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RESUMO

Microambientes tumorais hipoxicos, caracterizados como regides com niveis
reduzidos de oxigénio, sdo comuns em tumores soélidos. A hipdxia desempenha um
papel importante na malignidade e progresséo do cancer. Refor¢co da atividade de
células imunossupressoras, bloqueio de fungdes de células efetoras, diminuicdo da
producdo de citocinas e inibicdo de respostas do sistema imune sdo alguns dos
efeitos causados pela mudanca de expressdo génica ocasionada pela hipdxia.
Nessa condigao, enquanto as taxas gerais de sintese de RNA e proteina diminuem,
a expressao de genes especificos € induzida a nivel transcricional para mediar
respostas adaptativas que tem por objetivo manter a homeostase. Esse
comportamento remodela o microambiente tumoral, podendo desencadear fendtipos
agressivos. As adaptagcdes microambientais causadas pela hipoxia também afetam a
eficacia de terapias tradicionais. Usando dados imunogenémicos de Pan-cancer de
estudos anteriores, propde-se uma abordagem bioinformatica para busca de genes
de hipodxia relacionados ao sistema imunologico na visao geral do Pan-cancer. Os
dados de RNA-seq da coorte Pan-cancer do The Cancer Genome Atlas (TCGA)
foram analisados e as métricas de signal-to-noise ratio foram aplicadas. A analise
identificou padrdes de expressao para genes de hipdxia entre subtipos imunoldgicos.
Os genes foram reduzidos a uma lista dos mais regulados para cima e para baixo.
Os genes especificos dos subtipos forneceram as informagbes mais relevantes,
enquanto PIK3CD, o unico comum a todos os subtipos, corrobora as propriedades
previamente descritas para os grupos imunes. Este estudo destaca a necessidade
de descrever profundamente o papel da hipéxia como reguladora da resposta imune
em tumores, fornecendo novas perspectivas sobre diagnostico, prognéstico e alvos
terapéuticos na terapia do cancer.

Palavras-chave: Pan-cancer, microambiente hipoxico, resposta imune, subtipos
imunes



ABSTRACT

Hypoxic tumor microenvironments, characterized by regions with reduced oxygen
levels, are common in solid tumors. Hypoxia plays an important role in malignancy
and cancer progression. Enhancement of immunosuppressive cell activity, blockage
of effector cell functions, decrease in cytokine production and inhibition of immune
system responses are some of the effects caused by the change in gene expression
caused by hypoxia. Under this condition, while the general rates of RNA and protein
synthesis decrease, the expression of specific genes is induced at the transcriptional
level to mediate adaptive responses that aim to maintain homeostasis. This behavior
reshapes the tumor microenvironment, which can trigger aggressive phenotypes.
Microenvironmental adaptations caused by hypoxia also affect the efficacy of
traditional therapies. Using Pan-cancer immunogenomics data from previous studies,
we propose a bioinformatic approach to look for immune-related hypoxia genes in
Pan-cancer overview. RNA-seq data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) Pan-
cancer cohort was analyzed, and signal-to-noise ratio metrics were applied. The
analysis identified expression patterns for hypoxia genes among immunological
subtypes. Genes were narrowed into a list of the most up- and down-regulated. Ace
genes (subtype-specific) provided the most relevant information, while PIK3CD, the
only wildcard (common for all subtypes), corroborates properties previously
described for the immune groups. This study highlights the need to deeply describe
the role of hypoxia as a regulator of the immune response in tumors, providing new
perspectives on diagnosis, prognosis, and therapeutic targets in cancer therapy.

Key-words: Pan-cancer, hypoxic microenvironment, immune response, immune
subtypes
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1 INTRODUGAO

Quando a demanda de oxigénio de um microambiente tecidual excede a
oferta, caracteriza-se o estado de hipoxia (PIETROBON; MARINCOLA, 2021).
Embora alguns processos fisioldgicos funcionem nessas condi¢des, a desregulagao
da sinalizagdo de hipdxia esta relacionada a uma variedade de doengas
(BALAMURUGAN, 2016). E comum em tumores sdlidos, pois o suprimento
sanguineo pode tornar-se insuficiente ao tecido em alta proliferagdo (LIU et al.,
2020). Enquanto as taxas gerais de sintese de RNA e proteinas diminuem em
resposta a hipoxia, a expressdo de genes especificos € induzida a nivel
transcricional. Tais respostas sao medidas adaptativas (VITO; EL-SAYES;
MOSSMAN, 2020) que contribuem para propriedades malignas como progressao
tumoral, invasao e metastase (LIU et al., 2020).

A desregulacdo de expressao génica resulta em remodelamento do
microambiente tumoral (TME) e tem grande potencial para originar fendtipos
agressivos de cancer (PIETROBON; MARINCOLA, 2021). A populacao de células
imunes, como um elemento importante do TME, ¢é direta e indiretamente afetada por
ele (BALTA; WABNITZ; SAMSTAG, 2021). Ao reforcar atividade de células
imunossupressoras, bloquear funcdes de células efetoras, e diminuir producdo de
citocinas, a hipoxia pode causar inibicdo de respostas do sistema imune (DING et
al., 2021).

Devido a sua alta influéncia no desenvolvimento e prognéstico do cancer, o
perfil imunolégico do TME é um fator chave para prever o comportamento do tumor.
Usando dados de imunogendmica, Thorsson e colaboradores (2018) foram capazes
de analisar o TME classificando tumores solidos em seis subtipos imunes distintos.
C1 exibe alta expressao de genes angiogénicos, alta taxa de proliferacéo e infiltrado
imune com resposta predominante de células Th2. As respostas predominantes de
C2 envolvem expressao de IFN-y, esse grupo tem forte sinal de células T CD8+, a
maior diversidade de receptores de células T e alta taxa de proliferacdo. C3 € um
subgrupo de caracteristicas altamente inflamatérias, apresenta elevada expresséo
de genes relacionados a Th17 e Th1 e a proliferacéo de células tumorais é baixa a
moderada. C4 apresenta supressao de resposta Th1, porém alta resposta associada

a macroéfagos do tipo M2. C5 é caracterizado como imunologicamente silencioso,
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tem baixa atividade de linfécitos e, dentre os grupos, a maior resposta por
macrofagos. C6 é caracterizado pela expressdo de TGF-3, além de um alto infiltrado
linfocitario com distribuicdo uniforme de células T do tipo | e Il (THORSSON V,
2018).

