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RESUMO

Cruz JR. Avaliacio da relacio entre a expressio de RSK1 no infiltrado tumoral
do glioblastoma. Siao Paulo; 2019. [Dissertagdo de Mestrado-Programa de Pos-
Graduagdo Interinstitucional em Oncologia da Fundacdo Antdnio Prudente em

parceria com Hospital de Cancer de Pernambuco].

Os glioblastomas (GBM) caracterizam-se como neoplasias agressivas e altamente
invasivas. Estima-se que aproximadamente dois tercos dos pacientes com GBM
primario com rapido desenvolvimento dos sintomas tem uma historia clinica inferior
a trés meses. As causas associadas ao GBM ainda ndao foram completamente
elucidadas, mas pode-se atribuir seu desenvolvimento a uma rede complexa de
diferentes alteracdes genéticas e moleculares, as quais promovem alteracdes nas vias
de sinalizagdo celular responsaveis pela proliferacdo celular, vasculogénese,
apoptose ¢ inflamacao. O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressao de
RSK1, LAPTMS ¢ de CD68 em amostras tumorais ¢ correlacionar com a sobrevida
global no GBM. Tratou-se de um estudo de coorte retrospectivo e analitico, realizado
a partir de amostras da cirurgia de ressec¢do parcial ou total do tumor de
glioblastoma, oriundos de pacientes atendidos no Hospital de Cancer de Pernambuco
(HCP) e no Hospital da Restauragao (HR), ambos em Recife/PE. Foram coletadas as
variaveis clinicas dos pacientes dos prontudrios: sexo, idade, tipo e localizacdo do
tumor, data da cirurgia, tipo de cirurgia (total ou parcial), data da segunda cirurgia,
tipos de tratamento (quimioterapia e/ou radioterapia), tempo de recidiva, sobrevida a
partir do diagnéstico e Karnofsky Performance Status (KPS). Os fragmentos dos
tumores foram submetidos a avaliacdo histolégica e processados para
imunohistoquimica e andlise das expressdes de RSK1, CD68, IDHIR132H e
LAPTMS. Foram excluidas do estudo amostras de pacientes com historia clinica de
imunodeficiéncia secundaria, auséncia de material bioldgico e/ou inadequado para
analise. Participaram do estudo 52 pacientes, a maioria do sexo masculino (51,9%) e
com média de idade de 53 anos. O lobo frontal foi a regido de maior incidéncia de

GBM (34,6%). Verificou-se uma redugdo de 84,0% para 32,7% de pacientes com



escala > 70% de KPS entre o pré e pos-cirurgico, respectivamente (p<0,0001).
Estimou-se o intervalo de 9,4 mese como tempo médio de acompanhamento, foram
registrados 32 obitos, sendo a taxa de mortalidade geral de 6,82 dbitos a cada 100
pacientes acompanhados a cada més (IC 95%: 4,82 — 9,64). Nao foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas na expressdo de RSK1, LAPTMS e CD68
em relacdo as variaveis: idade, localizagdo do tumor e KPS dos pacientes. As
analises de correlacdo da sobrevida e expressdo d RSK1, LAPTMS5 e CD68
apontaram um maior risco de obito dos pacientes com um maior nivel de expressao
dessas proteinas. Ha alta correlagdo positiva entre as expressdes de RSKI1 e
LAPTMS (r=0.63; p<0,0001) e RSK1 e CD68 (r=0.57, p<0,0001) e baixa correlagdo
entre CD68 e LAPTMS (r=0.40, p=0,005). Os dados obtidos neste estudo mostram
que a elevada expressdo de RSK1, LAPTMS e CD68 correlacionam a sobrevida

global dos pacientes com glioblastoma, sendo possiveis marcadores de prognostico.

Palavras chave: Glioblastoma. Carcinogénese. Sistema Imunitario. Sistema Nervoso

Central. Imuno-Histoquimica. Estudos de Coortes



SUMMARY

Cruz JR. [Evaluation of the relationship between the expression of RSKI1 in
glioblastoma tumor infiltrate]. Sdo Paulo; 2019. [Dissertacdo de Mestrado-
Programa de Pds-Graduacao Interinstitucional em Oncologia da Fundacdo Antonio

Prudente em parceria com Hospital de Cancer de Pernambuco].

Glioblastomas (GBM) are characterized as aggressive and highly invasive
neoplasms. Approximately two-thirds of patients with primary GBM have a poor
prognosis of a few months with the rapid development of symptoms. The causes
associated with GBM have not yet been fully elucidated, but their development can
be attributed to a complex network of different genetic and molecular aberrations,
which promote changes in cell signaling pathways responsible for cell proliferation,
vasculogenesis, apoptosis, and inflammation. The present study aimed to evaluate the
expression levels of RSK1, LAPTMS and CD68 in tumor samples and to correlate
them to overall survival in GBM. This was a retrospective and analytical cohort
study, based on samples from surgery for partial or total resection of the tumor from
patients treated at Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) and Hospital da
Restauragdo (HR), both in Recife city in Pernambuco/Brazil. After the approval by
ethics committee, we collected the clinical variables: sex, age, type and location of
the tumor, date of surgery, type of surgery (total or partial), date of second surgery,
types of surgery treatment (chemotherapy and/or radiotherapy), relapse time, survival
from diagnosis and Karnofsky Performance Status (KPS) of patients. The fragments
of the tumors were submitted to histological evaluation and processed for
immunohistochemistry for the analysis of the expression of RSKI, CD68S,
IDH1R132H, and LAPTMS. The patients with secondary immunodeficiency,
absence of biological material and/or inadequate for analysis were excluded from the
study. The study included 52 patients, 51,9% were men (51.9%), the mean age was
53 years. The highest incidence of GBM (34,6%) was found in the frontal lobe. The
interval of 9.4 months was estimated as mean follow-up time, 32 deaths were

recorded, with a general mortality rate of 6.82 deaths per 100 patients followed each



month (95% CI: 4.82 - 9,64). There was a reduction from 84.0% to 32.7% of patients
with a > 70% KPS scale between the pre- and postoperative periods, respectively (p
<0.0001). No statistically significant differences were found in the differential
expression of RSK1, LAPTMS5 and CD68 related to the variables: age, tumor
location and KPS of the patients. The correlation analyses of the survival and
expression profile of RSK1, LAPTMS, and CD68 indicated an increased risk of
death in patients with a higher level of expression of these proteins. There is a
positive correlation between RSK1 e LAPTMS (r=0.63; p<0,0001) ¢ RSK1 e CD68
(r=0.57, p<0,0001) e baixa entre CD68 e LAPTMS5 (1=0.40, p=0,005). The data
obtained in this study shwon that overexpression of RSK1, LAPTMS, and CD68 has

an impact in the overall survival of patients, being possible prognostic markers.

Keywords: Glioblastoma. Carcinogenesis. Immune System. Central Nervous

System. Immunohistochemistry. Cohort Studies
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1 INTRODUCAO

Os gliomas sdo tumores de células gliais, correspondendo a cerca de 40 a60%
de todos os tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo mais comuns
em adultos. Em geral, esses tumores sdo cirurgicamente incuraveis, além de possuirem
resisténcia ao tratamento com radiacao e/ou quimioterapicos (OSTROM et al. 2016).
A atual classificagdo dos gliomas encontra-se nas diretrizes da Organizacao Mundial
de Saude-OMS. Esta classificagdo divide os gliomas em quatro graus (I, I1, II1, IV) de
acordo com sua origem e caracteristicas histopatologicas (LOUIS et al. 2016; PERRY
e WESSELING 2016).

O glioblastoma (GBM) ¢ um astrocitoma grau IV, representado na sua
maioria por tumores primarios que podem surgir em resposta a mutagdes. Em geral,
caracterizam-se como neoplasias agressivas e altamente invasivas. Estima-se que a
incidéncia de gliomas malignos ¢ cerca de 17 mil casos por ano nos Estados
Unidos (OMURO e DE'ANGELIS 2014). Os GBM sdo os mais frequentes tipos
de gliomas malignos (82%). O GBM possui mau prognostico com sobrevida
estimada em torno de doze a quinze meses (OMURO e DE'ANGELIS 2014).

Aproximadamente dois ter¢os dos pacientes com GBM primario tem
rapido desenvolvimento dos sintomas com historia clinica inferior a trés meses. Por
outro lado, os GBMs secundarios sdo muito menos comuns e derivam da
transformagao ou progressao de astrocitomas de baixo grau. O GBM primario ¢ mais
comum em pacientes idosos, enquanto o GBM secundario ¢ mais frequente em
adultos com idade abaixo de 45 anos (BRENNAN et al. 2013; OHGAKI et al. 2004).

Os GBMs primarios e secundarios sdo geralmente indistinguiveis nas



caracteristicas histologicas, mas sdo geneticamente distinguiveis, pois se originam por
mecanismos diferentes (MAO et al. 2012). As alteragdes genéticas e moleculares
encontradas no GBM tem impacto em varias vias de sinalizacao celular envolvidas no
crescimento e progressdo do tumor cerebral (DUNN et al. 2012; SANCHEZ-VEGA
et al. 2018).

As vias de sinalizagdo mais relevantes envolvidas no GBM incluem, entre
outras, as vias relacionadas a ativagao do receptor de crescimento da tirosina quinase
(TKR), e a via das proteinas Ras. Assim como, alguns estudos apontam a participagdo
das vias do fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), associada a fosfatase homologa a
tensina (PTEN) e proteina AKT. Destaca-se, também o papel fundamental da via
mTOR que detém uma atuagdo estratégica como efetor downstream e um regulador
upstream da PI3K no glioblastoma ( MCLENDON et al. 2008; AKHAVAN et al.
2010). Outras alteragdes envolvem a funcdo do gene que codifica a proteina
retinoblastoma (RB) e a via de TP53 (CRESPO et al. 2015). A Figura 1 representa
esquematicamente as principais vias relacionadas.

Nos GBMs, as vias RB/CDKN2A-p16INK4a desempenham um papel central
na regulagdo do ciclo e proliferacdo celular. Em células quiescentes, a proteina RB
estd em um estado hipofosforilado (ativo) e ligado a E2F, efetuando um bloqueio da
transcri¢do de genes importantes para a mitose, através da inibi¢ao do checkpoint do
ciclo celular G1/S. Em contrapartida, nas células em proliferagdo, os fatores de
crescimento levam a indugao de ciclina D1, bem como a ativagdo de CDK2/ciclina E
através da degradacdo do seu inibidor, p27Kipl. A ativacdo do complexo de CDK-
ciclina desencadeia de forma tardia a fosforilacdo de RB na fase G1, que ¢ mantida

nas fases S, G2 ¢ M do ciclo celular (GRZMIL e HEMMINGS 2010; KNUDSEN e



WANG 2010; MATHEU et al. 2008; SHANGARY ¢ WANG 2008). As alteracdes
na via RB foram encontradas em 78% dos 206 pacientes com GBMs primarios,
causadas diretamente por mutagdes, delecdes ou metilagdo do promotor do locus do
gene RB e indiretamente por meio de alteragdes nos reguladores positivos e
negativos de RB (CRESPO et al. 2015). Por sua vez, a metilacdo do promotor RB e
silenciamento dos genes sdo mais frequentemente encontrados no GBM secundario
(43%) do que no primario (14%). As alteracdes na via RB incluem delegdo
homozigotica e mutacdo de CDKN2A-p16INK4a e RB em 52% e 11% dos pacientes
avaliados, respectivamente. A delecdo homozigdtica de CDKN2B-p15INK4b ¢
CDKN2C-p18INK4c foi encontrada em 47% e 2% dos pacientes com GBM,
respectivamente. Por sua vez, a amplificacdo génica de CDK4, CDK6 ¢ CCND2
(ciclina-D2) foi encontrada em 18%, 1% e 2% dos GBMs, respectivamente
(GRZMIL e HEMMINGS 2010; PATIL et al. 2013).

