531
ENSG00000109046
ENSG00000234420
ENSG00000116001
ENSG00000196757
ENSG00000140400
ENSG00000233122
ENSG00000204623
ENSG00000131051
ENSG00000244754
ENSG00000109063
ENSG00000135976
ENSG00000186714
ENSG00000129197
ENSG00000170049
ENSG00000143199
ENSG00000176953
ENSG00000138658
ENSG00000046651
ENSG00000251247
ENSG00000111364
ENSG00000087266
ENSG00000132424
ENSG00000197608
ENSG00000159086
ENSG00000177595
ENSG00000114857

0.330907747697916
0.327423708461175
0.327252207780055
0.326452966933365
0.322976335646522
0.322192679103163
0.321707769730367
0.321446483606418
0.321171613726505
0.321110790412793
0.320648566483753
0.319897714395431
0.317695342195814
0.317571730126807
0.315865821083773
0.315782806705869
0.314771513485467
0.312697425948262
0.311481994742524
0.310685366443851
0.310348495240044
0.309859377658169
0.309458772482746
0.308582267414893
0.308239562882223
0.308163669983636
0.307864096587296
0.307155602419428
0.304292239340295
0.303708633020071
0.30244193650642

0.301159008324609
0.300918031085298
0.300110931501699
0.297396621563162
0.296264069503707
0.296119660814791
0.294985358997892
0.294410442262471
0.293867435874827
0.293659121303642
0.292801465687039
0.291980724485583
0.288171428079592
0.287817086993087
0.287704374855512
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DENND4B
TNFRSF14
ATADS
ucP3
NASP
CREBZF
DNA2
NFYC-AS1
ADAT2
C3orf35
DMAP1
GTPBP2
SEC16B
XAF1

VIP
ANKHD1
ZNF514
PzpP
C50rf58
MCM3AP-AS1
S100PBP
ZNF169
MAP3K12
TTC14
NADSYN1
MSANTD2
CDH26
ZNF333
STARD9
MAU?2
TTN
MSTN
ANKRD36C
VEGFA
STX16
PRKRIP1
CAPN15
ZNF160
SRSF11
GABRE
LACTB2-AS1
CC2D2B
TRIP10
GOLGA6L9
CTAGE9
ZNF7

ENSG00000198837
ENSG00000157873
ENSG00000176208
ENSG00000175564
ENSG00000132780
ENSG00000137504
ENSG00000138346
ENSG00000272145
ENSG00000189007
ENSG00000198590
ENSG00000178028
ENSG00000172432
ENSG00000120341
ENSG00000132530
ENSG00000146469
ENSG00000131503
ENSG00000144026
ENSG00000126838
ENSG00000234511
ENSG00000215424
ENSG00000116497
ENSG00000175787
ENSG00000139625
ENSG00000163728
ENSG00000172890
ENSG00000120458
ENSG00000124215
ENSG00000160961
ENSG00000159433
ENSG00000129933
ENSG00000155657
ENSG00000138379
ENSG00000174501
ENSG00000112715
ENSG00000124222
ENSG00000128563
ENSG00000103326
ENSG00000170949
ENSG00000116754
ENSG00000102287
ENSG00000246366
ENSG00000188649
ENSG00000125733
ENSG00000197978
ENSG00000236761
ENSG00000147789

0.287561903371126
0.287449608605925
0.28721696009574

0.286549688281668
0.283064883538849
0.282168524687278
0.281601995275445
0.281133702170016
0.279192397464162
0.278890159808194
0.27783823618694

0.277714260583574
0.276395378617052
0.275006531116714
0.272538144320519
0.27251655820975

0.272331960118372
0.271861987870332
0.271830275724673
0.271666051556617
0.270311745990794
0.267362485155717
0.267046724638998
0.265174185622583
0.26470296110962

0.263038982145215
0.262796549782473
0.262525346697153
0.262437013375029
0.261999803076422
0.261737647098338
0.261071594723428
0.258544306436502
0.25830632653687

0.258084814289468
0.258031012457438
0.257969380430998
0.257663837541664
0.256484493391593
0.255716759722439
0.255635263909749
0.255630349671403
0.255190503952168
0.255131809382063
0.254402343737278
0.253963503596689
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MALAT1
ZNF182
TNK2
ZFC3H1
CDK11A
TRMT13
DDX17
VMP1
TENM1
PCBP1-AS1
AZIN2
ADORA2A
MS4A14
CCNL1
PPP1R13L
NPPA
SLC25A27
SPATA6L
POLR2F
KLHL31
RFX8
ANAPC4
C200rf197
SLC25A37
DIP2A
IFl44

KLF8
FPGT-TNNI3K
NEK3
ZNF682
DZIP1L
TBC1D26
ERCC3
LUC7L2
NXF1
ZRANB2
ANKRA2
MSH4
ARHGEF33
FAM76B
PHKA2
ADAMTS10
PPP1R12C
AKAPSL
CYP2R1
TTC32