Considerando seu importante papel em tumores agressivos e resistentes a
tratamentos, desenvolver métodos de identificacdo e classificacdo de hipdxia
tumoral pode auxiliar abordagens mais eficazes de progndstico e decisbes de
tratamento. Com base nisso, este trabalho avalia 0 comportamento da expressao de
genes e de fatores relacionados a hipdxia. A analise utilizou conjuntos de genes de
hipéxia que apresentam expressao diferencial em cada um dos perfis imunolégicos
descritos por Thorsson, et al. (2018). A partir de dados de Pan-cancer, pretende-se
descrever assinaturas de genes de hipdxia para os subtipos imunes.

A diversidade de populagcbdes celulares em tumores humanos sugere que
tratamentos oncoldgicos cada vez mais personalizados sao necessarios para atingir
resultados eficazes. A hipdxia € capaz de alterar a expressao génica, entretanto, ha
muito a se investigar quanto ao perfil regulatério deste importante “Hallmark”

expresso em diversos tumores.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 HIPOXIA TUMORAL

Tumores apresentam caracteristicas proprias que favorecem sua sobrevivéncia e
crescimento. Diferentemente de tecidos ndao tumorais, seus microambientes sao
capazes de se adaptar a condigdes extremas como a baixa oxigenagédo (SUN et al.,
2021). A condigdo de hipdxia cria um microambiente propicio a um conjunto de
caracteristicas classificadas como Hallmarks do cancer (Figura 1), € muito comum
em tumores solidos, uma vez que a alta velocidade da proliferagdo de células causa
um desequilibrio entre a oferta e a demanda de oxigénio (PETROVA et al., 2018).
Pode desencadear mudangas de expressdo génica e subsequentes alteracdes

protedmicas, afetando funcdes celulares (NAJAFI et al., 2020).

FIGURA 1 - HALLMARKS DO CANCER
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FONTE: elaborada pela autora (2022) com base em (HANAHAN, 2022).

Tomando os vasos sanguineos como ponto de referéncia, € possivel identificar

trés diferentes regides em um tumor. A primeira consiste em células bem oxigenadas
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e proximas ao vaso. A segunda é uma area afastada e de necrose, onde ha morte
celular por asfixia. A terceira € intermediaria entre as outras duas e consiste em
células viaveis, mas hipdxicas. Tratamentos oncolégicos sdo, muitas vezes, eficazes
na eliminagdo das células da primeira regido, bem oxigenadas e em proliferacao,
mas costumam encontrar resisténcia das células da terceira regido (SCHITO;
SEMENZA, 2016). Para aumentar a entrega de oxigénio e reestabelecer a
homeostase, o tecido hipoxico estimula angiogénese, porém de modo cadtico e
desordenado, assim como a multiplicacdo caracteristica das células tumorais. Os
vasos sanguineos se originam com defeitos estruturais, perpetuando a dificuldade
de difusdo de nutrientes e medicamentos (SAMANTA; SEMENZA, 2018).

Eventos de hipdxia compartiiham vias importantes com a transicao epitélio-
mesenquimal (EMT) (TAM; WU; LAW, 2020). EMT é a transdiferenciacéo de células
epiteliais, conferindo plasticidade. E um importante fator para todas as etapas de
metastases (NOMAN et al., 2015). Além disso, em resposta a insuficiéncia de
oxigénio, ha reprogramacdo metabdlica das células tumorais, afetando glicdlise,
sintese de glicogénio, fosforilagdo oxidativa e metabolismo lipidico (ZHANG et al.,
2019).

O microambiente hipéxico € complexo e, quando presente em tecidos tumorais,
pode se organizar em um ciclo de retroalimentagcdo (SAMANTA; SEMENZA, 2018).
Os mecanismos de adaptagdo moldam as novas caracteristicas tumorais, originando
e perpetuando um fendtipo agressivo (ZHANG et al., 2020). Tumores hipdxicos
muito comumente estao associados a um pior prognostico, maior taxa de recorréncia

e menor tempo de sobrevida (MUZ et al., 2015).

2.1.1 Fatores induziveis por hipoxia

O estresse hipoxico ao tecido tumoral induz respostas adaptativas
importantes, dentre elas a mudanca no perfil transcriptdmico. Essa adaptagao
celular € amplamente mediada por uma familia de fatores de transcrigao
denominados fatores induziveis por hipdxia (HIFs). Sua atividade envolve induzir a
expressao de conjuntos de genes que, em TME, estdo envolvidos em proliferagéo

celular, metabolismo, angiogénese e metastase (BALAMURUGAN, 2016).
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HIFs sdo compostos pelas subunidades HIF-a e HIF-B, sendo a primeira
sensivel a taxa de oxigénio e a segunda, estavel. A ativagdo transcricional pelos
HIFs ocorre, majoritariamente, em condigdes hipoxicas, quando as subunidades sao
capazes de formar um complexo. (SAMANTA; SEMENZA, 2018).

FIGURA 2 — FATORES INDUZIVEIS POR HIPOXIA EM NORMOXIA E HIPOXIA

HIPOXIA
HIF-B
7> —>
HIF-B
HIF-B
e
e
02
.02 5y & -
“ 02 = = @‘g‘% —_— > -
prolinas 92 hidroxilagdo degradacio W -
t L=
t t -
NORMOXIA

FONTE: elaborada pela autora (2021) com base em (PETROVA et al., 2018).
LEGENDA: Cada HIF-a contém dois residuos de prolina que, na presenga de oxigénio, sao
hidroxiladas por PHDs (proteinas contendo o dominio prolil-hidroxilase). A hidroxilagdo promove a
ligacdo a pVHL (supressor tumoral Von Hippel-Lindau). A ligagdo a pVHL leva a ubiquitinagdo
(marcacédo de proteinas para degradacao pelo proteassomo) de HIF-a e sua, entdo, degradacéo. Na
falta de oxigénio, HIF-a ndo é degradado, possibilitando sua entrada no nucleo e ligagado a HIF-3. O
complexo formado por HIF-a e HIF-3 é capaz de regular expresséo génica.

Genes alvos de HIFs apresentam sequéncias curtas e especificas de DNA
chamadas de elementos de resposta a hipdxia (HREs). Quando o complexo se liga a
um HRE ocorre a ativagao da transcricao daquele gene (SEMENZA, 2020).