Os fatores de transcricdio TP53/MDM2/MDM4/CDKN2A-pl14ARF
relacionados ao ciclo celular também tém sido associados aos GBM. A proteina TP53
desempenha importante papel no ciclo celular, reparo do DNA, morte celular ¢
diferenciacdo. Constitui-se num fator de transcrigdo nuclear que se liga a sitios
especificos do DNA, afetando a transcrigdo de seus genes alvos, seja por ativagao
transcricional ou modulacdo da ativacao de outras proteinas. A via TP53 ¢ ativada em
resposta as condi¢des de estresse celular, pode induzir o reparo do DNA ou a morte
celular evitando a sobrevida de células que sofreram mutagdo ou foram danificadas
(MELETIS 2005; VAN MEIR et al. 2010). A via de sinalizagdo de TP53 ¢
interrompida no GBM devido a sua mutagdo e/ou amplificagdo, superexpressao de

MDM2 e/ou perda de expressao de CDKN2A-p14ARF. Essas alteragdes responsaveis



por bloquear a atividade da TP53 induz a proliferagdo celular descontrolada e
formag¢dao de tumores. Estudos mostram que pelo menos uma alteracdo da via
TP53/MDM2/CDKN2A-p14ARF ¢ relatada em aproximadamente 50% dos pacientes
com GBM primario e 70% nos pacientes com GBM secundarios (ZAWLIK et al.

2009).

1.1 O IMPACTO CLINICO DAS ALTERACOES GENETICAS E

MOLECULARES NO GBM

Nas ultimas décadas, varias alteragdes associadas ao GBM contribuiram para
uma classificagao diagnostica mais precisa, estratificagdo prognostica, e/ou previsao
de resposta a terapia nestes tumores.

Os estudos de amplificagdo do gene EGFR, mutagdes nos genes da isocitrato
desidrogenase 1 e 2 (IDHI/IDH2) e a hipermetilacio do promotor do gene da
Metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT) foram marcos relevantes do ponto de
vista clinico. Destaca-se que o gene EGFR ¢ o mais frequentemente superexpresso,
principalmente no GBM primario, estando geralmente associado a malignidade. No
entanto, ha controvérsias sobre o significado progndstico da amplificagdo de EGFR no
GBM. Alguns estudos associam o EGFR a um pior prognoéstico e sobrevida dos
pacientes com GBM, porém outros afirmam que essa associagdo com a sobrevivéncia
nao ¢ significativa (OHGAKI et al. 2004).

As mutagdes nas enzimas dependentes de NADP+, isocitrato desidrogenases
codificadas pelas isoformas IDH1 e IDH2 ocorrem na maioria dos gliomas de baixo

grau (YAN et al. 2009). O IDHI ¢ uma enzima localizada no citoplasma e



peroxissomos, enquanto a isoforma IDH2 esta presente nas mitocondrias. Ambas estao
envolvidas na prote¢do contra o estresse oxidativo, metabolismo de lipidios e glicose.
Dados de um estudo relatou a presenga de mutagdes pontuais recorrentes no locus
IDH1 (12%) em 22 pacientes com GBMs (PARSONS et al. 2008).

Estima-se que mutacdes em IDH]1 estdo presentes em cerca de 80% dos casos
de gliomas grau II-IIl da OMS e no GBM secundério. Apenas menos de 3%
relacionam- se a mutacdes no IDH2 em todas as neoplasias gliais. No entanto, as
mutagdes em IDH1 sdo pouco frequentes no GBM priméario. A maioria das mutagdes
em IDHI1 esté correlacionadas ao aminoacido arginina em R132 (REUSS et al. 2014;
OLAR et al. 2015).

A ocorréncia de mutagdes no gene IDHI nos gliomas difusos esta fortemente
associado a mutacdo no 7P53. As mutagdes no gene I/DHI estdo presentes em maior
percentual nos pacientes mais jovens, que também carregam mutagdes em TP53,
sendo caracteristicas tipicas de GBM secundario (PARSONS et al. 2008; SANSON
et al. 2009; WATANABE et al. 2009; WELLER et al. 2009; KLOOSTERHOF et al.
2011).

Os detalhes sobre as alteragdes genéticas frequentes em trés vias importantes de

sinalizagdo RTK / RAS / PI3K, p53 e RB encontram-se na Figura 1.
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Figura 1 - Alteragcdes genéticas frequentes em trés vias importantes de sinalizagao.
Alteragdes na sequéncia primaria e alteragdes no nimero de copias para componentes do RTK / RAS /
PI3K (a), p53 (b) e RB (c). Ativagdo do gene/via (marcado em vermelho). Inativacdo do gene/via

(marcado em azul). RTK: p90 quinase ribossomica S6. Fosfatidilinositol 3 quinase; RB:

Rinoblastoma.



1.2 VIAS DE SINALIZACAO DOS TYROSINE KINASE
RECEPTORS (TKR)

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento
epidermal (EGF) regulam vérias vias de sinaliza¢do celular em células normais e
tumorais através da ativagao do complexo de cascatas intracelulares via TKR. O
aumento da expressao de PDGF e do receptor de EGF (EGFR) no GBM sugerem que
essas vias de sinalizagdo de TKR sdo alvos criticos na gliomagénese (ZHENG et al.
2013).

Alguns autores relataram que a co-expressao de PDGF e do seu receptor
(PDGFR) desempenham um papel importante no desenvolvimento de tumores
cerebrais, sendo expressos em astrocitomas de todos os graus. Um conjunto de gliomas
caracterizado pela atividade desregulada de PDGFR, devido a amplificacdo e rearranjo
do locus do gene PDGFRA e/ou superexpressao do ligante PDGF foi descrito pelo
consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA) (ALENTORN et al. 2012; CRESPO et
al. 2015).

Os receptores de EGFR e seus ligantes sdo expressos de forma variavel ao
longo do desenvolvimento cerebral a partir da embriogénese até a idade adulta,
sugerindo um papel critico da sinalizacgdo do EGFR na proliferagdo, migragao,
diferenciagdo e sobrevivéncia de todos os tipos de células do sistema nervoso e de seus
precursores. Em células de GBM, a sinaliza¢do da via EGFR pode ser ativada pelo
ligante ou através da superexpressdo e/ou mutacdo do gene do receptor, o qual pode
induzir a ativagdo constitutiva do receptor na auséncia do ligante, porém ambos os
tipos de alteracdes podem coexistir no GBM (NICHOLAS et al. 2006; HUANG etal.

2009) (Figura 2).
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Figura 2 - Vias de sinaliza¢do associadas ao fator de crescimento TKR. O mTORC

desempenha um papel fundamental na integragdo da transdugdo de sinal e vias metabolicas no
glioblastoma. Representagdo esquemadtica mostra vias que regulam ou sdo reguladas pela sinalizagao

mTOR no glioblastoma, com a conhecida freqiiéncia de alteragdes moleculares nesses genes.



As sinalizag¢des por meio das vias PDGFR e EGFR podem promover a ativagao
da Ras, que ¢ uma proteina ligada a proteina G. A Ras possui elevada frequéncia de
mutagdes oncogénicas, as quais contribuem para o desenvolvimento e manutengao
do fenotipo maligno nos tumores. Maior atividade da via Ras ¢ observada em
praticamente todos os GBMs. Entretanto, mutagdes do gene Ras raramente sdo
encontradas no GBM (PATIL et al. 2013). Os pacientes com mutagdes no gene
repressor tumoral NF1 em ambos alelos, portadores da sindrome autossomica
dominante denominada neurofibromatose tipo 1 (NF1) possuem predisposi¢cao
tumoral para desenvolvimento de gliomas (PHILPOTT et al. 2017). O gene NF1
codifica a proteina ativadora de GTPase denominada neurofibromina, a qual ¢ um
regulador negativo da Ras. A neurofibromina regula o crescimento e a sobrevivéncia
da célula através de moléculas efetoras que aceleraram a conversao da forma ativa da
Ras (ligada a GTP) para a forma inativa da Ras (ligada a GDP). Portanto, a perda da
expressdo de neurofibromina, ocasionada pela mutagdo em NF1, pode levar a
hiperativacdo da Ras e a proliferagdo celular desordenada (D’ANGELO et al. 2019).

O aumento da sinalizagdo celular mediada por PI3K tem sido implicada na
patogénese do GBM (Figura 2). O recrutamento de PI3K para a membrana celular
promove a fosforilagdo do PIP2 (fosfatidilinositol-bifosfato) para PIP3
(fosfatidilinositol-trifosfato) comegando a sinalizagdo de moléculas efetoras
associadas a PIK3, como AKT, resultando em proliferacdo celular e aumento da
sobrevivéncia celular pelo bloqueio da morte celular por apoptose (LANGHANS et
al. 2017). PTEN ¢é um gene supressor de tumor que regula negativamente a via de
PI3K ao desfosforilar PIP3 para formar PIP2. Alguns autores relataram que o PTEN

desempenha papel significativo na indug@o da parada do ciclo celular (fase G1), morte
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celular programada por apoptose e regulagdao da diferenciagao celular. No GBM a
fungdo inibitéoria do PTEN esta frequentemente ausente devido a perda de
heterozigosidade (LOH) no locus 10923.3 ou a mutagdes no gene (15% a 40%).
Consequentemente, a perda da fun¢ao de PTEN ocasiona a ativagao constitutiva da via
PI3K e maiores niveis de AKT ativada nas células de GBM.

A via de PI3K/AKT desempenha um papel importante na gliomagénese
(VOGT 2001; FURNARI et al. 2007; KOUL 2008).

Em conjunto alteragdes moleculares nas vias de sinalizagdes EGFR/Ras/PI3K
na via mTOR estdo presentes em 88% de todos os pacientes com GBM
(ONOFRIO et al. 2008). Classicamente, a via mTOR atua por dois complexos de
sinalizagdes os quais possuem atividades distintas. O complexo formado de mTOR
com PRAS40, raptor e mLST8 (mTORC1) atua como um efetor downstream da
sinalizacdo PI3K / Akt, ativando sinais de fatores de crescimento, proliferacao e
sobrevivéncia celular (AKHAVAN et al. 2010). Por outro lado, o complexo
formado com rictor, mSIN1, protor e mLST8 (mTORC2) atua como upstream da

Akt (GUERTIN et al. 2009).

1.3 A FAMILIA DAS PROTEINAS QUINASES RIBOSSOMALIS P90

A familia da p90 kDa ribosomal S6 kinase (RSK) ¢ um dos varios substratos
da ERK1/2 (CARGNELLO e ROUX 2011). Em humanos, existem quatro isoformas
de RSK com alto grau de homologia (RSK1 a RSK4). As RSKs podem regular
diversas fung¢des celulares, por exemplo, proliferagdo, crescimento celular, sobrevida

e migracdo. As RSKs também regulam a expressdo génica por meio da fosforilagdo
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direta de fatores de transcrigdo e reguladores da traducdo. Além disso, as RSKs tém
uma func¢do essencial no cross-talk entre as vias de sinalizagdo de Ras/ERK ¢ a via de
mTORCI (Figura 3). A regulagao da via de mTORCI1 pelas RSKs ocorre por meio da
fosforilacdo da proteina raptor, que estimula a atividade de mTORC, e a fosforilagdo
e inativagdo do inibidor de mTORCI1, “tuberin” (TSC2) (BALLIF et al. 2004; ANJUM
e BLENIS 2008; CARRIERE et al. 2008; ROMEO et al. 201 1). No entanto, resultados
prévios demonstram que ndo hé uma relagdo direta entre a fosforilagdo de TSC2
(S1798) e a atividade de mTORC1 (medida através da fosforilagao de p70S6K), em
linhagens celulares de GBM. Este fato levanta a questdo da real relevancia da
fosforilacdo de TSC2 pelas RSKs no controle da tradugdo. Por outro lado, as RSKs
também podem fosforilar alvos downstream de mTORC1/p70S6K como o fator de
inicio da traducdo elF4B e a proteina ribossomica S6 (rpS6). Deste modo, as RSKs
também poderiam atuar sobre o controle traducional pela regulagdo dos alvos de
mTORC1 (SHAHBAZIAN et al. 2006; ROUX et al. 2007; ROFFE et al. 2015).
Além do seu papel em duas vias de sinalizacdo essenciais em Varios processos
celulares vias Ras/ERK e PI3K/Akt/mTORCI (Figura 3), a familia das RSK tem um
papel importante no controle da proliferacdo, sobrevida, migragdo, invasao e metastase
de varios tipos de células tumorais, como carcinoma de cabega e pescogo, cancer de
pulmao e melanoma. Assim, as RSKs podem ser consideradas como um potencial alvo
terapéutico para o cancer. A fun¢do das RSKs nos GBMs ainda ndo foi totalmente
elucidada, apesar das relacdes associadas as vias de Ras/ERK quanto a de
PI3K/Akt/mTORCI1 (EISINGER-MATHASON et al. 2010; SULZMAIER ¢ RAMOS

2013) (Figura 3).
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Fonte: ANJUM e BLENIS (2008).
Figura 3 - As vias de Ras-ERK1/2-RSK e PI3K-Akt-mTORCI. As vias de Ras-ERK1/2-
RSK e PI3K-Akt-mTORCI. O fosfoinositideo 3- quinase (PI3K) e a via AKT ¢ o principal caminho

que regula a tradugdo. O AKT/PKB regula a traducdo via fosforilagdo e inativagdo da funcdo
supressora do complexo esclerose tuberosa (TSC '%) os quais regulam a proteina RHEB. O RHEB,
por sua vez, associa-se a0 mTORC1. O RHEB ativa a mTOR que sinaliza a S6 kinase-1/2 (S6K1 / 2)
ribossomica S6 de 70 kDa e a Proteina 1 de ligacdo a 4E (4EBP1).