ENSG00000251562
ENSG00000147118
ENSG00000061938
ENSG00000133858
ENSG00000008128
ENSG00000122435
ENSG00000100201
ENSG00000062716
ENSG00000009694
ENSG00000179818
ENSG00000142920
ENSG00000128271
ENSG00000166928
ENSG00000163660
ENSG00000104881
ENSG00000175206
ENSG00000153291
ENSG00000106686
ENSG00000100142
ENSG00000124743
ENSG00000196460
ENSG00000053900
ENSG00000176659
ENSG00000147454
ENSG00000160305
ENSG00000137965
ENSG00000102349
ENSG00000259030
ENSG00000136098
ENSG00000197124
ENSG00000158163
ENSG00000214946
ENSG00000163161
ENSG00000146963
ENSG00000162231
ENSG00000132485
ENSG00000164331
ENSG00000057468
ENSG00000214694
ENSG00000077458
ENSG00000044446
ENSG00000142303
ENSG00000125503
ENSG00000011243
ENSG00000186104
ENSG00000183891

0.252736287663478
0.25255109870807

0.251970878483753
0.251581306513179
0.250762460493971
0.249163438862904
0.248510349047098
0.247798932222384
0.247658732900494
0.247243607354119
0.245645853659764
0.245168230527969
0.244890006290039
0.243473709988561
0.24338832367968

0.242856033520481
0.241950473517888
0.241629728077076
0.240759051134706
0.239377560638841
0.23842465623542

0.238022074906812
0.237748066335563
0.237062085494853
0.236181266457925
0.235890451472248
0.235723686614878
0.235591359081334
0.235586821025149
0.235543359683024
0.235365811234327
0.234069308833903
0.233821378850058
0.233634201184637
0.232925351591902
0.232759935375699
0.232620059992187
0.231864535029412
0.229630289146585
0.228340001238378
0.227792433993483
0.227755379481415
0.227635835728473
0.226917358511135
0.22683429525723

0.22643921013349
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ZNF449
CCDC191
PRPF39
ANKRD36B
ZNF302
THUMPD?2
OGT
RALGDS
E4F1
ARPC4-TTLL3
LRRC36
MMP25
MICA
KLC1
ZCCHC8
PPEF2
EXOSC9
WASH2P
POGZ
ZNF248
RHEBL1
CHFR
ZNF266
DENND3
UNC13D
ORC2
ABCA10
NXF5
KDM4C
PGS1
ZNF558
FAM228B
MAK
GPCPD1
OGFR
CARDS8
PLXNA3
DCAF4L1
GABRR2
SYNGAP1
SLFN13
CCNT2
ZNF23
GABBR1
ZC3H12D
SEC14L3

ENSG00000173275
ENSG00000163617
ENSG00000185246
ENSG00000196912
ENSG00000089335
ENSG00000138050
ENSG00000147162
ENSG00000160271
ENSG00000167967
ENSG00000250151
ENSG00000159708
ENSG00000008516
ENSG00000204520
ENSG00000126214
ENSG00000033030
ENSG00000156194
ENSG00000123737
ENSG00000146556
ENSG00000143442
ENSG00000198105
ENSG00000167550
ENSG00000072609
ENSG00000174652
ENSG00000105339
ENSG00000092929
ENSG00000115942
ENSG00000154263
ENSG00000126952
ENSG00000107077
ENSG00000087157
ENSG00000167785
ENSG00000219626
ENSG00000111837
ENSG00000125772
ENSG00000060491
ENSG00000105483
ENSG00000130827
ENSG00000182308
ENSG00000111886
ENSG00000197283
ENSG00000154760
ENSG00000082258
ENSG00000167377
ENSG00000204681
ENSG00000178199
ENSG00000100012

0.224331138538939
0.224149194418273
0.22400825461131

0.223756453342382
0.223002758682921
0.222973589317717
0.222610393456992
0.222400060729565
0.222246221710651
0.220584013076514
0.220458020862422
0.220395072495104
0.220313792581239
0.220171512020929
0.219768373944153
0.219166691676701
0.219130550119442
0.218946032399114
0.218436494671897
0.218264896635119
0.218165214560028
0.217208545036425
0.216940364725758
0.215722875045352
0.215667767928993
0.215624624134236
0.21452489224283

0.213708675262134
0.21365443221287

0.213439598653779
0.213287791015048
0.213263156278068
0.21308788926532

0.212655723953724
0.212502828195204
0.211228198571471
0.210584840373864
0.210513128852776
0.210073630812149
0.209973050968681
0.209861420070145
0.209707117447876
0.208656772575198
0.208035510544423
0.20799273074168

0.207424918027661
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SREK1
FBXO43
ACTR5
CBWD6
SLC24A4
AP571
ILI8RAP
METTL17
TNRC6A
CFLAR
CELF6
ZNF519
Clorf52
ZC3H8
MSH5-SAPCD1
CENPJ
SPDYE6
SAP30BP
CAPRIN2
ANKRD49
RBM5
CEP152
VENTX
KANTR
GOLGA6L10
PRPF38B
TIAL1
SETD4
LRRC39
SRSF2
ALPK2
PRDM15
MZF1-AS1
BTAF1
NFKB2
ZNF252P-AS1
EDRF1
KMT2B
SUPT20H
WRAP73
ASIC4
KIN
AGBL3
TRAF5
PAN3
ZMIZ2