HIF-1a possui outras duas isoformas, HIF-2a e HIF-3a. Enquanto HIF-1a é
codificado por diversos organismos pluricelulares e expresso em todos os tecidos de
mamiferos estudados, os outros dois membros da familia HIF-a estdo presentes
apenas em vertebrados e sua expressao € restrita a alguns tecidos (SEMENZA,

2020). HIF-2a apresenta papéis diferentes de HIF-1a na progressao tumoral. Um
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exemplo disso é a deplecdo de HIF-1a em células endoteliais que suprime a
migragdo de células tumorais, enquanto a deplecdo de HIF-2a estimula a
propagacao metastasica. HIF-3a, apesar de identificado, ainda ndo é bem estudado
(PETROVA et al., 2018).

HIF-1a é altamente expresso na maioria dos tumores humanos comuns e suas
metastases e é capaz de ativar a transcricao de genes que codificam eritropoietina,
transportadores de glicose, enzimas glicoliticas, fator de crescimento endotelial
vascular e outros genes cujos produtos proteicos aumentam a distribuicdo de Oz ou
facilitam a adaptacdo metabdlica a hipoxia (SEMENZA, 2000).

2.2 SISTEMA IMUNE E HIPOXIA TUMORAL

Embora as células tumorais possam crescer e proliferar sob estresse hipdxico
devido ao remodelamento TME, muitas vezes essa condi¢céo € hostil a elementos do
sistema imunoldgico (VITO; EL-SAYES; MOSSMAN, 2020).

A ativacao de fatores induziveis por hipdxia, principal resposta do tecido a
falta de oxigénio, afeta diversas populagdes de células imunes. HIFs estao ligados a
sobrevivéncia e fungdo de células B e T, neutrdfilos, macréfagos e células
dendriticas.

A hipdxia pode estabelecer um microambiente imunossuprimido ao bloquear
funcdes de células efetoras, diminuir apresentacdo de antigenos e aumentar
expressao de citocinas imunossupressores (DING et al., 2021). DePeaux e Delgoffe
(2021) sugerem que uma dessas citocinas, a PD-1, torna os tumores hipdxicos
resistentes, uma vez que o aumento da disponibilidade de PD-1 resulta em uma
barreira para a funcdo de células T, impedindo sua ativacdo e favorecendo que
funcionem em “estado de exaustdo” e menor eficacia (DEPEAUX; DELGOFFE,
2021).

Em nichos hipdxicos, o estimulo a sintese de IL-4, IL-10 e IL-13, induz
macrofagos do tipo M2, conhecidos como macrofagos associados a tumores
(TAMs), um fenotipo agressivo com caracteristicas altamente pro-tumorais. Elevados
niveis de TAMs levam a uma menor resposta terapéutica (VITO; EL-SAYES;
MOSSMAN, 2020).
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Compreender a configuragdo imunoldgica do TME é crucial para prever
comportamento tumoral (BALTA; WABNITZ; SAMSTAG, 2021).

2.3 TRATAMENTOS

Idealmente, terapias direcionadas a alvos almejam atingir células especificas,
ndo atingindo significativamente as ndo cancerosas. No entanto, as vias de
regulacdo de hipoxia sdo altamente complexas e contém cascatas de sinalizagéo
interconectadas e mecanismos de sobreposicdo, dificultando a seletividade
(ALBADARI; DENG; LI, 2019).

A hipéxia é um obstaculo para um dos tratamentos de cancer mais
convencionais e amplamente aplicados, a radioterapia. Quando absorvida por
material bioldgico, a radiagédo ionizante produz radicais livres chamados espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas espécies altamente instaveis reagem com
oxigénio danificam irreversivelmente o DNA da célula tumoral, resultando em
apoptose. Pela falta de oxigénio, a hipdxia limita a agcdo de ROS, tornando o tecido
até trés vezes mais resistente em comparagdo com tecido normoxico. Aumentar a
dose é inviavel, pois afeta muito significativamente as células saudaveis. Dar
continuidade & radioterapia pode induzir um fendtipo mais agressivo pela
persisténcia e subsequente multiplicagado das células hipoxicas (GRAHAM; UNGER,
2018).

Nenhum tratamento oncolégico implementado atualmente tem como foco (ou
apoio) uma abordagem anti-hipdxia. As estratégias propostas até entdo tiveram
resultados modestos e/ou impraticabilidade clinica. Dentre as ja testadas, o uso de
drogas que formam espécies citotoxicas em hipdxia tem por objetivo poupar tecidos
bem oxigenados. A tirapazamina faz parte de uma classe de compostos que se
torna 300 vezes mais citotoxica em tecidos pouco oxigenados, mas nao apresenta
resultados satisfatorios. O obstaculo para esse tipo de abordagem é a caracteristica
perfusdo restrita nos tecidos alvos. Problema similar ocorre com farmacos para
tornar ceélulas hipdxicas radiossensiveis, mimetizando oxigénio (COATES;
SKWARSKI; HIGGINS, 2019).

Baixos niveis de oxigénio estdo diretamente relacionados a suprimento

sanguineo, outra abordagem muito explorada de tratamento. Inibidores do fator de
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crescimento endotelial (VEGF) tem por objetivo diminuir a angiogénese, bloqueando
o crescimento tumoral. Ainda que em camundongos a abordagem VEGF se mostre
eficaz e promissora, em tumores humanos n&o atinge os mesmos resultados
(SITOHY; NAGY; DVORAK, 2012). Tratamentos baseados nesse alvo sozinho muito
comumente resultam em resisténcia as drogas utilizadas. Seu efeito inicial aumenta
a taxa de hipoxia, que sinaliza a via de HIFs e acaba por induzir maior transcri¢ao de
VEGF (FALLAH; RINI, 2019). Outra limitagdo desse alvo terapéutico é a
heterogeneidade tumoral. Em humanos, vasos sanguineos podem se tornar
independentes de VEGF, tornando-os nao responsivos a terapias com esse alvo
(SITOHY; NAGY; DVORAK, 2012).

Porém, agentes inibidores de angiogénese sdo controversos, pois acredita-se
que podem resultar em correcdo de anormalidades vasculares (SYRENSEN;
HORSMAN, 2020). Jain, R. K. (2001) defende a hipétese de que a vasculatura
defeituosa e cadtica estimulada pelo estresse hipoxico poderia ser revertida pelo uso
de agentes antiangiogénicos. Ao impedir o desenvolvimento de vasos por esse tipo
de microambiente, haveria reestabelecimento de tecido tumoral normoxico (JAIN,
2001).