1.4 A PROTEINA LAPTMS5

A proteina Lysosomal-associated protein multispanning transmembrane 5
(LAPTMS) pertence a uma familia de proteinas localizadas no endossomo e ¢
responsavel pela regulacio do transporte de vesiculas do endossomo para o complexo
de Golgi no citoplasma (GLOWACKA et al. 2012).

A LAPTMS tem a fun¢do de promover a ativagdo das vias de sinalizagdo de
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NF-kB e MAPK nos macréfagos apds estimulagdo antigénica, o que leva a producao
de citocinas pro-inflamatérias como interleucina (IL)6, Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNFa) e IL12.

Um estudo demonstrou que nos macréfagos a LAPTMS funciona como
componente essencial para producdo de mediadores inflamatérios no inicio da
resposta imune, estando sua deficiéncia atrelada a redugdo da ativagdo das vias do
nuclear factor-xB  (NF-xB) e Mitogen- activated protein kinase (MAPK)
(GLOWACKA et al. 2012).

Além disso, LAPTMS pode inibir a expressao do receptor de antigenos das
células T (TCR), das células pré-B (pré-BCR) e B (BCR) na superficie celular através
clivagem dessas proteinas no interior dos lisossomos. A expressao de LAPTMS foi
encontrada frequentemente diminuida no nivel da transcri¢do em varios tipos de
células tumorais humanas, como as células do neuroblastoma. Em particular, a
regulacdo negativa do LAPTMS foi significativamente correlacionada com o mau
prognoéstico de pacientes. Dessa forma, a modulacio de LAPTMS pode ser um
mecanismo usado por gliomas que tem um papel inibitorio na resposta antitumoral do

sistema imune (OUCHIDA et al. 2010; NUYLAN et al. 2016).

1.5 MICROAMBIENTE TUMORAL DO GBM

O GBM e as células-tronco dos gliomas estdo imersas num microambiente
tumoral heterogéneo que ndo s6 ¢ composto por diversas células estromais, incluindo
células vasculares, os varios tipo de células imunes residentes no infiltrado tumoral

e outros tipos de células gliais ndo neoplésicas, mas também ¢ compartimentalizado
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em regioes anatomicamente distintas, denominadas nichos tumorais. Esses nichos
podem ser compostos por células morfologicamente diferentes umas das outras
enquanto a vascularizagdo permanece uma parte central. Esses nichos regulam o
metabolismo, imunovigilancia, sobrevivéncia, invasdo ¢ a manuten¢ao das células-
tronco do glioma.

No nicho do tumor angiogénico, as células-tronco se aninham préximas a
vascularizagdo anormal, enquanto no tumor vascular-invasivo, as células tumorais se
associam aos vasos sanguineos normais para migrar no parénquima cerebral. Nas

regides hipoxicas do tumor, pode haver areas necréticas circundadas por uma fileira

de célus tumorais hipoxicas em palicadas (Figura4).

Fonte: DE VLEESCHOUWER e BERGERS (2017)

Figura 4 - Microambiente tumoral no glioblastoma.
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1.5.1 Infiltrado de macrofagos no microambiente do GBM

A infiltragdo de macrofagos € uma caracteristica comum dos GBMs ¢ o
microambiente tumoral inclui células inflamatorias que sdo de natureza dinamica,
possivelmente refletindo a biologia do tumor. Os macréfagos representam uma maior
quantidade de populagdo de células do infiltrado, contribuindo com cerca de umtergo
da massa tumoral total. Os glioblastomas geralmente contém varios tipos celulares que
expressam marcadores neurais, gliais e mieloides. Foi demonstrado, a partir da analise
de tecidos de glioblastoma ressecados cirurgicamente, que 30% do tecido tumoral
consiste em microglia/macrofagos associados a tumores (TAMs), os quais sdo
derivados de microglia parenquimatosa no cérebro e macrofagos derivados de
monocitos do sangue. Essas andlises mostraram que o numero de macrofagos
associados a0 microambiente tumoral correlaciona-se ao grau histoldgico dos gliomas
(HEWEDI et al. 2013; LISI et al. 2014; LAPA et al. 2015).

Os macrofagos associados a tumores na presenga de células de glioma
promovem uma resposta anti-inflamatdéria aumentando a expressdo e liberagcao de
citocinas, como Interleucina-10 (IL-10) e VEGF, contribuindo para a sobrevivéncia e
crescimento das células do glioblastoma. Foi observado que no tecido de pacientes
com glioblastoma de grau IV, a presenca de uma quantidade significativa de células
CD68 positivas, que consistem num marcador de atividade fagocitica de macrofago
(LISI et al. 2014).

Além disso, foi reportado em outro estudo que o infiltrado CD68 positivo foi
maior em glioblastomas em compara¢do com astrocitomas anaplasicos, astrocitomas
difusos e astrocitomas pilociticos. Foi relatado ainda que o aumento de macrofagos

associados ao tumor era caracteristico do microambiente do glioblastoma uma vez que
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uma densidade significativamente menor de infiltrado positivo para CD68 foi
observada entre outros grupos de tumores astrocisticos estudados (LISI et al. 2014;
CHOI et al. 2015; LAPA et al. 2015).

Diante da literatura supra citada e da elevada mortalidade dos pacientes com
GBM, ¢ de fundamental importancia estudar as vias de ativacao das proteinas
reguladoras dos mecanismos envolvidos no GBM com objetivo de ampliar o
conhecimento sobre possiveis alvos terapéuticos que possam melhorar a sobrevida

global desses pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdao de RSK1, LAPTMS5 e de CD68 no tecido tumoral nos

pacientes com GBM e associd-la com a sobrevida global.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Analisar as frequéncias absoluta e relativa das caracteristicas

clinicas de pacientes com glioblastoma;

> Determinar a expressdo das proteinas RSK1, LAPTMS e

CD68 no tecido tumoral;

> Associar os resultados de expressao dessas proteinas com a
idade ao diagnostico, performance status (KPS), localizacao

do tumor e sobrevida global.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Pernambuco (CAAE: 5576716.3.0000.5205 e do Hospital da Restauragdo

(CAAE: 55476716.3.3002.5198), constantes no Anexos 1 e 2.

3.2 TIPO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo.

3.3 LOCAL E PERIiODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado com amostras provenientes de pacientes atendidos no
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Hospital da Restauragao (HR), ambos em
Recife/PE. O Hospital da Restauragdo em Recife ¢ um centro de referéncia em cirurgia
neurolédgica do Estado de Pernambuco. Todos os pacientes foram atendidos durante o
periodo de janeiro de 2009 a junho de 2017. Os dados clinicos foram coletados a partir
dos dados dos prontuarios. As analises imunohistoquimicas foram realizadas no
laboratorio do Centro Internacional de Pesquisa (CIPE) do A.C.Camargo Cancer

Center em Sao Paulo.
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3.4 CASUISTICA

Foram incluidos 52 pacientes com idade entre 13 e 79 anos que foram
submetidos a cirurgia de ressec¢do parcial ou total do tumor de Glioblastoma,

classificado pela OMS.

3.5 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.5.1 Critérios de inclusao
Pacientes com Glioblastoma que realizaram cirurgia para retirada do tumor no
Hospital de Cancer de Pernambuco e Hospital da Restauragdao no periodo de 2009 a

junho de 2017.

3.5.2 Ciritérios de exclusao
Pacientes com historia clinica de imunodeficiéncia secundaria, auséncia de

material bioldgico e/ou inadequado para analise.

3.6 PROCEDIMENTO PARA CAPTACAO DOS PACIENTES E

COLETA DE DADOS

Foram identificados no Servico de Arquivo Médico (SAME) de ambos
hospitais, um total de 79 pacientes, atendidos entre 2009 a 2017, com Glioblastoma
(GBM) que realizaram cirurgia de resseccao parcial ou total do tumor. Desse

quantitativo foram excluidos trés pacientes por auséncia de informagdes nos
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prontudrios e vinte e quatro pacientes por auséncia de material biolégico. Portanto,
foram incluidos 52 pacientes, sendo, 11 oriundos do HCP e 41 do HR. Para as
analises das proteinas RSK1, LAPTMS5 e CD68 houve perda de 03 pacientes por
baixa qualidade da amostra.

Foram coletados dos prontudrios as variaveis: sexo, idade, tipo e localizagdo
do tumor, data da cirurgia, tipo de cirurgia (total ou parcial), data da segunda
cirurgia, tipos de tratamento (quimioterapia e/ou radioterapia), tempo de recidiva,
sobrevida a partir do diagnostico e Karnofsky Performance Status (KPS — Anexo 3).

Na Figura 5, fluxograma de identificagao dos pacientes.
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Identificacio de pacientes no

Argquive médico (SAME) do Hospital de Cancer de
Pemambuco (HCP) e Hospital da Restauracio (HE)

(2009-2017)
Inchuidos
=79
e '/- Perdas A
n=27
Motivos:
- Auséncia de informacdes no
prontudro (n=3)
Pacientes avaliados (n=52) - Anséncia de material biolégico no
setor de patologia (n=24)
n=11 (HCP) o /
n=41 (HE)

Coleta de tecido tumoral em blocos
de parafina no Laboratorio de

Patologia do HCP e HE Perdas
n=13
I Maotive:
- Baixa qualidade da amostra
Para as anilises das proteinas RSK1, biologica
LAPTMS e CD68
N=49

Figura 5 - Fluxograma de identificagdo dos pacientes com Gliobalstoma do HCP e

HR (2009-2017).
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3.7 ABORDAGENS EXPERIMENTAIS

3.7.1 Avaliacao histologica

Os blocos representativos do tumor foram selecionados apos revisao do
patologista. Foram realizados cortes de 2 um de espessura com o micrétomo (JUNG
RM 2025, LEICA). Em seguida, os cortes foram aderidos a laminas silanizadas
(FLEX TIHC Microspore slides, REF: K&8020, DAKO). As amostras foram
processadas para coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E). As laminas com
amostras destinadas a andlise imunohistoquimica de RSK1, CD68, IDHIR132H e
LAPTMS, foram mantidas silanizadas sem adicdo de corantes. As amostras foram
analisadas microscopicamente para identificacdo das caracteristicas histologicas no

A.C.Camargo Cancer Center.

3.7.2 Técnica de Tissue Microarray (TMA)

Essa técnica possibilita o estudo da expressdo proteica de tumores em larga
escala através de ensaios de imunohistoquimica (GULMANN et al. 2003;
MELENDEZ et al. 2003). A construcdo do TMA foi realizada apds selecdo e
identificacdo da drea mais representativa do tumor, através de uma marcagao circular
em cada nova lamina. Utilizou-se o tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver
Spring, Maryland) e a area de interesse foi retirada a partir de uma regido circular de
0,6mm de cada bloco doador e transferida para um bloco receptor. Em seguida, a partir
do bloco receptor foram preparados cortes histoldgicos seriados em laminas de vidro
cortadas por microtomia mecénica (4pum). Apos analise no microscopio optico, as

amostras que representaram pelo menos 10% da area circular do core (0,6mm) foram
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consideradas satisfatorias.