ENSG00000153914
ENSG00000156509
ENSG00000101442
ENSG00000215126
ENSG00000140090
ENSG00000242802
ENSG00000115607
ENSG00000165792
ENSG00000090905
ENSG00000003402
ENSG00000140488
ENSG00000175322
ENSG00000162642
ENSG00000144161
ENSG00000255152
ENSG00000151849
ENSG00000260097
ENSG00000161526
ENSG00000110888
ENSG00000168876
ENSG00000003756
ENSG00000103995
ENSG00000151650
ENSG00000232593
ENSG00000278662
ENSG00000134186
ENSG00000151923
ENSG00000185917
ENSG00000122477
ENSG00000161547
ENSG00000198796
ENSG00000141956
ENSG00000267858
ENSG00000095564
ENSG00000077150
ENSG00000255559
ENSG00000107938
ENSG00000272333
ENSG00000102710
ENSG00000116213
ENSG00000072182
ENSG00000151657
ENSG00000146856
ENSG00000082512
ENSG00000152520
ENSG00000122515

0.207014450738194
0.206968250905252
0.204698074501941
0.204468235398133
0.204425858801826
0.203751416087215
0.203483240515543
0.203331469778913
0.203141091248868
0.203058076222807
0.20275726034174
0.202689281129086
0.20258016314672
0.202495365543049
0.202437237148453
0.201920904028036
0.201656333144585
0.201307842177741
0.200320378141221
0.20024128058108
0.200216403156156
0.199941775651999
0.199913694389222
0.199152284831062
0.198310816083834
0.198155757552411
0.1963920899256
0.19638232423889
0.196331269633468
0.195484339222115
0.194115561460069
0.193995159307689
0.193982995816445
0.193857840014262
0.193723552749844
0.193071054823455
0.193045257294469
0.192810226187281
0.192105011125933
0.19204593879274
0.190489342091248
0.190471355600859
0.190149494447656
0.190072126285779
0.190009206641332
0.189477578399749
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AP4B1
MYSM1
LRRC69
CABP7
TRA2A
WDR74
ZDHHC17
ZNF528
GONA4L
CRAMP1
UsSP21
FBRS
RBM26
UNK
SRSF4
HNRNPA1L2
ZNF529
PRSS27
CCDC168
NSMCE4A
MYH15
CCNE2
ZNF587
ANKHD1-EIF4EBP3
PTBP2
PKD1
ZNF117
RBM25
CHRM5
TRAF3IP3
RNF44
BTN2A2
DONSON
CFAP74
GUSBP1
SUPT7L
DBF4B
ZNF500
PHF11
USP6
WDR75
SZT2
ZNF343
BCL2L2-PABPN1
NXNL2
AGAP3

ENSG00000134262
ENSG00000162601
ENSG00000214954
ENSG00000100314
ENSG00000164548
ENSG00000133316
ENSG00000186908
ENSG00000167555
ENSG00000116580
ENSG00000007545
ENSG00000143258
ENSG00000156860
ENSG00000139746
ENSG00000132478
ENSG00000116350
ENSG00000139675
ENSG00000186020
ENSG00000172382
ENSG00000175820
ENSG00000107672
ENSG00000144821
ENSG00000175305
ENSG00000198466
ENSG00000254996
ENSG00000117569
ENSG00000008710
ENSG00000152926
ENSG00000119707
ENSG00000184984
ENSG00000009790
ENSG00000146083
ENSG00000124508
ENSG00000159147
ENSG00000142609
ENSG00000183666
ENSG00000119760
ENSG00000161692
ENSG00000103199
ENSG00000136147
ENSG00000129204
ENSG00000115368
ENSG00000198198
ENSG00000088876
ENSG00000258643
ENSG00000130045
ENSG00000133612

0.189356818915593
0.189282211834203
0.188313849224158
0.188012890570578
0.187928834963113
0.187864440173701
0.187806190529233
0.187525192831569
0.187208088547618
0.187152143210586
0.187113392485618
0.186929907259064
0.186917116310896
0.1850486981041
0.184968113897335
0.184848276702961
0.184840276899951
0.184422433804435
0.184294270932835
0.184000163254881
0.183022627874413
0.182978477011021
0.182945622070378
0.18266012966367
0.182341247198946
0.18139058599599
0.181249179962916
0.180946809002503
0.180799073899926
0.180613422357853
0.180424443707681
0.180221587818229
0.179808201867229
0.179553330115714
0.178193881874495
0.178171892410639
0.177632306489963
0.177009202494131
0.176689715193922
0.175867980016917
0.175769377890675
0.175512246375749
0.175463691021159
0.175174497727047
0.175153665280499
0.174928687509111
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KNTC1
ERMN
PABPN1
FRA10AC1
ZNF397
PHF21A
SBF1
ZNF491
ADAM11
ATM
MAST3
CCDC82
RWDD3
TARBP1
DSCAML1
FAM193A
RPL21P44
ALPK1
TRAPPC2
DPY19L2P2
RGS12
PMS1
CLHC1
ATG12
SAMD3
ORMDL1
OBSCN
CRX