A hipétese de “normalizagao vascular” influencia o desenvolvimento de novos
tratamentos para tumores hipdxicos. Liu (2021) introduz uma abordagem que
combina imuno e radioterapia. Nessa estratégia, a imunoterapia tem como papel
restaurar a viabilidade dos vasos pela indugao de interferon y e, com isso, aumentar
a sensibilidade do tecido a radiacdo. Os resultados podem ser positivos, mas
dependem do tipo de tumor tratado, uma vez que a etapa de imunoterapia se
mostrou eficaz em somente 9 tipos de tumores solidos. Prever a eficacia dessa
abordagem requer que sejam determinados marcadores imunes especificos (LIU et
al., 2021).

Uma das abordagens mais promissoras de imunoterapias é a de inibidores de
checkpoints (ICls). ICIs utilizam anticorpos monoclonais contra agentes que
bloqueiam fungdes antitumorais do sistema imunologico, como a CTLA-4 e o PD-1.
Porém, a composicdo do TME pode ser uma barreira para o uso dessa técnica,
principalmente quando ha nichos hipdxicos. A insuficiéncia de oxigénio nessas

regides pode acarretar em imunossupressao e resisténcia (WANG et al., 2021).
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2.4 ASSINATURAS DE HIPOXIA

A relacdo entre hipoxia e progressao do cancer torna crucial desenvolver
formas de identificar esse tipo de tumor na clinica. Apesar de disponiveis, as
abordagens para mensuragdo dos niveis de oxigénio tumorais sao limitadas.
Assinaturas de expressao génica referem-se a conjuntos de genes capazes de
indicar um fendtipo de interesse com base na analise dos seus padrées de
expressao (YANG; WEST, 2019) e podem ser uteis para substituir ou complementar
as abordagens existentes.

A busca por assinaturas de hipoxia tumoral € promissora para valor
progndéstico ou como auxilio em decisdes terapéuticas (ZHANG et al., 2020) e vem
sendo alvo de interesse de grupos de pesquisa.

Yang e colaboradores (2021a) identificaram uma assinatura de genes de
hipéxia relacionados a resposta imune em cancer de mama triplo-negativo. O
modelo desenvolvido foi capaz de prever sobrevida e identificar alto risco para os
pacientes com esse tipo tumoral. Os resultados do estudo podem se tornar uma
ferramenta de selegcao de pacientes para terapias com alvo em hipoxia (YANG et al.,
2021a).

Visando o aprimoramento do progndstico de cancer de estdmago, Liu e
colegas (2020) desenvolveram uma assinatura de genes baseada na interacdo de
hipoxia e sistema imunoldgico no ambiente gastrico. Além de descobrirem que tanto
a hipoxia quanto o estado imune do microambiente tumoral associam-se a sobrevida
do paciente, também puderam desenvolver uma assinatura de 3 genes capaz de ser
aplicada para classificagéo de prognéstico (LIU et al., 2020).

A relacao de status de hipdxia e sistema imune no contexto do melanoma
também gerou resultados relevantes por Shou e colaboradores (2021). O grupo nao
s6 definiu uma assinatura de 11 genes relacionados a hipdxia, como identificou o
escore de hipdxia como um fator de progndstico independente e capaz de predizer o
microambiente imunoldgico para esse tipo tumoral (SHOU et al., 2021).

O desenvolvimento de assinaturas de hipdéxia tumoral € um interesse

relativamente recente e de carater exploratério, necessitando de validacao clinica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Explorar assinaturas genéticas relacionadas a padrbes de regulagdo da

expressao génica para hipoxia no contexto Pan-Cancer.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Destacar a relevancia de pesquisas acerca da hipoxia tumoral.

e Explorar hipoxia em tipos tumorais com diferentes perfis imunoldgicos.

¢ Investigar a relagao entre hipdxia e caracteristicas de grupos imunoldgicos.

¢ Introduzir o conceito de classificacido alternativa de tumores.

e Colaborar para o surgimento de futuras abordagens que tenham a hipoxia
como alvo diagnéstico e/ou terapéutico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 FLUXO DE TRABALHO

O processo de preparo dos dados e desenvolvimento das analises apresenta-

se na Figura 3.

FIGURA 3 — FLUXO DE TRABALHO

7 . 7 Hallmark -
Dados RNA-seq L Con.juntos de genes |  po-ctome | =
TCGA - relacionados a hipéxia . keGG -——
Genes de hipodxia
nos dados Pan-cancer 318 9enes
Subtipos imunes de
Thorsson (2018)
i SNR |
~has coortes |
| quantil
" [=
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\ X
L! Subtipos imunes
quantil dos quantis
. } Top 10% genes
regulados positivamente
o 203 genes

Top 10% genes
.} regulados negativamente

Gene comun
Genes especificos

=

FONTE: elaborada pela autora (2022).
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4.2 AMOSTRA

As amostras utilizadas sdo parte do projeto Pan-Céncer, iniciativa que tem
como proposta analisar, a partir dos conjuntos de dados do The Cancer Genome
Atlas (TCGA), o genoma de 33 diferentes tipos de tumor, entre mais de 11.000
pacientes (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2017). Para a analise foram obtidos os
dados de de RNA-Seq de 30 tipos tumorais, referente aos tumores solidos. Os
dados, normalizados por log2, foram baixados do  XenaBrowser
(https://xenabrowser.net/datapages/). Foram selecionadas as amostras de tumor

primario.

4.3 CONJUNTO DE GENES DE HIPOXIA

O conjunto de genes de hipoxia foram obtidos pelo MsigDB v7.4 (LIBERZON
et al., 2011; SUBRAMANIAN et al., 2005). A colegdo Hallmark de assinaturas de
hipéxia (LIBERZON et al.,, 2015), um conjunto de 200 genes, representa uma
anotacao resumida que transmite as informacdes relevantes de varios conjuntos
originais relacionados a hipoxia. Os conjuntos de genes Hallmark dessa base de
dados sao construidos por meio de metodologia computacional, portanto, para
trabalhar com uma lista mais rica e detalhada, também foram selecionadas trés
colegdes curadas. Cellular Response to Hypoxia (75 genes), Regulation of Gene
Expression by Hypoxia Inducible Factor (11 genes), derivados da plataforma
Reactome, e HIF-1 Signaling Pathway (109 genes), derivada da plataforma KEGG,
completaram a lista de genes de hipdxia (Conjuntos de genes listados em apéndice).