3.7.4 Imunoistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada utilizando 1aminas de tissue microarray
(TMA) com cortes de 1 mm contendo todos os casos e controles. As laminas com o
corte de TMA foram desparafinizadas pela incubagdo a 60° C na estufa por 1 hora e
meia e utilizando gradientes decrescentes de xilol. As laminas foram
sequencialmente hidratadas utilizando gradientes de etanol, 4agua deionizada e
tampao fosfato (PBS). A recuperacdo antigénica foi realizada por aquecimento em
panela de pressdo elétrica, durante 40 minutos para o RSK1 e IDHI1Rr1320, o0s
quais foram incubados numa solugao tampao Tris base + EDTA + Polisorbato (Tris-
EDTA). Para a imunohistoquimica de CD68 e LAPTMS foi reduzido o tempo de
aquecimento para 20 minutos e utilizado a solu¢do tampao de citrato + Polisorbato.
Ap0s resfriamento em temperatura ambiente, as laminas foram lavadas com &agua
deionizada e tampao fosfato (PBS). O bloqueio da peroxidase endogena foi
realizado com a solugdo de peroxido de hidrogénio (H202). Utilizou-se a solugao de
0,25% de caseina em tampao fosfato por 60 minutos em cuba escura para o bloqueio
de ligacdes inespecificas.

Em seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo anti-RSK1 (sc-231,
Santa Cruz Biotechnology) a uma dilui¢do 1:200, anti-CD68 (sc-70761, Santa Cruz
Biotechnology) na dilui¢do 1:100, anti-LAPTMS (ab108017, Abcam) na diluigdo 1:50
e anti-IDH1r1320 (DIA-HO09, Dianova ) diluicdo 1:100 em albumina de soro bovino a
1% em tampao fosfato por 18 horas a 40C em camara imida.

Apos o periodo de incubacdo com o anticorpo primario, as laminas foram



24

lavadas com tampao fosfato e incubadas com anticorpo secundario conjugado com
a peroxidase EnVision + Dual Link (Dako) por 30 minutos em cuba escura. Apds
nova lavagem em tampao fosfato foi aplicado 100 pl da enzima HRP (Dako, USA)
durante 30 minutos em cuba escura.

A revelacdo das imunomarcacgdes foi realizada utilizando o cromégeno 3,3-
Diaminobenzidina (DAB, Dako) com dilui¢ao de 1 gota em 1000 ul de tampao (DAB,
Dako) por 5 minutos. Como controles positivos foram incluidos tecidos com expressao
proteica conhecida e o anticorpo primario foi omitido para os controles negativos. As
laminas foram contra coradas com hematoxilina durante 5 minutos, retirado o excesso
com agua corrente ¢ aplicado meio de montagem rapida para microscopia isento de

agua (Etellan® - Merk).

3.7.4 Leitura da rea¢io de imunoistoquimica de RSK1, CD68 e LAPTMS

A quantificacdo foi feita digitalmente pelo aparelho scanScope XT (Aperio
versao:12.3.2.8013) da Leica Biosystems (Nussloch, Alemanha). A intensidade de
marcacdo dos anticorpos foi avaliada na célula total e nucleo celular através da
intensidade e porcentagem de pixels marcados. O algoritmo utilizado no ScanScope
classificou cada pixel como 0 (negativo, intensidade variando de 256-220), 1
(fracamente positivo, intensidade variando de 220-175), 2 (positivo, intensidade
variando de 175 -100) ou 3 (fortemente positivo, intensidade variando de 100 - 0) e
quantificou o nimero de pixels em cada categoria. A partir destes dados o HSCORE,
medida de pontuagdo que pode ser utlizada para atribuir valores, foi calculado de
acordo com a férmula, HSCORE =} (i x Pi), onde Pi = porcentagem de pixels

positivos, com variacdo de 0% a 100% e intensidade de marcacao do pixel i = 0,1, 2,
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ou 3. Ao final um escore (pontuacdo) de 0 a 300 foi obtido pela multiplicacao da
intensidade e porcentagem de acordo com a metodologia proposta por ALVARENGA
et al. (2013).

A quantificacdo de CD68 foi realizada pela relagdo de porcentagem de pixels
fortemente marcados por area do tecido ocupada pelas células do infiltrado
inflamatoério. Portanto, a intensidade da marcagao nao foi utilizada, somente a area dos
pixels fortemente marcados dividido pela area total.

Os pacientes obtiveram niveis elevados de RSK1, LAPTMS e CD68 na
imunomarcagdo foram divididos em grupos e nomeados high expression (hi) e os
grupos que expressaram niveis baixos de RSK1, LAPTMS e CD68 foram nomeados
lowexpression (10).

Em relagdo a imunohistoquimica para IDH1Rr1321 nao houve quantificagdo no
Scancope, amostras sem coloragdo foram consideradas do tipo IDHI1 selvagem e com
coloragdo de qualquer intensidade foram consideradas IDH1 mutadas. A descrigao dos

anticorpos utilizados nas reagdes de imunohistoquimica esta apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 - Anticorpos utilizados nas reagdes de imunoistoquimica

Anticorpo Cadigo Titulo Fabricante
RSK1 sc-231 1:200 Santa Cruz
CDo68 sc-70761 1:100 Santa Cruz

IDH1*PH DIA-H09 1: 100 Dianova

LAPTMS ab108017 1:50 Abcam
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

3.8.1 Analise descritivas e de associacido

A analise descritiva das variaveis quantitativas foi realizada por meio de
medidas de tendéncia central (média ou mediana) e de dispersdo (desvio padrdo),
valores minimo e maximo), e para as variaveis qualitativas, foi realizada por meio das
frequéncias absoluta e relativa. Para avaliar a associagdo entre a escala de KPS no pré
e pos-cirurgico foi realizado o teste exato de Fischer.

Para a avaliagdo da distribui¢do das variaveis quantitativas foi realizado o teste
de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas com distribui¢do ndo normal foram
apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR: 25-75%). Teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados para comparagdo entre dois grupos.
Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05. A analise estatistica foi
realizada através do programa graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San Diego,

CA).

3.8.2 Anailise de sobrevida

Foi feita a andlise de sobrevida global incluindo uma avaliagdo exploratoria
inicial utilizando o método de Kaplan-Meier com o objetivo de identificar possiveis
diferencas entre as curvas para cada grupo de exposi¢do. O teste de Log-Rank foi
utilizado para comparagdo entre os grupos.

A partir da analise univariada do modelo dos riscos proporcionais de Cox, as
varidveis com p<0,20 foram selecionadas para a andlise multivariada de Cox para

estimar o risco proporcional (Hazard Ratio). Foram retidas no modelo final as
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variaveis com p<0,05. O tempo de seguimento utilizado para as analises de sobrevida
foi de 8,5 anos.

Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05. A andlise estatistica
foi realizada através do programa graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San

Diego, CA).

3.8.3 Analise de correlacao

Para as andlises de correlagdo, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Spearman (distribuicdo nao normal). Os niveis de correlacdo foram classificados
segundo o valor do coeficiente (r) em desprezivel (entre 0,00 e 0,3), baixo (entre 0,30
e 0,50), moderado (entre 0,50 e 0,70), alto (entre 0,70 e 0,90) e muito alto (entre 0,90
e 1,00), conforme ponto de corte descrito por MUKAKA (2012). Foi considerado
significativo o valor de p<0,05. A andlise estatistica foi realizada pelo programa

graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA)
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4 RESULTADOS

41 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Nas laminas coradas com H&E do tecido tumoral foram identificados os

principais aspectos histopatologicos dos casos de GBM, como atipia nuclear,

hipercelularidade, areas de necrose e de proliferacdo vascular, conforme descrito

(Figura 6).

Fonte: Arquivo pessoal
Figura 6 - Caracteristicas microscopicas de glioblastoma (GBM). (A) Presenca de atipia

nuclear (seta). (B) Hipercelularidade. (C) Necrose em paligada (seta). (D) proliferagdo vascular (seta).
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42 DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS ABSOLUTA E

RELATIVA DAS CARACTERISTICAS CLINICAS

Participaram do estudo cinquenta e dois pacientes, um pouco mais da metade
do sexo masculino (51,9%), a média de idade foi de 53,1 anos, idade minima de 13
anos ¢ maxima de 79 anos. O percentual de idosos na populacao de estudo foi de
21,2%. Considerou-se individuos idosos aqueles acima de 60 anos, conforme critério
da Organizagdo Mundial de Saude (2002).

Quanto a localizagao do tumor, foram 34,6% lobo frontal, seguido de lobo
parietal (32,7%) e lobo temporal (15,4%). Os tratamentos adjuvantes (pds-ciriirgicos)
foram 65,4% radioterapia, 19,2% quimioterapia e 15,4% dos pacientes ndo
realizaram tratamento pos-cirirgico. Em 53,8% dos pacientes foram realizadas

ressecgdo cirurgica total e 46,2% parcial. Detalhes na Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuicao das frequencias absoluta e relativa das caracteristicas clinicas
dos pacientes com Glioblastoma atendidos no HCP e HR. 2009-2017

CARACTERISTICAS N=52 %
IDADE
Média + DP 53,1+16,6
(Minimo-Maximo) (13-79)
SEXO
Masculino 27 51,9
Feminino 25 48,1
FAIXA ETARIA
Menos de 50 anos 15 28,8
De 50 a 64 anos 26 50,0
65 anos e mais 11 21,2
LOCALIZACAO
Lobo frontal 18 34,6
Lobo temporal 8 15,4
Lobo Parietal 17 32,7
Outras 9 17,3
TRATAMENTO ADJUVANTE#
Qimioterapia 10 19,2
Radioterapia 34 65,4
Naéo realizaram 8 15,4
TIPO DE CIRURGIA
Parcial 24 46,2
Total 28 53,8

DP: Desvio Padrdo; *outras: Lobo occipital direito, Regido cervical, Atrioventricular, Mesencéfalo,
Temporo-occiptal ¢ Corpo caloso. #Quimioterapico: temozolomida e bevacizumabe
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43 ANALISE DE ASSOCIACAO DA ESCALA DE KARNOFSKY
PERFORMANCE STATUS (KPS) COM PRE E POS-CIRURGICO DOS
PACIENTES COM GLIOBLASTOMA

Na analise, foi obervado que hove uma alterag¢@o entre a escala de KPS com
pré e pos-cirurgico. Verificou-se uma redugdo de 84,0 para 32,7% de pacientes com

escala > 70% de KPS entre o pré e pos-cirurgico, respectivamente.

Tabela 2 - Associagdo entre a escala de KPS com opré e pds cirtirgico dos pacientes
com Glioblastoma atendidos no HCP e HR. 2009-2017

PRE- POS- valor p*
CIRURGICO CIRURGICO
*N=50 (%) N=52 (%)
KARNOFSKY PERFORMANCE STATUS p<0,0001
(KPS)
>70% 42 (84,0) 17 (32,7)

<70% 8 (16,0) 35(67,3)
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44 ANALISE DOS NIiVEIS DE HSCORE DE RSK1, LAPTM5 E
CD68 ENTRE OS GRUPOS DE PACIENTE COM KPS > 70% e < 70%

NO PRE- CIRURGICO E POS-CIRURGICO

Nao foram observadas diferencas significativas dos niveis de HSCORE de
RSK1, LAPTMS e CD68 entre os grupos de pacientes com KPS > 70% e < 70% no

pré-cirurgico e pos-cirurgico (Figuras 7 e 8).