FUS

KATS8
STAT4
EXOSC10
HPS4
MTCL1
LRIG2
UPF3B
UHRF2
TET3
HAUS3
DGKD
U2SURP
SRSF5
UBN2
GOLGA6L4
DDX56
ILKAP

ENSG00000184445
ENSG00000136541
ENSG00000100836
ENSG00000148690
ENSG00000186812
ENSG00000135365
ENSG00000100241
ENSG00000177599
ENSG00000073670
ENSG00000149311
ENSG00000099308
ENSG00000149231
ENSG00000122481
ENSG00000059588
ENSG00000177103
ENSG00000125386
ENSG00000229585
ENSG00000073331
ENSG00000196459
ENSG00000170629
ENSG00000159788
ENSG00000064933
ENSG00000162994
ENSG00000145782
ENSG00000164483
ENSG00000128699
ENSG00000154358
ENSG00000105392
ENSG00000089280
ENSG00000103510
ENSG00000138378
ENSG00000171824
ENSG00000100099
ENSG00000168502
ENSG00000198799
ENSG00000125351
ENSG00000147854
ENSG00000187605
ENSG00000214367
ENSG00000077044
ENSG00000163714
ENSG00000100650
ENSG00000157741
ENSG00000184206
ENSG00000136271
ENSG00000132323

0.174858923257944
0.174800365349955
0.174746070025853
0.174161913306993
0.17240443486451

0.172207190434355
0.171994891112347
0.171732841707165
0.171277527888052
0.170819043242177
0.170756433109761
0.170426788107523
0.170161686396452
0.169622528192964
0.169293631472084
0.168558959959797
0.168397948292752
0.168357476598432
0.168037728784886
0.167672199680691
0.16762950700889

0.167182781747868
0.166871664873163
0.166493677524637
0.166431674460975
0.166127863979412
0.165652284368492
0.165058926578397
0.16469249523278

0.164498441478154
0.164376942673718
0.163020530212385
0.162867085667331
0.162781017747668
0.162523353632046
0.162452648829279
0.162236261078283
0.16218086132502

0.162128524620052
0.161979793933632
0.161943085104866
0.16173150026244

0.16156107268078

0.160466721262284
0.160160820718723
0.160075761380465
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ZNF76
ZNF195
ZSCAN30
CNTRL
cTc1
DGKA
FLT3LG
KIF21B
CEP290
DCUN1D4
USPL1
VCPKMT
KIAAO753
RAPGEFL1
MORN1
FGR
QRICH2
XRCC2
PTPN18
MTF2
MPZ
TMEM259
PLCXD1
ARL17A
MCF2L
YPEL3
PYHIN1
RAPGEF6
CAPN10
INTS3
KCNE3
CELSR3
SCML1
SCLT1
SPEF2
RUFY3
MYO3A
HSPB11
PLAGL1
PMS2CL
UIMC1
CSNK1E
RFX2
FBXW?7
ZNF75D
HSD17B7

ENSG00000065029
ENSG00000005801
ENSG00000186814
ENSG00000119397
ENSG00000178971
ENSG00000065357
ENSG00000090554
ENSG00000116852
ENSG00000198707
ENSG00000109184
ENSG00000132952
ENSG00000100483
ENSG00000198920
ENSG00000108352
ENSG00000116151
ENSG00000000938
ENSG00000129646
ENSG00000196584
ENSG00000072135
ENSG00000143033
ENSG00000158887
ENSG00000182087
ENSG00000182378
ENSG00000185829
ENSG00000126217
ENSG00000090238
ENSG00000163564
ENSG00000158987
ENSG00000142330
ENSG00000143624
ENSG00000175538
ENSG00000008300
ENSG00000047634
ENSG00000151466
ENSG00000152582
ENSG00000018189
ENSG00000095777
ENSG00000081870
ENSG00000118495
ENSG00000187953
ENSG00000087206
ENSG00000213923
ENSG00000087903
ENSG00000109670
ENSG00000186376
ENSG00000132196

0.159526045972893
0.159427043340516
0.159408069897682
0.158882101763075
0.158881794255447
0.15870600224084

0.158659165557022
0.158025705017254
0.157983398837085
0.157892040391911
0.157704437489166
0.157692235261583
0.15701504373597

0.156876320225958
0.156876184762449
0.156682521440117
0.156676430907573
0.156157683441563
0.156042733643853
0.155687457010504
0.155379532258754
0.155251666172189
0.155105526944498
0.154192811308577
0.153718016342502
0.153676348043122
0.153412230036651
0.153207318114862
0.153154321143651
0.153149558365675
0.152881875008796
0.152843356833769
0.152665056473207
0.152655452346594
0.15265508679984

0.152263932782473
0.152201097471025
0.152149516496357
0.151471732577948
0.151286379206117
0.151236185569968
0.151001352438813
0.150855187069698
0.150617534201315
0.150448461426815
0.15018505759932

89



COMMD3

ENSG00000148444

0.150182363055487
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TABELA SUPLEMENTAR 6: RESULTADO CO-EXPRESSAQO LIHC (p = 0,025)
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LIHC