A lista de genes de hipdxia foi usada para filtrar os dados de expressao
génica das amostras, resultando em uma matriz de expressdo com os dados de

RNA-Seq apenas para os genes de interesse.

4.4 DADOS IMUNOLOGICOS EM PAN-CANCER

Os dados dos subtipos imunes em Pan-cancer foram obtidos do material

suplementar de Thorsson et al. (2018). Para conduzir a analise, os dados foram
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integrados a matriz de expressao de acordo com o subtipo imune e barcode das

amostras.

4.5 SUBTIPOS IMUNES EM PAN-CANCER X GENES DE HIPOXIA

Para a visualizagao grafica dos dados desenvolveu-se um heatmap com o
pacote ComplexHeatmap (GU; EILS; SCHLESNER, 2016). Na Figura 4, as amostras
foram exibidas em colunas e os genes em linhas. A relacdo Signal-to-Noise (SNR)

foi calculada para os subtipos imunes dentro das coortes, como segue:

ul — u2
gl + o2
sendo p1 a média de expressdo génica na coorte analisada e py2 a média de

SNR =

expressao génica em pacientes fora da coorte analisada. o refere-se ao desvio
padrao dos respectivos grupos mencionados. A normalizagdo quantilica foi realizada
e o0s valores de SNR maximo e minimo foram limitados a +0,5 e -0,5,

respectivamente.

4.6 SELECAO DE GENES

Para visualizar a expressao génica entre os subtipos imunes, a Figura 5A
reproduz um heatmap derivado do anterior. As amostras foram agrupadas por
subtipo imune em colunas, enquanto os genes de hipoxia permanecem nas linhas.
Para evidenciar os extremos do intervalo de expressao génica, valores absolutos de
SNR foram calculados para cada subtipo e comparados ao mesmo calculo para os
demais subtipos, desconsiderando as coortes. Os quantis de SNR absoluto para o
mesmo subtipo imune foram somados em todas as coortes e um novo quantil foi
calculado para dispor os genes em ranking. Essa abordagem foi escolhida para
ajustar a influéncia de coortes com tamanhos de amostra muito distintos. Os novos
valores absolutos de SNR variam de 0 a 1. A Figura 5A mostra os 318 genes em
linhas, enquanto as amostras sdo agrupadas por subtipos imunes em colunas.

Para evidenciar os genes mais relevantes em cada subtipo imune, o heatmap
representado na Figura 5B foi gerado a partir dos genes que figuram entre os 10%

mais expressos e 10% menos expressos.
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4.7 INTERSECAO ENTRE SUBTIPOS IMUNES

Para exibir as intersecbes dos genes selecionados entre os seis subtipos
imunes, foi gerado um grafico de intersecdes, Figura 6, através do pacote UpSetR
(v1.4.0) (CONWAY; LEX; GEHLENBORG, 2017). Para comparagdes entre mais de
cinco grupos o tradicional diagrama de Venn deixa de ser recomendado, entao, para
melhor visualizagdo, optou-se pelo modelo do pacote citado. O grafico representa
cada grupo imunologico de duas formas, “baixo” e “alto”. O termo “baixo” refere-se
ao conjunto de genes que apresentaram desregulagdo negativa, ou seja, expressao
diminuida se comparada aos pacientes controle. Enquanto o termo “alto” refere-se
ao conjunto de genes que apresentaram desregulagédo positiva, ou seja, expressao

aumentada se comparada aos pacientes controle
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos resultados apresentados na Figura 6, a Tabela 1 detalha a lista de

genes especificos aos subtipos, bem como a interseg¢ao entre todos os grupos.

FIGURA 4 - INTERSEGCOES DOS GENES DE HIPOXIA SELECIONADOS ENTRE OS SUBTIPOS
IMUNES
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FONTE: A autora (2021).
LEGENDA: Grafico representando genes de hipoxia especificos e compartilhados entre os subtipos
imunes definidos por Thorsson, et al. (2018) em Pan-cancer
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TABELA 1 - GENES ESPECIFICOS E COMUNS AOS SUBTIPOS IMUNES

Intersecdes Total Genes
C1.Baixo/C2.Alto/C3.Alto/ 1 PIK3CD
C4.Baixo/C5.Baixo/C6.Alto
C1.Alto 15 P4HA1, PPFIA4, IER3, ERRFI1, HK2, TFRC, TES, EFNAS3,
ENQO2, INHA, B3GALT6, GPC1, SLC2A1, STC2, ANGPT2
C2.Alto 8 PSMB1, RBX1
C3.Alto 3 FOS, SELENBP1, DUSP1
C4.Alto 9 SLC37A4, PRDX5, PSMD9, ELOB, GALK1, BCAN, GBET1,
PSMD5, GAA
C5.Alto 12 IDS, CDKN1B, CAMK2A, PIK3CB, PFKM, LDHB,
LDHALGBA, CCNG2, MAPK1, RRAGD, HIF1AN, PIK3CA
C6.Alto 6 PAM, LXN, SDC2, TPST2, CHST3, SDC3
C1.Baixo 5 PNRC1, STAT3, MKNK1, NFKB1
C2.Baixo 10 PPARGC1A, GPC4, FLT1, NDST1, ENO4, GPC3, PIK3R1,
DTNA, PCK1, HIF3A
C3.Baixo 5 PSMA7, PSMB5, PSMC1, PSMD7, PSMD2
C4.Baixo 5 SLC2A3, AKAP12, PKP1, CHST2, TKTL1
C5.Baixo 6 PPP1R15A, JUN, EIF4EBP1, S100A4, CP, IFNGR2
C6.Baixo 8 ENOS3, PSMC5, SIAH2, PDK1, RPS6KB2, JMJD6, SEM1,

ANKZF1

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: Lista parcial dos genes contidos nas intersegdes entre os subtipos imunes. Intersegbes
nomeadas pelo subtipo imune seguido da palavra “baixo” para os genes com expressao reduzida, ou
“alto” para os de expressdo aumentada.
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5.1 PADROES DE EXPRESSAO MAIS EVIDENTES ENTRE SUBTIPOS IMUNES
QUE ENTRE COORTES

A combinagao dos conjuntos do MsigDB resultou em uma lista de genes de
hipoxia. A matriz de expressao génica em Pan-cancer obtida pelo XenaBrowser foi
filtrada pela lista e acrescentaram-se os barcodes do TCGA. Com base no perfil de
expressao génica relacionado a resposta imune, Throsson et al. (2018) analisou
mais de 10.000 amostras do TCGA, de 30 tipos distintos de cancer, e os classificou
em seis subtipos imunes. Usando o material suplementar de Thorsson et al. (2018),
a classificagao imune foi, também, incorporada a matriz.