4.4.1 Avaliacdo da expressido diferencial de RSK1, LAPTMS e CD68 de acordo
com a idade <60 e > 60 anos

Foi realizada uma analise comparativa dos valores de HSCORE obtidos da
marcagdo de RSK1, LAPTMS e CD68 no tumor dos grupos de pacientes com idade
<60 e >60 anos. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos (Figura

8).
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Figura 7 - Analise dos niveis de hscore de RSK1, LAPTMS e CD68 dos pacientes
com GBM e Performance Status (KPS) > 70% (n=42) e < 70% (n=8) no pré-

cirtirgico. Os graficos estio representados em mediana e interquartil (25-75%). Teste Mann

Whitney. Foi considerado significativo p<0.05. NS: nao significativo.
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Figura 8 - Analise dos niveis de hscore de RSK1, LAPTMS e CD68 dos pacientes

com GBM e Performance Status (KPS) > 70% (n=17) e < 70% (n=35) no pos-

cirirgico. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Teste Mann

Whitney. Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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4.5 ANALISE DOS NIiVEIS DE HSCORE DE RSK1, LAPTM5 E
CD68 DOS PACIENTES COM GBM DE ACORDO COM A IDADE <60

E >60 ANOS

Nao foram observadas diferencas significativas dos niveis de HSCORE de

RSK1, LAPTMS e CD68 entre os grupos de pacientes com a idade <60 e >60 anos

(Figura 9).
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Figura 9 - Analise dos niveis de hscore de RSK1, LAPTMS e CD68 entre os grupos

de pacientes com GBM e idade <60 (n=33) e >60 anos (n=19). Os graficos estdo
representados em mediana e interquartil (25-75%). Teste Mann Whitney. Foi considerado

significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Foi realizada uma analise dos niveis de HSCORE obtidos da marcagao de
RSK1, LAPTMS5 e CD68 no infiltrado tumoral dos grupos de pacientes que
apresentaram tumores na regioes frontal, temporal e parietal. Nao foram observadas

diferengas estatisticas entre os grupos (Figura 10).
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Figura 10 - Analise dos niveis de hscore de RSK1, LAPTMS e CD68 entre os
grupos de pacientes com localizagdo do tumor frontal (n=18), temporal (n=8) e

parietal (n=17). Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Teste Mann

Whitney. Foi considerado significativo p<0.05. NS: nao significativo.
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4.7 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE HSCORE

DE RSK1, CD68 E LAPTMS

Na analise de correlacdo entre os niveis das proteinas, foi observado que
existe correlagdo positiva moderada entre a expressao de RSK1 e LAPTMS (1=0.63;
p<0,0001) e RSK1 e CD68 (r=0.57, p<0,0001) e baixa entre CD68 ¢ LAPTMS5

(r=0.40, p=0,005), como mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Analise de correlacdo entre os niveis de RSK1, CD68 e LAPTMS nos

tecidos dos pacientes com GBM. Teste de correlagio Pearson. Foi considerado significativo

p<0,05.
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4.8 ANALISE DE SOBREVIDA GLOBAL

4.8.1 Sobrevida global entre os grupos de pacientes com expressao de RSK1m e
RSK1hi

A mediana da sobrevida global em meses do grupo de pacientes com expressao
de RSK11io foi de aproximadamente 17 meses, enquanto que o grupo com expressao
RSK1hi foi de aprox. 6 meses (Log-Rank p < 0,001), considerando o tempo de
sobrevida entre o dia do diagndstico e o ultimo dia de seguimento (6bito ou ultima

consulta) (Figura 12).
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Figura 12 - Sobrevida global (meses) dos pacientes com GBM de acordo com

expressao de RSK1lo (n=24) e RSK1hi(n=25). Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e
Hospital da Restauragdo, Recife-PE 2015-2017. Teste de log-rank. Foi considerado significativo
p<0,05
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4.8.2 Sobrevida global entre os grupos de pacientes com expressio de
LAPTMSIlo e LAPTMS5y,;

A mediana da sobrevida global em meses do grupo de pacientes com expressao
de LAPTMS51o0 foi de aproximadamente 12 meses, enquanto que o grupo com expressao
LAPTM5ni foi de aprox. 5 meses (Log-Rank p < 0,025), considerando o tempo de
sobrevida entre o dia do diagndstico e o ultimo dia de seguimento (6bito ou ultima

consulta) (Figura 13).
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Figura 13 - Sobrevida global (meses) dos pacientes com GBM de acordo com
expressio de LAPTMSlo (n=24) e LAPTMS5hi (n=25) Hospital de Cancer de
Pernambuco (HCP) e Hospital da Restauragdo, Recife-PE 2015-2017. Teste de log-

rank. Foi considerado significativo p<0,05
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4.8.3 Sobrevida global entre os grupos de pacientes com expressao de CD68i e
CD68ni

A mediana da sobrevida global em meses do grupo de pacientes com
expressdo de CD68lo foi de aproximadamente 12 meses, enquanto que o grupo com
expressao CD68hi foi de aprox. 6 meses (Log-Rank p < 0,027), considerando o
tempo de sobrevida entre o dia do diagnostico e o ultimo dia de seguimento (6bito ou

ultima consulta) (Figura 14).
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Figura 14 - Sobrevida global (meses) dos pacientes com GBM de acordo com
expressdao de CD68lo (n=23) e CD68hi (n=26) Hospital de Cancer de Pernambuco
(HCP) e Hospital da Restauragdo, Recife-PE 2015-2017. Teste de log-rank. Foi

considerado significativo p<0,05.
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4.8.4 Analise univariada e multivariada de Cox para estimar o risco de 0bito

dos pacientes com GBM

Na analise de regressao multipla, as variaveis RSK1, LPATMS e CD68 foram

avaliadas, uma vez que estas, dentre todas as varidveis analisadas, foram as que

mantiveram p<0,2 na andlise univariada. Na andlise de regressdo multipla, RSK1

(HR=4,08; IC 95%: 1,69-9,84; p=0,002), LAPTM5 (HR=2,28; IC 95%: 1,05-4,93;

p=0,037) e CD68 (HR=2,04; IC 95%: 0,94-4,41; p=0,032) permaneceram no

modelo, como varidveis de valor independente na analise de risco de obito (Tabela

3).

Tabela 3 - Analise univariada e multivariada de Cox para estimar o risco de ébito

dos pacientes com GBM (n=49). HCP/HR 2009-2017.

REGRESSAO p-valor REGRESSAO p-valor
SIMPLES MULTIPLA

VARIAVEIS HR IC 95% HR IC 95%

RSK 0,001 0,002
RSK" vs RSK" 3,92 1,73 8,89 408 1,69 9,84

LAPTMS5 0,027 0,037
LAPTM5" vs LAPTM5™ 2,31 1,10 488 2,28 1,05 4,93

CD68 0,033 0,032
CD68" vs CD68™ 2,22 1,06 4,64 2,04 094 441
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49 IMUNOHISTOQUIMICA DE RSK1, LAPTMS5 E CD68

A imagem da andlise de imunohistoquimica mostra a intensidade de
expressdo das proteinas RSK1, LAPTMS e CD68. Tiveram as amostras com alta

expresdo (high expression) e baixa expresdo (low Expression). (Figura 15).

low expression

Figura 15 - Imunomarcag¢ado das proteinas RSK1, LAPTMS5 e CD68. Baixa expressio —
“low expression” ( colunas a esquerda) e superexpressdo — “high expression” (colunas 4 direita). A)
RSK1 1o,RSK1hi, B)LAPTMS lo, LAPTMS hi, C) CD68 lo, CD68 hi.Hospital de Cancer de
Pernambuco (HCP) e Hospital da Restauraggo, Recife-PE 2015-2017.
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5 DISCUSSAO

O GBM corresponde a um dos tumores mais agressivos do SNC. A
complexidade das vias envolvidas na tumorigénese ¢ a grande capacidade dos GBMs
de desenvolver resisténcia torna dificil a predigdao de sobrevida dos pacientes, assim
como os potenciais alvos terapéuticos mais efetivos no controle da proliferagao
tumoral de alta malignidade no GBM (TAMIMI e JUWEID 2017). Dessa forma, este
estudo investigou o possivel envolvimento de trés potenciais marcadores (RSKI,
LAPTMS e CD68) em relagdo com caracteristicas clinicas do GBM, assim como o
impacto da expressao desses marcadores associados a sobrevida global dos pacientes
com GBM.

Nesse estudo observamos de forma geral que todos os pacientes selecionados
possuiam alteracdes histoldgicas compativeis com o diagnostico de GBM. A anélise
histoldgica mostrou a presenga de atipia celular, hipercelularidade, necrose tecidual
com padrdo serpiginoso de fita de células tumorais em torno de centros necroticos e
proliferacao vascular. Essa caracteristica tecidual ¢ conhecida como necrose
pseudopalisante (ZHANG et al. 2016).

Com relagdo as caracteristicas clinicas, observamos maior frequéncia de
GBM em adultos acima de 50 anos, nesse estudo encontramos uma faixa etaria
mediana em torno de 58 anos de idade. Existem poucos estudos reportando a
frequéncia de GBM em Recife, comparativamente (LUCENA et al. 2006) obteve
perfil epidemiologico bastante similar ao encontrado no presente estudo em que o

GBM acometeu a maioria adultos acima de 55 anos. Destaca-se também que o
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presente estudo retratou similaridade aos estudos globais que indicam maior
frequéncia de GBM em pacientes na faixa etaria entre 55 a 60 anos (THAKKAR et
al. 2014).

Nas analises de género, obtivemos maior numero de pacientes do sexo
masculino (51,9%). Esse resultado confirma as estimativas da maioria dos estudos
epidemiolodgicos, nos quais existe uma prevaléncia maior em homens. Observa-se
também que a diferenga entre os géneros nesse estudo foi pequena (homens: 51,9% e
mulheres: 48,1%) em comparagao aos estudos globais, nos quais a incidéncia de GBM
¢ aproximadamente 1,6 vezes maior em homens (THAKKAR et al. 2014; TAMIMI ¢
JUWEID 2017).

Em relacdo a localizacdo do tumor, obtivemos maior frequéncia de GBM no
lobo frontal esquerdo em 31,4% das amostras analisadas. Esse resultado corrobora
a frequéncia comumente encontrada em varios estudos globais, assim como com a
média encontrada na cidade de Recife segundo estudo realizado por LUCENA et al
(2006) que retrata 40% de acometimento na regido frontal. A maioria dos estudos
indicam que o GBM ¢ encontrado principalmente na regido supratentorial (frontal,
temporal, parietal e lobos occipitais) tendo a maior incidéncia no lobo frontal
principalmente em idosos entre 62 a 64 anos (CHAKRABARTI et al. 2005;
ENGELHARD et al. 2010; ADAMS et al. 2013).

O tipo prevalente de cirurgia foi a resseccdo total em 53,8% dos casos
analisados. Estudos apontam o procedimento cirdrgico como uma intervengao
importante no GBM, pois além de fornecer a confirmagdo para o diagnostico via
analise histologica, promove um efeito descompressor (TAMIMI e JUWEID 2017).

Pacientes submetidos a cirurgia, especialmente a resseccdo total possuem maior
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vantagem de sobrevida (STUMMER et al. 2008). No entanto, a cirurgia de ressec¢ao
total é contraindicada em pacientes com KPS < 70 e idade avangada (WILSON et al.
2014). Nossos dados demonstram que apenas 34% dos pacientes mantiveram indices
de KPS acima de 70 apos o procedimento cirargico.

Nesse estudo o tratamento adjuvante mais comumente adotado foi a
radioterapia (66,7%). Recomenda-se a radioterapia associada a temozolomida (TMZ)
por resultar em maior sobrevida comparada a radioterapia como monoterapia (STUPP
et al. 2005). No entanto, apenas 15% dos pacientes desse estudo foram submetidos a
tratamento com TMZ. Nesse aspecto, deve-se considerar que todas as amostras
selecionadas para a analise foram provenientes de pacientes do SUS e a baixa
utilizagdo de TMZ pode ser um reflexo da falta de acesso ao medicamento. Em 2014,
a comissdo nacional de incorporagdo de tecnologias no SUS (CONITEC) decidiu pela
ndo incorporagdo de TMZ para o tratamento pos-operatorio de pacientes portadores de
gliomas de alto grau no ambito do Sistema Unico de Saude.