IncRNA Gene Alvo de PUM Ensembl ID co-expressao

MCM3AP-AS1 PAXBP1 ENSG00000159086 0.188124795634632
U2SURP ENSG00000163714 0.183685967566862
DIP2A ENSG00000160305 0.182976291822738
DMTF1 ENSG00000135164 0.177488059357598
ILF3 ENSG00000129351 0.176590755132376
FNBP4 ENSG00000109920 0.176329159676362
PRPF39 ENSG00000185246 0.17578705669209
ZNF207 ENSG00000010244 0.175470330577311
MAU2 ENSG00000129933 0.173455749576296
SUGP2 ENSG00000064607 0.172982477817105
CPSF6 ENSG00000111605 0.17189427399611
TET3 ENSG00000187605 0.171757517731733
TAF4 ENSG00000130699 0.171157069599406
CCDCI93 ENSG00000125633 0.170877354270834

ENSG00000214135 0.169945020536889

ZNF37BP ENSG00000234420 0.168469162771516
MSH5 ENSG00000204410 0.168436084600045
ZNF337 ENSG00000130684 0.167170956402828
NAA25 ENSG00000111300 0.166859749587075
DENND4B ENSG00000198837 0.166777858320868
MAML1 ENSG00000161021 0.166558232699677
KCTD7 ENSG00000243335 0.165863762618941
DBF4B ENSG00000161692 0.165784819443391
CBFA2T2 ENSG00000078699 0.16539535943182
DDX39B ENSG00000198563 0.16535644643963
SOCS7 ENSG00000274211 0.164762244102317
CEP295 ENSG00000166004 0.164618470934474
ATXN7L3 ENSG00000087152 0.164251944892494
KNTC1 ENSG00000184445 0.163628422107322
TPR ENSG00000047410 0.16361186164194
ZNF587 ENSG00000198466 0.163366431066776
ATAD5S ENSG00000176208 0.163225163028358
UBAP2 ENSG00000137073 0.163027203615308
DDX55 ENSG00000111364 0.162699648990907
INCENP ENSG00000149503 0.162685957475464
PHF12 ENSG00000109118 0.162387808027165
RBM12B ENSG00000183808 0.161919959967356
ZNF8 ENSG00000278129 0.161302374011323
HECTD2 ENSG00000165338 0.161260775118713
NKTR ENSG00000114857 0.161117243238128
MSANTD2 ENSG00000120458 0.160747646723089
CEP290 ENSG00000198707 0.160325667969068
ADNP ENSG00000101126 0.159618963524593




EP400
CKAPS5
NFYA
KIF20B
RNMT
RBM25
PRRC2A
RBM39
ZBTB40
ANLN
KPNB1
DNAJC9
MSH2
ASXL1
RNF44
FAM2198B
NR2C2
LENGS8
ZNF605
YEATS2
CLK2
SETD5
TOPBP1
LUC7L3
TIA1
CCAR1
KANSL1
CCDC14
MED12
ZFC3H1
XRCC2
DNA2
CEP192
ZNF621
ZGRF1
BUB1B
ZNF169
SART3
GPATCHS8
MSL1
PAXIP1
DGKD
SENP1
RBM12
ZNF248
NCOA6

ENSG00000183495
ENSG00000175216
ENSG00000001167
ENSG00000138182
ENSG00000101654
ENSG00000119707
ENSG00000204469
ENSG00000131051
ENSG00000184677
ENSG00000011426
ENSG00000108424
ENSG00000213551
ENSG00000095002
ENSG00000171456
ENSG00000146083
ENSG00000178761
ENSG00000177463
ENSG00000167615
ENSG00000196458
ENSG00000163872
ENSG00000176444
ENSG00000168137
ENSG00000163781
ENSG00000108848
ENSG00000116001
ENSG00000060339
ENSG00000120071
ENSG00000175455
ENSG00000184634
ENSG00000133858
ENSG00000196584
ENSG00000138346
ENSG00000101639
ENSG00000172888
ENSG00000138658
ENSG00000156970
ENSG00000175787
ENSG00000075856
ENSG00000186566
ENSG00000188895
ENSG00000157212
ENSG00000077044
ENSG00000079387
ENSG00000244462
ENSG00000198105
ENSG00000198646

0.159486768529444
0.159331851959939
0.159212875352432
0.159201831835598
0.15915149544422

0.159144489242266
0.159047312670179
0.159002767793128
0.158844746109666
0.15853013312789

0.158434122343292
0.158400054494195
0.158368898268229
0.158346749276447
0.158269685458812
0.15798768205723

0.157969857859252
0.157796688849851
0.157721636610258
0.157619245875235
0.157477876649206
0.157167309080015
0.157162402758635
0.157039542756735
0.156969211922565
0.15694898451237