A matriz foi exibida como um heatmap, Figura 4, onde as linhas
correspondem aos 318 genes de hipodxia, enquanto as colunas sao organizadas por
subtipos imunes dentro das coortes. Para esta analise, apenas coortes com mais de
20 amostras foram consideradas. Como esperado, a maioria das coortes nao
apresenta todos os seis subtipos imunes, isso se deve as propriedades dos tecidos,
mas também as diferencas nos tamanhos das amostras que compdem dos

subgrupos imunes.
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FIGURA 5 - SUBTIPOS IMUNES NAS COORTES DE PAN-CANCER VS. CONJUNTO DE GENES
DE HIPOXIA
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5.2 SUBTIPOS IMUNES C3 E C6 SEGUEM UM PADRAO SEMELHANTE DE
EXPRESSAO

A clusterizagdo de colunas da Figura 5A revela que os grupos C3 e C6

possuem um padrdo de expressdao semelhante, enquanto os outros subtipos

parecem mais distantes entre si.
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318)
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FIGURA 6 - SUBTIPOS IMUNES VS. GENES DE HIPOXIA
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LEGENDA: Figura 5A - Heatmap de subtipos imunoldgicos proposto pelo artigo de referéncia
Thorsson et al. (2018) vs. conjunto de genes de hipdxia (n = 318). Figura 5B - Heatmap identificando
genes de hipoxia nas extremidades do intervalo de SNR absoluto. Para cada subtipo imune, 32 genes
foram escolhidos como os 10% mais regulados positivamente e 31 como os 10% mais regulados
negativamente.

Para cada subtipo imune, 32 genes foram escolhidos como os 10% mais
regulados positivamente e 31 como os 10% mais regulados negativamente. O
destaque desses genes resultou no heatmap da Figura 5B. E possivel observar os
genes de hipoxia mais relevantes dentro dos subtipos imunes, reforcando os
comportamentos semelhantes do cluster composto pelos grupos C3 e C6. O cluster
composto pelos grupos C2, C1, C4 e C5 embora apresentem menos semelhangas,
se tomados um a um, se comportam em um padrao de expressdo oposto ao do

primeiro cluster.

5.3 GENES ESPECIFICOS SAO DESTAQUE ENTRE SUBTIPOS IMUNES

Selecionados anteriormente, os genes de hipoxia mais diferencialmente
expressos entre os subtipos imunes sao exibidos na Figura 6. O grafico representa o
numero de genes especificos para cada grupo e quantos sdo compartilhados entre
eles. A Figura 6 mostra apenas um gene comum a todos os subtipos imunes,

enquanto o numero de genes especificos € mais expressivo.

5.3.1 PIK3CD como gene comum

De acordo com a analise dos genes mais regulados positiva e negativamente
para cada subtipo imune, exibidos pela Figura 6, apenas um é comum a todos os
grupos. Os grupos C2, C3 e C6 apresentam regulagdo positiva de PIK3CD.
Enquanto os grupos C1, C4 e C5 apresentam regulagao negativa de PIK3CD.

PIK3CD codifica p1108, uma subunidade catalitica de PI3K, descrita como
sendo predominantemente expressa em leucdcitos. A auséncia ou diminuigdo da
expressdo de p1100 causa imunodeficiéncia (THOUENON et al., 2021), é natural
que subtipos com menor atividade imunologica, como C4 e C5, apresentem
expressao diminuida de PIK3CD. Além disso, p110d pode estar relacionado a

proliferagdo, migracao e sobrevivéncia celular (CHEN et al., 2019).
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A identificacdo do PIK3CD como um gene comum € esperada, por se tratar
de um gene relacionado ao sistema imunolégico, além de estar potencialmente

ligado a diversos mecanismos celulares.

5.3.2 Genes especificos para o subtipo imune C1 estao relacionados a proliferagcao

celular

O grupo C1 se destaca pelas propriedades cicatrizantes, caracteriza-se pela
elevada expressdao de agentes angiogénicos, alta taxa de proliferagao e infiltrado
imune com predominancia de linfocitos do tipo Th2 (THORSSON V, 2018). A Figura
4 mostra que a maioria das coortes de Pan-cancer tem genes de hipoxia ligados a
esse subtipo imune, mais precisamente, 22 das 30 coortes.

De acordo com a Figura 6, a expressdao de 20 genes de hipdxia esta
exclusivamente relacionada a este grupo, sendo 15 regulados positivamente e 5,
negativamente. Dentre os genes regulados negativamente, PNRC1 € um importante
supressor tumoral, pois inibe a proliferacédo de células tumorais ao interagir com
proteinas envolvidas em fatores de crescimento e vias mediadas por Ras (SALETTA
et al., 2010). Outro gene com expressao reduzida nos grupos C1 é o STATS3,
responsavel por mediar a expressdo de diversos genes envolvidos em processos
celulares, como crescimento celular e apoptose. E considerado um dos reguladores
do VEGF induzido por hipdéxia, um importante fator envolvido na angiogénese
(HWANG et al., 2020).