As causas associadas ao GBM ainda nao foram completamente elucidadas,
mas pode-se atribuir seu desenvolvimento a uma rede complexa de diferentes
alteracdes genéticas e moleculares, levando a mudangas significativas nas vias de
sinalizacdo celular responsaveis pela proliferacao celular, vasculogénese, apoptose ¢
inflamacdo (LOMBARDI ¢ ASSEM 2017). Em geral, as principais vias alteradas
nos gliomas estdo relacionadas a superexpressao de fatores de crescimento celular ou
seus receptores. Estes fatores quando excessivamente estimulados, promovem a
ativacdo da via MAPK quinase e a subsequentemente fosforilagdo de fatores
transcricionais que afetam a expressdo génica e o crescimento celular (MAWRIN et

al. 2013). Alguns estudos apontam que a via de ativagdo das quinases MAPKs esta
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associada a progressao dos gliomas e a pior prognostico (MAWRIN et al. 2013).
As quinases MAPKSs, em especial as quinases ERK1/2, responde pela fosforilagdo e
ativacdo das quinases RSKs, estas quando ativadas regulam a proliferagdo,
transcricdo e regulacdo da apoptose celular (HAUGE e FRODIN 2006; ROMEO et
al. 2011). Poucos estudos analisaram a importancia das RSKs para GBM. Nos
mesmos, a isoforma principalmente estudada foi a RSK2. No entanto, esses estudos
demonstram problemas metodologicos, por exemplo, o uso do inibidor de RSK, BI-
D1870, o qual tem efeitos off-target na via de mTORC1 (SULZMAIER ¢ RAMOS
2013; ROFFE et al. 2015).

No presente estudo avaliamos a expressao da isoforma RSK1 sobre a sobrevida
global em amostras de GBM. Observamos que o grupo de pacientes com alta expressao
de RSK1 obtiveram uma menor sobrevida que o grupo expressando baixos niveis de
RSK1. Além disso, verificou-se que pacientes com alta expressdo de RSK1 obtiveram
cerca de quatro vezes mais probabilidade de 6bito. Comparativamente, o estudo de
SULZMAIER et al. (2016) demonstrou que a expressao da isoforma RSK2 em GBMs
correlaciona-se a maior gravidade tumoral e a baixa sobrevida. Existem algumas vieses
do estudo que tornam imprecisas a extrapolacao dos resultados de SULZMAIER et al.
(2016) para todos os pacientes com GBM, pois sua amostra incluia portadores de
gliomas de varios graus. O artigo recém submetido de Hajj et al. (submetido)
(Apéndice 2) demonstra que os efeitos mais importantes foram reportados mais a nivel
de expressdo de RSK1, assim como o observado no presente estudo.

Além da avaliagdo de RSK1, avaliamos a expressao das proteinas LAPTMS e
CD68 nas amostras de GBM. Ambas possuem importancia na ativacdo do processo

inflamatorio e infiltracdo da micréglia (LISI et al. 2014; NUYLAN et al. 2016). Essas
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proteinas foram escolhidas baseado no estudo de Hajj et al. (submetido) (Apéndice 2),
em que os GBMs apresentando maiores niveis de RSK1 tinham enriquecimento na
expressao do mRNA codificando LAPTMS (associado com o subtipo mesenquimal do
TCGA) e CD68 (associado com infiltrado imune).

A proteina LAPTMS ¢ normalmente encontrada em vesiculas intracelulares,
seu acumulo induz a morte celular via desestabilizacao lisossomica. Esse mecanismo
esta associado a regressdo em neuroblastomas e portanto a um prognoéstico favoravel
(NUYLAN et al. 2016). Entretanto, o efeito protetor relacionado a superexpressao de
LAPTMS nio foi relatado para o GBM. Dados de uma pesquisa recente mostram que
o gene responsavel pela expressao de LAPTMS esta associado ao modulo de genes
que sofrem regulagdo positiva e a pior progndstico no GBM (DUNWOODIE et al.
2018). Comparativamente, no presente estudo as amostras de pacientes com alta
expressao de LAPTMS também apresentaram pior sobrevida, em que o risco de 6bito
foi estimado em 2,28 vezes maior em pacientes com alta expressdo de LAPTMS.

A proteina CD68 ¢ um importante marcador da presenga de macrofagos
associados a tumores, os quais respondem pela producdo de citocinas anti-
inflamatorias que beneficiam a sobrevivéncia de células no microambiente tumoral
(LISI et al. 2014). No presente estudo identificamos que a alta expressdo de CD68
esteve associada a menor sobrevida. Comparativamente, os dados de uma analise
realizada a partir de bancos de dados gendmicos também correlacionou a expressao
aumentada de CD68 a pior prognéstico (WANG et al. 2017).

Neste estudo nao foi possivel detectar IDH1 mutado na R132H na
imunohistoquimica, este aspecto pode ser decorrente do baixo indice de mutagdes para

IDH1 nos tumores primdrios (5%) (KLOOSTERHOF et al. 2011). Assim como, o
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quantitativo da amostra ser considerado pequeno para refletir esse indice para tumores
primarios que constitui a maioria da populacao deste estudo. No entanto, no artigo de
Hayjj et al. (submetido) (Apéndice 2) observamos que em tumores com niveis maiores
de RSK1, IDHIR132H esta menos representada, demonstrando que niveis aberrantes
altos de RSK1 s3o em geral uma caracteristica de GBMs primarios.

Avaliou-se a possivel correlacdo entre as expressdes de RSK1, CD68 e
LAPTMS. Nossos resultados mostram que a expressao de RSK1 esteve associada a
LAPTMS (1r=0,62), p<0,0001 e CD68 (r=0,62), p<0,0001 em mesmo grau. Um
coeficiente menor de correlacdo existiu entre LAPTMS e CD68 (r=0,58) com
p<0,0005. No presente estudo também investigamos a possivel correlagdo de faixas
etarias com a expressdo de RSK1, LAPTMS e CD68. No entanto, ndo obtivemos
diferengas significativas da expressdo desses marcadores entre os grupos etarios
analisados, sugerindo que o aumento da expressao destes marcadores ndo segue o
aumento da faixa etaria. De maneira similar, ndo foi encontrada associacdo entre a
performance status (KPS) com as expressdes dos marcadores RSK1, LAPTMS5 e CD68
em pacientes com KPS >70 e abaixo de 70 antes e ap6s o procedimento cirargico.

No aspecto localizagdo do tumor obtivemos maior positividade de marcagao
de RSK1, LAPTMS5 e CD68 no lobo frontal, constituindo-se também a regido de maior
frequéncia para os GBMs estudados. Em relacdo a expressao de CD68, observamos
também alta expressdo na regido temporal. Dados de estudos anatomicos indicamque
os gliomas originam-se principalmente de estruturas subcorticais, as quais detém
maior densidade de células gliais, especialmente nos lobos frontal e temporal
(LARJAVAARA et al. 2007).

Com este estudo foi possivel identificar outros marcadores envolvidos nos
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mecanismos do gliobalstomas e que poderiam ser alvos terapéuticos, além de possiveis
marcadores de progndstico nos pacientes. E uma doenga grave com elevada
mortalidade e estudos que ampliam o conhecimento cientifico sobre os mecanismos
moleculares envolvidos oncogenese do GBM sao fudamentais para o desenvolvimento

de novas terapias alvos.
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CONCLUSAO

A falta de tratamento quimioterapico com Temozolomida nos hospitais do
SUS de Recife, pode ter favorecido para a reducdo do KPS em pacientes pos
cirargicos, porém devido ao baixo quantitativo de pacientes em uso de TMZ
ndo podemos avaliar essa correlacao;

Niveis altos de RSK1, LAPTMS5 e CD68 estdo correlacionados com pior
sobrevida dos pacientes portadores de GBM e sdo indicativos de baixo
prognostico;

A superexpressao de RSK1 detém maior impacto sobre a sobrevida dos
pacientes com GBM;

A expressdao de RSK1 esta também relacionada a LAPTMS e CD68;
Tratamentos que reduzam a expressao e/ou atividade de RSK1 podem ser um
potencial alvo terapéutico, o que poderia estar relacionado com a

modulagdo do infiltrado imune em GBMs com niveis aumentados de RSK1.
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Abstract
Background. The p90 ribosomal S6 kinase (RSK) family, a downstream target of

the Ras/ extracellular signal-regulated kinase (ERK) signaling pathway, can mediate
a cross-talk with the mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI1)
pathway. Due to its strategic position connecting to oncogenic pathways in gliomas,
we investigated its expression at an isoform-specific level.

Methods. We analyzed protein levels of RSK1 and RSK2 isoforms, in normal brain
(NB) and grade I-IV gliomas by immunohistochemistry (IHC). From overlapping
tissue sections of glioblastomas (GBM) with known RSK1 levels, the transcriptome
was identified by microarray. An RSK1 signature based on differentially expressed
mRNAs was validated in public glioma datasets

Results. RSK1 isoform was expressed in a group of GBMs (RSthi) at levels above
those of NB or low-grade gliomas (LGG). Essentially no long-survivor was present
in RSK1hi and most GBMs of this group belonged to the mesenchymal subtype.
RSKI1 levels strongly correlated with the presence of immune infiltrate. An RSK1
signature was developed and associated with worse survival in GBM and LGG. We
did not observe a difference in RSK2 median-expression among NB and gliomas,
however, high levels of RSK2 in GBMs were associated with a worse survival.
Conclusions. RSK1 and RSK2 are associated with worse survival. Aberrant levels of
RSK1 expression and activation were found in a group of GBMs. The association of
high-RSK1 levels with poor survival, immune infiltrate, together with its aberrant
expression in GBM but not in NB, suggests RSK1 as a potential therapeutic target.
Key words

glioma | p90 ribosomal S6 protein (RSK) | immune infiltrate | mesenchymal | RSK1
signature

Importance of the study

This study demonstrates that glioblastomas (GBM) gain high protein levels of the
RSK1 isoform (RSKI1™) that are not found in normal brain (NB) or lower-grade
gliomas (LGG). Remarkably, long and very-long survivors were absent from
RSK1"-GBMs. Transcriptome analysis indicated that RSK1"-GBMs express
mesenchymal subtype and immune infiltrate genes. RSK1"-GBMs show enrichment

for activated-natural killer and M2 macrophages genes, together with high CD68



protein levels. An mRNA-based RSK1 signature was obtained to infer RSK1 protein
levels in other glioma datasets. GBMs showed an enrichment in the signature when
compared to NB or LGG, and it was related to worse survival. Even in LGG, the
RSK1 signature was associated with poor survival. This suggests that RSK1
expression might be gained during glioma progression in an immune infiltrate-
related manner. Our results provide clinical and molecular basis to consider the

kinase RSK1 as a promising biomarker and therapeutic target.

Introduction

Gliomas are tumors of the central nervous system resulting from the malignant
transformation of glial cells.' Gliomas are classified according to their histological
characteristics in different grades (I-IV).> High-grade gliomas, III and IV, are
considered malignant.® The incidence of malignant gliomas is 17,000 new cases per
year." Astrocytomas are the most common type of gliomas. In particular, grade IV
astrocytoma, also called glioblastoma (GBM, formerly called Glioblastoma
Multiforme), represents 82% of malignant gliomas. GBM is highly lethal, giving the
affected patient a survival of 12-15 months. Standard treatment involves surgical
resection when possible, but because of its infiltrative nature, GBMs cannot be
completely removed. Therefore, the first-line adjuvant treatment, consisting of
radiotherapy and chemotherapy with the alkylating agent temozolomide, is
performed after surgery. Nevertheless, almost all GBMs eventually recur and the
mean disease progression time after treatment is 6.9 months.*

The Cancer Genome Atlas (TCGA) and other similar initiatives applied high-
throughput genomic techniques to hundreds of GBMs and low-grade gliomas (LGG;
grades II and III)." These efforts resulted in numerous molecular classifications of
gliomas. For GBMs, the TCGA proposed an initial classification in four molecular
subtypes (classical, mesenchymal, proneural and neural) based on transcriptome
data.® The isocitrate dehydrogenase genes 1 and 2 (IDH1/IDH2) mutational status
and the hypermethylator phenotype (G-CIMP), both characteristic of secondary
GBMs and associated with longer survival times, were then considered to improve
the TCGA classification.”® Finally, the analysis of GBMs together with LGG,

essentially divided gliomas in IDH mutant (consisting of most LGG and secondary



GBMs), and IDH wild-type (mostly primary GBMs).” Later on, the TCGA
eliminated the neural subtype classification for GBMs. Despite all these efforts, only
a limited amount of the generated information was indeed translated to the patients.
In fact, a few markers are considered for GBM, such as, IDH1 mutation.’