0.156868141558725
0.156747272006466
0.156705672991552
0.156504760084201
0.156260626375362
0.156246165871813
0.156146959748312
0.155969466944673
0.155966410342563
0.155931900272834
0.155823056203628
0.155680812551013
0.155656990270195
0.155539789182603
0.155195063312046
0.154933612198201
0.154868222900707
0.154828939474059
0.154751326822119
0.154731441552104
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L3MBTL1
RBM33
DHX35
RBM5
ZNF142
POGZ
PRPF4B
HNRNPA2B1
KIF23
NUP205
CENPF
ANKRD52
TSC1
ORC2
TBC1D12
RALGAPB
DIDO1
CENPE
PMS1
SF3B1
ZNF37A
KANSL2
GPSM2
GON4L
STIL
KMT2D
SREK1
XPO1
PRDM10
QSER1
UBAP2L
FOXM1
LSM14B
ZSCAN25
CRLF3
STX16
KMT2B
SRSF11
CNOT6
MAPKBP1
RBM28
SFSWAP
CAD
DCAF16
NSD1
ABCC10

ENSG00000185513
ENSG00000184863
ENSG00000101452
ENSG00000003756
ENSG00000115568
ENSG00000143442
ENSG00000112739
ENSG00000122566
ENSG00000137807
ENSG00000155561
ENSG00000117724
ENSG00000139645
ENSG00000165699
ENSG00000115942
ENSG00000108239
ENSG00000170471
ENSG00000101191
ENSG00000138778
ENSG00000064933
ENSG00000115524
ENSG00000075407
ENSG00000139620
ENSG00000121957
ENSG00000116580
ENSG00000123473
ENSG00000167548
ENSG00000153914
ENSG00000082898
ENSG00000170325
ENSG00000060749
ENSG00000143569
ENSG00000111206
ENSG00000149657
ENSG00000197037
ENSG00000176390
ENSG00000124222
ENSG00000272333
ENSG00000116754
ENSG00000113300
ENSG00000137802
ENSG00000106344
ENSG00000061936
ENSG00000084774
ENSG00000163257
ENSG00000165671
ENSG00000124574

0.154663983631897
0.15458468926774

0.154514434970138
0.154509674327744
0.154504083419215
0.154457754102406
0.154273158886524
0.154199424120532
0.154182831684319
0.154130459798562
0.154024411577195
0.153842575193807
0.153776053280507
0.153576338891391
0.153440974852241
0.153418014289863
0.153240615117401
0.153163060976456
0.15312462094401

0.153115907695107
0.153065011019694
0.152940308209241
0.152658312361122
0.152488877809557
0.152480785241286
0.152386385184232
0.152286287225549
0.152211630583265
0.152153159292742
0.151910738191941
0.151540627255764
0.151319136293824
0.151220867163236
0.151140614549845
0.151035813671324
0.151024189273049
0.150916790861007
0.150790245168156
0.150720989823936
0.150424831484245
0.150368288832291
0.150293696696659
0.150211788932218
0.150130173190545
0.150117538619697
0.150109061124854
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ZNF26
DHX9

ENSG00000198393
ENSG00000135829

0.150077668778153
0.1500098071855
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TABELA SUPLEMENTAR 7: RESULTADO CO-EXPRESSAO LUAD (p = 0,003)
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LUAD

IncRNA Gene Alvo de PUM Ensembl ID co-expressao

MCM3AP-AS1 DIP2A ENSG00000160305 0.209361737764881
PAXBP1 ENSG00000159086 0.206054090235826
PRDM15 ENSG00000141956 0.197624271885805
RUSC1-AS1 ENSG00000225855 0.196176440120321
ZNRD1ASP ENSG00000204623 0.191923950954522
MSH5 ENSG00000204410 0.190648974324805
LUC7L3 ENSG00000108848 0.184905630626936
RBM33 ENSG00000184863 0.184887226198263
DDX39B ENSG00000198563 0.179681162071099
RBM25 ENSG00000119707 0.178665155315322
TARBP1 ENSG00000059588 0.176123564694017
CTAGE7P ENSG00000233122 0.175377280365787
DMTF1 ENSG00000135164 0.174557146200256
RPL32P3 ENSG00000251474 0.173317440723576
FNBP4 ENSG00000109920 0.169605191169103
MYSM1 ENSG00000162601 0.169186647527297
UBN2 ENSG00000157741 0.168959492920484
NKTR ENSG00000114857 0.168305374712232
NFYC-AS1 ENSG00000272145 0.16824697208262
RBM39 ENSG00000131051 0.167957855378946
PCNT ENSG00000160299 0.167877775702427
CCDC14 ENSG00000175455 0.167789807821302
PRPF39 ENSG00000185246 0.1642621470327
SRSF11 ENSG00000116754 0.16358500218809
CCNL2 ENSG00000221978 0.163482976020799
CREBZF ENSG00000137504 0.162729801142655
PABPC1L ENSG00000101104 0.162170526254401
MDM4 ENSG00000198625 0.16192999603933
GON4L ENSG00000116580 0.161045435386705
PNN ENSG00000100941 0.160341541573521
ZNF37BP ENSG00000234420 0.158617827599451
SS18L1 ENSG00000184402 0.158290138396448
L3MBTL1 ENSG00000185513 0.156894483330721
ZNF337 ENSG00000130684 0.156618230421769
CLK2 ENSG00000176444 0.156322293435989
S100PBP ENSG00000116497 0.15600201429163
ZNF169 ENSG00000175787 0.155851478235526
SUGP2 ENSG00000064607 0.155789074750746
NFATC2IP ENSG00000176953 0.154845437673502
ZNF514 ENSG00000144026 0.154212127091893
PRPF3 ENSG00000117360 0.154113585680267
EDRF1 ENSG00000107938 0.153836948349606
POGZ ENSG00000143442 0.15357591314927