As amostras classificadas como parte do grupo C1 mostraram regulagao
positiva de alguns genes de hipdxia relevantes. P4HA1 esta ligado a producao de
colageno e nos tecidos tumorais € associado a promog¢ao de invasao e metastase.
Zhao e colaboradores (2021) identificaram um grupo de genes, incluindo P4HAT,
capazes de predizer mau prognéstico para pacientes com carcinoma epiderméide
oral quando superexpressos. No cancer de mama, a expressao de P4HA1 induz
deposigao de colageno, causando fendtipos mais agressivos (ZHAO et al., 2021).
Uma assinatura de 5 genes de hipdxia definida por Yang et al. (2021b) para predizer
progndéstico em pacientes com cancer cervical considera P4HA1 um dos oncogenes,
capaz de afetar proliferagdo, migragéao e invasao tumoral (YANG et al., 2021b). Em

condigbes de hipoxia, ERRFI1 induz dorméncia de células tumorais. Essa
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caracteristica torna as células resistentes a quimioterapia e radioterapia e, como
condicdo reversivel, esse reservatério de células tumorais pode voltar a proliferar
apos o tratamento (ENDO et al., 2017). TFRC também figurou como um dos genes
especificos de C1 e pode estar associado a promocao da proliferacdo celular. Ele
codifica uma proteina de membrana responsavel pela captagao de ferro (XU et al.,
2019). Células em multiplicacdo tendem a apresentar maior expressdao dessa
proteina do que células quiescentes, uma vez que o ferro € um nutriente essencial
para o crescimento e metabolismo celular (UDENSI et al., 2014).

O grupo C1 apresenta propriedades angiogénicas significativas. Tumores
hipdxicos tendem a induzir altas taxas de neovascularizagao e, para isso, dependem
fortemente da atividade de dois genes, VEGF-A e ANGPT2. ANGPTZ2 é apresentado
como um dos genes especificos de C1. Sua expressao aumenta a permeabilidade
vascular, induz plasticidade dos vasos e desestabiliza a organizagdo vascular
(TIRPE et al., 2019).

5.3.3 Genes especificos para o subtipo imune C2 sio tdo diversos quanto as

amostras que compde o grupo

Caracterizado como IFN-y dominante, o grupo C2 apresenta a maior
polarizagdo de macréfagos dentre os subtipos imunes, além de forte sinal de células
T CD8 (THORSSON V, 2018). Embora o grupo C2 também aparega na maioria das
coortes de Pan-cancer, como pode ser visto na Figura 4, € um subtipo heterogéneo,
abrangendo tecidos tumorais com propriedades diversas. Por esta razdo, os 12
genes especificos de C2 também sao diversos em suas fungoes.

Dentre os genes altamente expressos, destaca-se RBX7, que codifica a
proteina-1 da Ring box. Essa proteina € uma importante subunidade do complexo
responsavel pela etapa de degradacao do HIF-1a, evitando sua acgao transcricional
subsequente (STANTIC et al., 2018). O grupo regulado negativamente apresentou
DTNA, identificado como supressor tumoral (FU; PEIl;, SONG, 2021), PCK1,
importante regulador da gliconeogénese (YAMAGUCHI et al., 2019), e HIF3A. Entre
os genes que codificam fatores induziveis por hipdxia, o HIF3A tem os mecanismos
menos claros, mas é conhecido por atuar como um regulador negativo de HIF-1a e
HIF-2a (ROMERO et al., 2020).
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5.3.4 Genes especificos com regulagdo negativa para o subtipo C3 estéo

relacionados a degradacao de HIF-1a

C3 esta associado ao melhor progndstico e sobrevida entre todos os subtipos
imunes, sendo caracterizado por Thorsson et al. (2018) como um grupo altamente
inflamatorio, apresentando proliferagdo celular baixa a moderada (THORSSON V,
2018).

Todos os 5 genes regulados negativamente em C3 estdo relacionados a
unidades constituintes do proteassomo. O gene PSMA?7, por exemplo, codifica a
subunidade alfa do tipo 7, que participa da atividade de transativacdo do HIF-1a
através da via do proteassomo. A diminuicdo da expressdo desta proteina pode
inibir a degradacao do HIF-1a (LI et al., 2011). Nem todos os genes dessa categoria
possuem literatura que os vincule diretamente aos mecanismos de hipdxia, mas,
como todos codificam partes do mesmo complexo, espera-se que se comportem de

forma semelhante ao descrito para PSMA?Y.

5.3.5 Genes especificos de menor destaque

O subtipo imune C4 apresenta maior resposta de macréfagos do tipo M2 e
caracteriza-se pela supressao de linfocitos Th1, por isso € identificado como o grupo
com deplegéo linfocitaria (THORSSON V, 2018). Entre os genes especificos de C4,
SLC2A3 é um dos mais desregulados. Em hipdxia, sua expressao relaciona-se a
reprogramagao metabodlica mediada por HIFs para producédo de energia anaerdébia,
mas, dentro do grupo C4, SLC2A3 apresenta expressao reduzida (LAUER et al.,
2020). No entanto, GBE171 é regulado positivamente no grupo C4. GBET1 apoia
reprogramacao fosforilagdo oxidativa para glicélise. Este cenario ocorre em células
de adenocarcinoma de pulméo, por exemplo, onde pacientes com alta expressao de

GBE1 exibem piores perfis de sobrevivéncia (LI et al., 2020).

Tecidos classificados como C5 s&do imunologicamente silenciosos, com baixa
resposta leucocitaria e baixa proliferagdo celular (THORSSON V, 2018). Entre os

genes especificos neste grupo, a regulacdo negativa de S7100A4 corrobora essas
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propriedades. S7100A4 esta envolvido no estimulo a proliferacdo tumoral,
metastases, motilidade celular e apoptose (TANEJA; VETTER; LECLERC, 2021). O
gene LDHB, regulado positivamente para este grupo, foi anotado por Zhang et al.
(2021) como parte de uma assinatura génica para prognostico de glioma, o que é
uma observacao esperada, visto que o subtipo imune C5 é composto principalmente
por amostras desse tipo de tumor (ZHANG et al., 2021).

O grupo C6 € composto por um pequeno conjunto de tumores mistos com alto
infiltrado linfocitario, sua propriedade mais marcante € ser TGF-f dominante
(THORSSON V, 2018). SIAHZ2 codifica uma enzima E3 ligase, que pode estabilizar
indiretamente os niveis de HIF-1a, promovendo degradacdo de fatores que
degradam HIF. Esta € uma das fungdes mais bem estabelecidas de SIAH2, um gene

com expressao reduzida em C6 (XU; LI, 2021).
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6 CONCLUSAO

A diversidade de tumores que podem se desenvolver no corpo humano, variam
ndo s6 de acordo com o tecido, mas também de acordo com caracteristicas
intratumorais. Progndstico, diagndstico e tratamentos focados nas individualidades
tumorais podem levar a maior precisao e eficacia. Nesse contexto, € notavel o
potencial de se explorar a caracterizagao de hipdxia tumoral.