It was observed that 88% of GBMs show alterations in at least one of the
major components of the receptor tyrosine kinase (RTK)/phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K)/Akt/mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI1) signaling
pathways.” The Ras/extracellular signal-regulated kinase (ERK) is also frequently
altered in GBMs, and one of the main causes is the loss of neurofibromin 1 (NF1) in
18% of patients.” One of the direct targets of ERK is the p90 kDa ribosomal protein
S6 kinase family (RSK). In humans, there are four isoforms of RSK with high degree
of homology (RSK1-4)."” RSKs can phosphorylate various substrates and it was
proposed that RSKs can mediate a cross-talk between the Ras/ERK1 and mTORC1
pathways. RSKs have been involved as important players in different cancer types,
controlling processes such as proliferation, mMRNA translation and survival.'' Despite
its strategic position among two important oncogenic pathways in GBMs, very little
is known about the RSK importance in gliomas. It was reported that mesenchymal
subtype GBMs showed a marginal increase relative to proneural-GBMs in
phosphorylated RSK1 (T359/S363).'> RSK2 was suggested to be a target of the miR-

13,14 However, the last article

218 and a regulator of migration/invasion in GBMs.
failed to exclude any involvement of the other isoforms.'* Moreover, the non-specific
RSK inhibitor, BI-D1870"°, was used to prove RSK2 functions. Considering the
potential as an important modulator of oncogenic pathways, we aimed to
comprehensively characterize the expression of RSK family isoforms in gliomas and

underscore the implications.

Methods

Glioma Patient Cohorts

Astrocytomas treated at the A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC), Sao Paulo,
Brazil, from 1980 to 2004 were used for the construction of tissue microarrays
(TMA). Additional GBM samples were included for the analysis of the transcriptome
(Supplementary Table 1). A second cohort of GBMs was obtained from the Hospital



do Cancer de Pernambuco (HCP) and Hospital da Restauracao (HR), Recife, Brazil.
The study was approved by the Ethical Committee of the ACCCC (approval number
1485/10), HCP  (CAAE: 5576716.3.0000.5205) and HR  (CAAE:
55476716.3.3002.5198).

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as previously described (details in the
Supplement).'®

HTA 2.0 Microarray Processing and Analysis

GeneChip Human Transcriptome Array 2.0 (Thermo) was used according to the
manufacturer’s instructions (details in the Supplement). Only for the unsupervised
hierarchical clustering, differential gene expression analysis, the dataset was filtered
to keep mRNAs with higher median intensity and standard deviation than RSK1-
mRNA. A total of 4,562 genes were used for those analysis.

Determination of Signature Enrichment Scores by GSVA

The Gene Set Variation Analysis package for R was used (details in the
Supplement).'’

Profiling of Immune Infiltrate Based on Transcriptome Data

We used the ESTIMATE package to estimate the non-tumoral fraction, immune and
stromal components for the 30 GBM samples.'® The profiling of 22 immune-related
cell types was performed using the LM22 gene signatures for the CIBERSORT
software (https://cibersort.stanford.edu/) (details in the Supplement)."’

Statistical analysis

Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparison test was applied using
the dunn.test package for R. Univariate survival analyses were performed using the
Kaplan—Meier estimator and the log-rank test (Pvalues are indicated in the plots) and
median survival in Supplementary Table 2. Survival information was used to define
glioma-groups (Supplementary Material). Fisher’s exact test was wused for
significance testing for experiments with a 2 x 2 contingency (Pvalues indicated in
the graphs). Pearson and Spearman coefficients for correlations are indicated in the
graphs along with the Pvalues in parenthesis. Values of P < 0.05 were considered

significative. All statistical analysis was performed in RStudio with R version 3.5.1.



Results

RSK1, but not RSK2, Protein Levels are Higher in Grade 1V Gliomas

Protein levels for RSK1 were evaluated by immunohistochemistry in a TMA
containing non-tumoral brain (NB) and grade I-IV astrocytomas from the ACCCC.
The median RSK1 protein expression was higher than the median of NB and grades
[-1IT (Fig. 1A and Supplementary Fig. 1A). However, it was only about half of GBM
(grade IV) cases which showed higher RSK1 levels than the low-grade gliomas
(LGG) and NB. The other half of GBMs displayed expression levels comparable to
the rest of the gliomas. IDH1 mutation is highly frequent in grade II and III gliomas,
and as expected, when considering all the samples together, 83.02% of IDH1®"**!
was associated with RSK1 levels below the third quartile (Supplementary Fig. 1D
2A). On the other hand, RSK2 protein expression did not change significantly among
NB and the different grades of gliomas, showing overlapping distribution of
intensities (Fig. 1B and Supplementary Fig. 1B). While some samples present very
low or undetectable RSK1 levels, RSK2 can be easily detected in the lower-
expressing samples. We included in our analysis an antibody that was raised to detect
RSK1 when phosphorylated at S380 (Fig. 1C and Supplementary Fig. 1C).
Nevertheless, it can also detect RSK2 when phosphorylated at a homologous serine
(data not shown). This phosphorylation is necessary for RSK activation.'” The
median RSK phosphorylation (S380) did not change significantly among NB and the
different grades of gliomas (Fig. 1C). However, high-levels of P(S380)-RSK could
be observed in a subgroup of GBMs, consistent with RSK1 levels. The TCGA
included the analysis of phosphorylated RSK1 at T359/S363 by reverse phase protein
array (RPPA). P(T359/S363)-RSK1, also necessary for activation,'’ do not cross-
react with RSK2. We analyzed P(T359/S363)-RSK1 in grades II-IV gliomas,
revealing increased levels of activated RSK1 in GBMs (Supplementary Fig. 3A). In
conclusion, a gain of RSK1 expression and activation is a feature that appears in a
subgroup of GBMs.

High RSK1 and RSK2 Protein Levels in GBM are Associated with Worse
Survival

RSK1 and RSK2 levels were analyzed relative to survival outcomes in GBMs (Fig.

1D-G). We found that the 27 (34.18%) GBMs expressing the highest levels of RSK1



did not survive more than 1.9 years (horizontal line in Fig. 1D) and named this group
as RSK1". The remaining 2/3 of GBMs (RSKllo-group) included 13/52 cases with
survival times longer than 1.9 years, being 7 of them very long survivors (> 3 years).
IDHI1**".GBMs can be found in the RSK1"-group, suggesting that secondary
GBMs can also express high RSK1-levels (Supplementary Fig. 2B). The 29 GBMs
expressing the highest RSK2-levels showed a significant worse survival than the
remaining 44 (vertical line separates RSK2 groups, Fig 1F). While 15/27 (56%) of
RSK2"-GBMs belong to RSK1™ group, only 11/43 (26%) of RSK2"°-GBMs were
RSK1™ (Fig. 1F). Distinctly to RSK1"-group (Fig. 1D), 3 of the 15 GBMs
expressing the highest RSK2-levels showed survival > 1.9 years. Although not
significant, we observed that while 9/40 (23%) of IDH1®"**"_GBMs were present in
RSK2"-group, only 2/29 (7%) were in RSK2" (Supplementary Fig. 2C). P(S380)-
RSK1 levels were more homogeneous and we defined a group of 17/74 GBMs
showing the highest phosphorylation while excluding any very long-survivor (Fig.
1H, 1). 10/14 (71%) of P(S380)-RSK"-GBMs were also RSK1™, but only 15/56
(27%) of P(S380)-RSK'® were RSK1"™. On the other hand, there was no significative
contribution of RSK2"-GBMs for the P(S380)-RSK™ cases: 8/15 (53%) of P(S380)-
RSK" were RSK2" and 20/52 (38%) of P(S380)-RSK' were RSK2". Albeit not-
significant, P(T359/S363)-RSK1"™-GBMs showed worse survival (Supplementary
Fig. 3B, C). Only 1/14 of P(S380)-RSK" cases showed IDHI mutation
(Supplementary Fig. 2C).

Transcriptomic Characterization of RSK1"-Glioblastomas

Since RSK1"-group is composed of tumors that gained a new feature (high
expression of RSK1), we further characterized them. We performed both IHC for
RSK1 and microarray analysis in FFPE sections of 30 GBM cases. Twenty-two of
these samples were originally included in the TMA and 8 were new samples
(Supplementary Table 1). As expected from the results of the TMA (Fig. 1D), we
defined a RSK1"-group consisting of 9/30 (30%) of the cases where none of the
patients exceeded a survival time of 1.7 years (Fig. 2A). The mRNA levels for RSK1
obtained from the microarray correlated with protein levels (Fig. 2B). However,
RSK1 mRNA expression did not allow for the determination of an RSK1-mRNA"

group that excluded long survivors (Fig. 2C). The transcriptome data was used to



perform an unsupervised hierarchical clustering (Fig. 2D). Surprisingly, all of the
RSK1"-GBMs clustered together, reinforcing that high levels of RSK1 are indeed
associated with a distinctive characteristic. Intriguingly, two GBMs with low levels
of RSK1 protein, clustered together with the RSK1"-GBMs and were labeled as
RSK1"". Using two different sets of signatures from the TCGA (2010 and 2016), we
observed that most of the RSK1"-GBMs were classified as mesenchymal, however,
not all the mesenchymal GBMs were RSK1" (Fig. 2D). Differential gene expression
(DEG) among the RSK1" and RSKIIO-groups was analyzed using the limma package
(Supplementary Table 3).° RSK1""-samples were excluded from this analysis due to
their ambiguity. In Figure 2E, DEGs are shown as a heatmap and it is evident that the
RSK1"°-group could be further divided in two subclusters (Fig. 2E). The scores
representing the enrichment of the TCGA signatures for each subtype (GSVA
scores), demonstrate that all of the RSKI™-samples show a mesenchymal
enrichment, even if the final classification differs, and the proneural signature is
essentially absent (Fig. 2F, G).

Evidence of Immune Infiltration in RSK1"-Glioblastomas

We evaluated the biological processes associated with the RSK1™ and RSK1"-
groups using the DEGs as input for the GOstats package (Supplementary Table 4).*'
While the RSK1"-group showed enrichment in immune system associated processes,
RSK1"°-GBMs showed enrichment in processes of the nervous system (Fig. 3A). We
next applied the ESTIMATE algorithm to estimate the non-tumoral fraction of GBMs
based on the transcriptome. Strikingly, RSK1 protein levels strongly correlated with
the presence of non-tumor components (Fig. 3B), being mainly composed of immune
infiltrate (Fig. 3C). Of note, only 5/30 GBMs showed a positive score for stromal
component, and the two RSK1'°-GBMs were highly enriched in this component
(Fig. 3D). This observation suggests that RSK1""-tumors are different from both
RSK1™ and RSK1"°-GBMs, reinforcing the need to exclude them from the DEG
analysis. We performed a CIBERSORT analysis using the gene signature of 22
immune-cell types (LM22)."” The relative immune-cell composition was corrected
by the fraction of non-tumor component from the ESTIMATE package to calculate
the contribution of each cell type to the tumor (Fig. 3E-K and Supplementary Fig 4).

RSK1 protein expression was strongly correlated with the % of activated natural



killer (NK) cells (Fig. 3E). Other cell types that were found to correlate with RSK1-
levels were macrophage M2 (Fig. 3F), neutrophils (Fig. 3G), resting-memory CD4 T
cells (Fig. 3H), eosinophils (Fig. 31), activated-mast cells (Fig. 3J) and CD8 T cells
(Fig. 3K). The RSK1°"-GBMs showed an exaggerated enrichment in resting-
memory CD4 T cells pointing to a different type of infiltrate (Fig. 3H). Essentially
no immune-cell type was enriched in the RSKllo-group.