ZC3H8
TNRC6A
PCGF3
BRWD1

ENSG00000144161
ENSG00000090905
ENSG00000185619
ENSG00000185658
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0.153565203196492
0.153329633036071
0.15113172435516

0.150797725751078




TABELA SUPLEMENTAR 8: RESULTADO CO-EXPRESSAO PRAD (p = 0,01)

PRAD

IncRNA Gene Alvo de PUM | Ensembl ID co-expressao

LINC00115 CCNL2 ENSG00000221978 |0.23740146879768
MSH5 ENSG00000204410 |0.219291772666359
SLC25A27 ENSG00000153291 |0.210510877119948
RSRP1 ENSG00000117616 |0.207707923394162
CSAD ENSG00000139631 |0.200071114316384
DDX39B ENSG00000198563 |0.19839816575215
KIAAO895L ENSG00000196123 |0.195220163220195
RUSC1-AS1 ENSG00000225855 |0.193882841446249
LENG8 ENSG00000167615 |0.182441933192242
NFYC-AS1 ENSG00000272145 |0.181641363693323
PABPN1 ENSG00000100836 |0.180325116273024
CLK2 ENSG00000176444 |0.178090511900437
RBM39 ENSG00000131051 |0.178088217856548
MSH5-SAPCD1 ENSG00000255152 |0.175549457854274
PCGF3 ENSG00000185619 |0.174574809672295
ZNF26 ENSG00000198393 |0.173937549800184
ANKZF1 ENSG00000163516 |0.172560689982254
ZNF76 ENSG00000065029 |0.172381400903885
FAM227A ENSG00000184949 |0.168698357004205
ANKRD10 ENSG00000088448 |0.16740387967031
WDR90 ENSG00000161996 |0.166455250792663
LEAP2 ENSG00000164406 |0.165778320972252
RBM5 ENSG00000003756 |0.165271963551798
ARGLU1 ENSG00000134884 |0.163799095994021
SPATA24 ENSG00000170469 |0.163097398688081
SH2B1 ENSG00000178188 |0.163086057583627
OGT ENSG00000147162 |0.162424139451446
MZF1-AS1 ENSG00000267858 |0.161662563835797
CLK1 ENSG00000013441 |0.160669549436228
CTAGE7P ENSG00000233122 |0.160477529112637
PNN ENSG00000100941 |0.16038376842221
TRIMS52 ENSG00000183718 |0.160032585451442
PHYKPL ENSG00000175309 |0.159597944506123
LUC7L3 ENSG00000108848 |0.159326688829422
LUC7L ENSG00000007392 |0.15623543854741
MAPKS8IP3 ENSG00000138834 |0.155741390222736
PRPF39 ENSG00000185246 |0.155443613944322
ZNF559-ZNF177 ENSG00000270011 |0.153663906694728
L3MBTL1 ENSG00000185513 |0.153213815615804
PRPF3 ENSG00000117360 |0.153169322218172
MSANTD2 ENSG00000120458 |0.150650640955479

C8orf34-AS1 | C8orf34 ENSG00000165084 |0.294033253180102

RHPN1-AS1 ARHGAP39 ENSG00000147799 |0.156617478961215
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ZNF252P-AS1 | CSAD
LEAP2
RSRP1

ENSG00000139631 |0.166564971519545
ENSG00000164406 |0.15175336634443
ENSG00000117616 |0.151631239324304
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TABELA SUPLEMENTAR 9: GENES ALVOS DE PUM

DIFERENCIAMENTE EXPRESSOS logFC>0

Cancer

IncRNA co-expresso

Gene Alvo

BLCA

LINC00115

CCNL2

COAD

MCM3AP-AS]

ccpei14
FNBP4
DDX398
PAXBP1
MSH5
NKTR
RUSC1-AS1
ADAT2
TARBP1
ZNF37BP
SUGP2
ZFC3H1
0GT
PNISR
CREBZF
ZNF621
CCDC150
SLC25A27
RBM33
LUC7L3
ZNF514

PAN3-AS1

PAN3
SUPT20H
STX16
RBM39
USPL1
UPF3A
ANKRD10
MTRF1
SLC25A27
CENPJ
RBM26
CDC16
NHLRC3

ESCA

Cl5o0rf54

PCDH17
CEP135
ESM1
TMEM26

HNSC

IGF2-AS

ITGA11
ASPN
MMP11
COL11A1
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LRRC15
SGIP1
COL3A1
NOX4
LUM
CTHRC1
POSTN
P4HA3
EFEMP2
COL8A1
HEPH

IGF2BP2-AS1

IGF2BP2

LINCO1484

PIM2

LINCO1619

BTG1
CLEC2D

LINCO1343

POU3F1

LINCO0115

CCNL2
KIAAO895L
PABPC1L
RSRP1
GABBR1
DDX39B
PRPF39
RUSC1-AS1
MSH5
TAF1C
CLK2
RBM39
CLK1
LENGS
CSAD
CCNL1
VMP1
CCDC150
E4F1
CDK11A
AGER
SRSF11
DMTF1