Em comparacédo com os ultimos anos, houve um crescimento no interesse por
esse topico de pesquisa, mas ainda de carater predominantemente exploratério. Ja
foram descritas, para alguns tipos tumorais, assinaturas genéticas com base em
genes relacionados a hipdxia.

O presente trabalho explorou a possibilidade da criacdo de assinaturas de
acordo com uma classificacdo tumoral alternativa, os subtipos imunes descritos. Os
resultados apresentam informacgdes gerais que devem ser mais profundamente
exploradas.

Novas abordagens de imunoterapia vém acompanhando o interesse pelo
tratamento cada vez mais individualizado, o que torna relevante o uso das
classificagdes imunes de Thorsson, et al (2018) no desenvolvimento de assinaturas

genéticas.
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APENDICE — CONJUNTOS DE GENES

REACTOME KEGG
Regulation of Gene , .
Exprgssion by Hypoxia CeII;JIalfl Response HIF; Shlgnallng Hallmark Hypoxia
Inducible Factor 0 Hypoxia athway
ARNT AJUBA AKT1 ACKR3
CA9 ARNT AKT2 ADM
CITED2 CA9 AKT3 ADORA2B
CREBBP CITED2 ALDOA AK4
EP300 CREBBP ALDOB AKAP12
EPAS1 CUL2 ALDOC ALDOA
EPO EGLN1 ANGPT1 ALDOB
HIF1A EGLN2 ANGPT2 ALDOC
HIF3A EGLN3 ANGPT4 AMPD3
HIGD1A ELOB ARNT ANGPTL4
VEGFA ELOC BCL2 ANKZF1
EP300 CAMK2A ANXA2
EPAS1 CAMK2B ATF3
EPO CAMK2D ATPT7A
HIF1A CAMK2G B3GALT6
HIF1AN CDKN1A B4GALNT2
HIF3A CDKN1B BCAN
HIGD1A CREBBP BCL2
LIMD1 CuL2 BGN
PSMA1 CYBB BHLHE40
PSMA2 EDN1 BNIP3L
PSMA3 EGF BRS3
PSMA4 EGFR BTG1
PSMA5 EGLN1 CA12
PSMA6 EGLNZ2 CASP6
PSMA7 EGLN3 CAV1
PSMA8 EIF4E CAVIN1
PSMB EIF4E1B CAVIN3
PSMB1 EIF4E2 CCN1
PSMB10 EIF4EBP1 CCN2
PSMB11 ELOB CCN5
PSMB2 ELOC CCNG2
PSMB3 ENO1 CDKN1A
PSMB4 ENO2 CDKN1B




PSMB5
PSMB6
PSMB7
PSMBS8
PSMB9
PSMC1
PSMC2
PSMC3
PSMC4
PSMC5
PSMC6
PSMD1
PSMD10
PSMD11
PSMD12
PSMD13
PSMD14
PSMD2
PSMD3
PSMD4
PSMD5
PSMD6
PSMD7
PSMD8
PSMD9
PSME1
PSME2
PSMES3
PSME4
PSMF1
RBX1
RPS27A
SEM1
UBAb52
UBB
uBC
UBE2D1
UBE2D2
UBE2D3
VEGFA
VHL
WTIP

ENO3
ENO4
EP300
EPO
ERBB2
FLT1
GAPDH
HIF1A
HK1
HK2
HK3
HKDC1
HMOX1
IFNG
IFNGR1
IFNGR2
IGF1
IGF1R
IL6
IL6R
INS
INSR
LDHA
LDHALGA
LDHAL6B
LDHB
LDHC
LTBR
MAP2K1
MAP2K?2
MAPK1
MAPK3
MKNK1
MKNK2
MTOR
NFKB1
NOS2
NOS3
NPPA
PDHA1
PDHA2
PDHB
PDK1
PFKFB3

CDKN1C
CHST2
CHST3
CITED2
COL5A1
CcP
CSRP2
CXCR4
DCN
DDIT3
DDIT4
DPYSL4
DTNA
DUSP1
EDNZ2
EFNA1
EFNA3
EGFR
ENO1
ENO2
ENO3
ERO1A
ERRFI1
ETS1
EXT1
F3
FAM162A
FBP1
FOS
FOSL2
FOXO3
GAA
GALK1
GAPDH
GAPDHS
GBE1
GCK
GCNT2
GLRX
GPC1
GPC3
GPC4
GPI
GRHPR
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PFKL
PFKM
PFKP
PGK1
PGK2
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CD
PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PLCG1
PLCG2
PRKCA
PRKCB
PRKCG
RBX1
RELA
RPS6
RPS6KB1
RPS6KB2
SERPINE1
SLC2A1
STAT3
TEK
TF
TFRC
TIMP1
TLR4
VEGFA
VHL

GYS1
HAS1
HDLBP
HEXA
HK1
HK2
HMOX1
HOXB9
HS3ST1
HSPAS
IDS
IER3
IGFBP1
IGFBP3
IL6
ILVBL
INHA
IRS2
ISG20
JMJD6
JUN
KDELRS3
KDM3A
KIF5A
KLF6
KLF7
KLHL24
LALBA
LARGET1
LDHA
LDHC
LOX
LXN
MAFF
MAP3K1
MIF
MT1E
MT2A
MXI1
MYH9
NAGK
NCAN
NDRG1
NDST1
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NDST2
NEDDA4L
NFIL3
NOCT
NR3C1
P4HA1
P4HA2
PAM
PCK1
PDGFB
PDK1
PDK3
PFKFB3
PFKL
PFKP
PGAM2
PGF
PGK1
PGM1
PGM?2
PHKG1
PIM1
PKLR
PKP1
PLACS
PLAUR
PLIN2
PNRC1
PPARGC1A
PPFIA4
PPP1R15A
PPP1R3C
PRDX5
PRKCA
PYGM
RBPJ
RORA
RRAGD
S100A4
SAP30
SCARB1
SDC2
SDC3
SDC4
SELENBP1
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SERPINE1
SIAH2
SLC25A1
SLC2A1
SLC2A3
SLC2A5
SLC37A4
SLC6A6
SRPX
STBD1
STC1
STC2
SULT2B1
TES
TGFB3
TGFBI
TGM2
TIPARP
TKTL1
TMEMA45A
TNFAIP3
TPBG
TPD52
TPI1
TPST2
UGP2
VEGFA
VHL
VLDLR
WSB1
XPNPEP1
ZFP36
ZNF292