KIRC

LINCO1011

HCG27
CLK2
PPFIA4
AGER
PRPF3
MSH5
ANKZF1
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WDR90
CLK1
CCNL2
CLK4
PHYKPL
ANKRD10
PARP6
KIAAO895L
SIRT7
AMY2B
SFSWAP
DMTF1
MAPKS8IP3
NUP85
RUSC1-AS1
ZNF276
TTC31
PCGF3
PPP4RI1L
INTS6L
TRIM52
RAB24
FNBP4
GTPBP2
CCDC14
ZNF337
THOC1
RSRP1
VEGFA

MALAT1

RUSC1-AS1
NKTR
TTLL3
LENGS
CSAD
LUC7L
AMY2B
MSH5
MDM4
CCNL2
RSRP1
DMTF1
RPL32P3
MAPKS8IP3
TRIM52
FNBP4
RBM33
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102

PABPC1L
KIAAO895L
ZNF841
ZNF276
CCNL1
ZNF337
RRN3P1
ARGLU1
AGER
ANKRD36
THOC1
MAN2C1
PCGF3
ZNF354B
CCDC14
ANKRD10
CLK1
PRPF3
TIA1
OFD1
HCG27
CLK2
INTS6L
SFSWAP
GSAP
PARP6
ZGRF1
ZFC3H1
DDX55
PIDD1
RUFY3
PPP4AR1L
RIMKLB
ANKRD36B
STX16
PATL2
CDK11A
CLK4
GOLGA6L4
GABRE
VMP1
DIP2A
PHYKPL
MAP3K12
ZNF160
NADSYN1



STARD9
DNA2
PPFIA4

HCG27

MSH5
PRPF3
AGER
RUSC1-AS1
CLK4
TRIM52
CCNL2
RRN3P1
CLK2
PHYKPL
KIAAO895L
AMY2B
CLK1
ZNF276
LENG8
DMTF1
MDM4
WDR90
INTS6L
ANKZF1
PARP6
MAPKSIP3
CSAD
PPFIA4
SFSWAP
RSRP1
ZNF354B
RPL32P3
FNBP4
TTLL3
PATL2
ZNF337
CCDC14
TTC31
THOC1
CLEC2D
PPP4R1L
STX1B
PCGF3
RBM33
GSAP
ANKRD10
N4BP2L1
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104

RAB24
LUC7L
PABPC1L
NUP85
ARGLU1
SIRT7
TIA1
MAN2C1
ANKRD36
ZGRF1
OFD1
DDX55
SH3BP2
ZNF841
PIDD1
NKTR
DENND4B
TNFRSF14
DNA2
GTPBP2
SEC168B
XAF1
S100PBP
MAP3K12
NADSYN1
STARD9S
VEGFA
STX16
CAPN15
ZNF160
GABRE
TRIP10
CTAGES
MALAT1
TNK2
ZFC3H1
CDK11A
VMP1
TENM1
PCBP1-AS1
ADORA2A
MS4A14
CCNL1
PPP1R13L
RFX8
SLC25A37
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DIP2A
IF144
KLF8
FAM76B
PHKA2
ADAMTS10
RALGDS
LRRC36
MMP25
ZCCHC8
ZNF248
RHEBL1
CHFR
DENND3
UNC13D
OGFR
CARDS8
PLXNA3
SLFN13
ZC3H12D
AP571
IL18RAP
SAP30BP
ALPK2
NFKB2
KMT2B
AGBL3
TRAF5
ZMIZ2
WDR74
GON4L
FBRS
CCNE2
PKD1
TRAF3IP3
RNF44
BTN2A2
DONSON
NXNL2
AGAP3
KNTC1
PHF21A
SBF1
ATM
MAST3
TARBP1



DSCAML1
DPY19L2P2
RGS12
ATG12
SAMD3
OBSCN
STAT4
HPS4
MTCL1
TET3
DGKD
GOLGA6L4
DDX56
DGKA
FLT3LG
KIF21B
RAPGEFL1
FGR
PTPN18
MCF2L
PYHIN1
KCNE3
RUFY3
MYO3A
PLAGL1
CSNK1E
RFX2
HSD17B7

LIHC

MCM3AP-AS1

PAXBP1
U2SURP
DMTF1
ILF3
FNBP4
PRPF39
ZNF207
SUGP2
CPSF6
TAF4
CCDC93
ZNF37BP
MSH5
ZNF337
NAA25
DENND4B
MAML1
KCTD7
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LUAD

MCM3AP-AS1

MSH5
DDX39B
TARBP1
CCNL2
CREBZF
PABPCIL
GON4L
CLK2
PRPF3
ZC3H8
PCGF3

PRAD

LINCO0115

CCNL2
MSH5
SLC25A27
RSRP1
CSAD
KIAAO895L
LENGS
MSH5-SAPCD1
ANKZF1
ANKRD10
WDR90
ARGLU1
OGT
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