RSK1 protein levels associate with LAPTMS5 expression and CD68" infiltrate
An independent cohort of GBMs was included to confirm our observations (Recife
cohort, Supplementary Table 1). IHC for RSK1 resulted in the same distribution
regarding survival than we observed in Figure 1D (Fig. 4A and Supplementary Fig.
5A). Thus, we defined an RSK1"-group (24/47 cases) that excluded long-survivors
and showed worse survival than the RSK1'“-group (23/47 cases, Fig. 4B). The
mRNA for Lysosomal Protein Transmembrane 5 (LAPTMb5) belongs to the TCGA-
2010 mesenchymal (ME)-signature.® Since most RSK1"-GBMs show ME-signature
enrichment, we decided to analyze LAPTMS protein levels by IHC (Supplementary
Fig. 5B). We defined two groups according to LAPTMS expression, where
LAPTM5"-GBMs showed worse survival (Fig. 4C, D). Although RSKI1 and
LAPTMS levels were highly correlated (Supplementary Fig. 5D), we found a
fraction of RSK1'°-GBMs being LAPTM5" (Fig. 4C), reinforcing our suggestion
that not all RSK1"-GBMs are ME. CD68 is regarded a macrophage marker that in
gliomas is mainly derived from M2 macrophages,”> however, CD68 can be expressed
in other cell types.”> We defined two groups according to CD68 expression, where
CD68"-GBMs showed worse survival (Fig. 4E, F and Supplementary Fig. 5C).
Distinctly to LAPTMS, almost all CD68"-GBMs belonged to the RSK1"-group.
CD68 was also highly correlated with RSK1 levels and to a lesser degree with
LAPTMS (Supplementary Fig. S5E, F). One important question is whether immune
infiltrate cells can contribute to RSK1 gain in GBMs. We performed a double-
labeling for RSK1 and CD68 in GBM tissues (Fig. 4G). We found a general
widespread RSK1 labeling, that included both CD68" and CD68". This suggests that
RSK1 gain can be originated from both immune and GBM cells.

Validation of a RSK1 Signature to Explore Datasets of Glioblastomas



From the analysis of DEGs, we selected all up-regulated mRNAs (> 2 fold-change;
FDR < 0.05; n = 72) in the RSK1" group (Fig. 5A). From the 547 LM22 genes, 6
were present in the RSK1 signature, including CD68. From the 216 genes in the
TCGA-2010 ME-signature, 6 were present in the RSKI1 signature, including
LAPTMS. From the 50 genes in the TCGA-2016 ME-signature, 3 were present in the
RSK1 signature. C5AR1 and CHI3L1 genes were present in both LM22 and TCGA-
2010 ME-signatures (Fig. 5A), and THBS1 was present in both TCGA-2010 and
2016 ME-signatures. We evaluated the RSK1 signature enrichment in the 30 GBM
samples and obtained a GSVA score for each of them, which measures the signature
enrichment. The GSVA score was linearly related to the RSKI1 protein levels
obtained by IHC (Fig. 5B) and as expected, correlated to a less degree with RSK1
mRNA levels (Fig. 5C). Comparison of the GSVA score with patient survival
indicated that the samples with positive GSVA score (enriched in the signature) did
not include any long survivor (Fig. 5D). Moreover, the survival of GBMs with
positive GSVA score was significantly different when compared to the GBMs with
negative GSVA score (underrepresented signature; Fig. S5E). Using the same
approach, we explored two different previously published mRNA expression datasets
of GBMs: TCGA*'*** and Gravendeel”. The RSK1 signature (signRSK1) was
correlated with RSK1 mRNA levels in both datasets (Fig. 5F, G). Furthermore, the
GBMs with higher GSVA score showed worse survival (Fig. SH, I) and very-long

survivors were virtually excluded from the signRSK 1™

-group. In the case of the
Gravendeel dataset, cases with IDH1 mutation were present in GBMs with positive
GSVA score, but with a low proportion (Supplementary Fig. 5A). However, in the
TCGA dataset, cases with IDH1 mutation were practically excluded from GBMs
with positive GSVA score (Supplementary Fig. 5B). It seems that IDH mutant-
GBMs (i.e. secondary GBM) can belong to the signRSK1™"_group (or RSK1™-
group, Fig. 1E), but it is less common than in signRSK]"dererresented o RQK1%-
GBMs. Accordingly, we observed that G-CIMP-GBMs (hypermethylator phenotype)
were almost completely excluded from the signRSK 1 "!_group of GBMs in both
datasets (Supplementary Fig. 5C, D).

The RSK1 Signature can Determine Poor Survival even in Low-Grade Gliomas



We further validated our RSKI1 signature in LGG and GBM together. RSK1
signature was enriched in GBMs when compared to LGG from the TCGA (Fig. 6A).
With the Gravendeel dataset, we further prove that RSK1 signature was enriched in
GBMs when compared with NB (Fig. 6B). Thus, we demonstrated that the RSK1
signature recapitulated the results obtained with the RSK1 antibody in IHC (Fig.
1A). Accordingly, in both datasets we observed that RSK1 mRNA levels behaved in
the same direction of the RSKI signature (Fig. 6C, D). We also analyzed the
enrichment of RSK1 signature (signRSK1) within grade II or grade III gliomas. In
both datasets, signRSK1°"**_grade 111 gliomas show poor survival (Fig. 6E, F). The
same was found for grade II gliomas from the TCGA (Fig. 6G). We could not apply
this analysis to the Gravendeel dataset due to insufficient number of samples. These
observations suggest that the RSK1 signature can predict RSK1-associated events

even when protein levels are low.

Discussion

Our data demonstrate that RSK1 protein levels above the expressed in normal brain
defines a set of GBMs with well-defined features. Since high-levels of RSK1 are
practically absent from gliomas of lower grade (I-III), it can be considered a
hallmark of the more malignant GBMs. This proposal is further supported by the
exclusion (total or partial, depending on the dataset) of long and very long survivors
from the RSthi-group. Most of the RSK1"-GBMs were classified as part of the
mesenchymal subtype based on the TCGA signatures, which indicates that there
exists an RSK-isoform preference that accompanies a specific gene expression
program. Although, IDH mutant cases can be found in the RSK1"-group depending
on the cohort, it is evident that RSthi-group is mainly composed by IDH wild-type
and non-G-CIMP GBMs. Furthermore, the great majority of grade II and III gliomas,
where IDH mutation is prevalent, did not show high levels of RSK1.

One of the main findings of our work was the tight relationship among RSK1
protein expression and immune infiltrate. It was previously observed using the same
set of 22 signatures for immune-cell types, LM22," that mesenchymal subtype
GBMs showed enrichment in M2 macrophages, neutrophils and resting-memory

CD4 T cells infiltrate.”® Accordingly, we also observed a correlation of those cell



types with RSK1 protein levels, however, the most correlated cell type was
activated-NK. This suggests that RSK1-associated tumor infiltration has a partial
overlap with the one observed in the mesenchymal subtype. Confirming those
observations, RSK1 protein levels highly correlated with the presence of CD68, in an
independent GBM-cohort. The presence of M2 macrophages is further indicated by
the increase in RSK1"-GBMs of CD163 and POSTN mRNAs (Supplementary Table
3), a M2 macrophage marker and a mediator of the recruitment of M2 tumor-
associated macrophages, respectively.””*’ In view of these findings, one essential
question was raised on the origin of the high-levels of RSK1 that appear in GBMs.
Dual labeling of GBMs for RSK1 and CD68 showed that both CD68" (majority of
cells) and CD68" cells within the tumor express RSK 1, which implies that RSK1 can
indeed derive from both tumor and immune infiltrate cells. Accordingly, we
observed RSK1 expression in GBM-derived cell lines.'> Moreover, activated RSK 1
can be observed in immune cells in vitro.”**° A more detailed investigation at the
single cell level of GBMs, assaying different molecular markers of immune cells,
will help to define the origin of RSK1. The immune system infiltration seems to play
a fundamental role in the aggressiveness of the gliomas, and accordingly, it has been
proposed a signature composed by immune-related genes that can predict the risk of

30
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gliomas, however, none of those genes were included in our RSK1 signature.
fact, the RSK1 signature that we used to infer RSK1 protein in datasets of GBM and
LGG combines genes associated with immune infiltrate, such as CD68, with genes
associated with mesenchymal subtype, such as LAPTM5. However, only 20/72 genes
in our signature were shared with the signatures used to predict immune-cell types
and GBM-subtypes. In this manner, our work provides a different set of genes that
can be helpful for the analysis of novel features of gliomas.

This article shows for the first time that high protein levels of LAPTMS
associate with worse survival in GBMs. LAPTMS is a transmembrane receptor
associated with lysosomes and can function as a modulator of the immune system. It
has been proposed that LAPTMS downregulates the expression of T and B cell
receptors at the plasma membrane.’’”? In that manner, LAPTM5 might be a

mechanism used by gliomas that negatively modulates the anti-tumoral response of

the immune system. Moreover, LAPTMS was found to be a proinflammatory



regulator of macrophages.”> However, a recent report suggested that LAPTMS5 is
downregulated in human cancers, such as neuroblastoma, and that low levels of
LAPTMS were associated with poor prognosis.”* Our data suggest that LAPTMS in
GBM s show an opposite function to other cancers.

Although we did not find differences in RSK2 expression in NB and gliomas
I-IV, it was reported that GBMs expresses more RSK2 protein than normal brain."
However, in that article it was only shown two images, one for NB and one for
GBM, with no further analysis, which poorly supports that finding. In the GBMs
from our study, RSK2 protein levels were associated with worse survival and this
might be related with their proposed role in migration/invasion in GBM-derived cell
lines."* It is important to note, that RSK2"-GBMs were mostly RSKI"™. We
previously showed that RSK3 and RSK4 isoforms are not expressed/detected in two
GBM-derived cell lines."” Although this observation does not imply the lack of
RSK3 and RSK4 in GBM from patients, it was suggested that they can have tumor
suppressor roles.”> The overall levels of P(S380)-RSK were low and homogeneous,
however, the few cases with high phosphorylation corresponded to RSK1™ -GBMs.
The analysis of the RPPA data for P(T359/S363)-RSK1 further suggested that, in
GBMs, RSK1 not only increases in expression but also in activity. The TCGA also
used an antibody that detects RSK1, RSK2 and RSK3 (RSK1/2/3) and our analysis
showed that GBMs present reduced RSK1/2/3 levels when compared to LGG
(Supplementary Fig 7A). One possibility is that RSK3 might be present in LGG and
reduced in GBMs, however, without knowing the real contribution of each isoform
for the final signal, it is impossible to derive any conclusion. Moreover, in GBMs,
the RSK1/2/3 antibody from the RPPA showed no relationship with survival
(Supplementary Fig 7B). In any case, our results points to the necessity of analyzing
the RSK family at an isoform-specific level.

Our results have important implications that can eventually be translated to
the clinic. First, RSK1 protein expression can be used as a molecular marker to
define a group of GBMs with worse survival. Since, RSK1 appears to be increased in
GBM but not NB, an appropriate NB control could be used as a reference for IHC
reactions. Moreover, the RSK1 signature can be used in LGG to predict cases with

poor survival. Since the increase in RSK1 is accompanied by high levels of immune



infiltration, its kinase activity might have a role in immune system modulation for
GBM and LGG. While RSK2 is expressed at comparable levels in NB and gliomas I
to IV, gain of RSK1 is a feature that was only observed in GBMs. From a therapeutic
point of view, RSK1 specific inhibition might only target GBM cells but not non-
tumoral cells in RSK1™-GBMs.

Supplementary Material

Supplementary material is available at Neuro-Oncology online.
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Figure Legends

Fig. 1 Expression of RSK isoforms in gliomas and its relationship with survival. (A)
RSK1 and (B) RSK2 protein and (C) P(S380)-RSK levels in astrocytomas and non-
tumoral brain (NB) from the ACCCC cohort are expressed as HSCORE. The dashed
line indicates the 3™ quartile for all the samples. Graphs for (D) RSK1 and (F) RSK2
protein levels and (H) P(S380)-RSK levels in relationship with survival in GBMs.
The vertical line indicates the separation of high and low groups. The horizontal line
indicates the longest survival time for RSK1". The colors indicate whether the
samples belong to RSK1™ or RSK1" groups. Overall survival plots comparing (E)
RSK 1" and RSK1", (G) RSK2" and RSK2", and (I) P(S380)-RSK"™ and P(S380)-
RSK™ groups. Sample number is indicated in parenthesis. Status: 1 = dead; 0 =
censored.

Fig. 2 RSK1-associated transcriptome in GBM. (A) RSK1 protein levels (HSCORE)
for 30 GBM samples (ACCCC) in relationship with patient survival. The horizontal
line indicates the longest survival time for RSthi-group. (B) Comparison of protein
and mRNA (microarray) RSK1 levels. (C) Relationship among RSK1 mRNA levels
and survival. Median survival (days): RSK1-mRNA" =275.5, RSK1-mRNA" = 975.
The Pvalue of the Fisher's exact test for the presence of RSK1™-samples defined
based on protein levels is indicated. (D) Unsupervised hierarchical clustering based
on the transcriptome of the GBM samples. (E) Heatmap showing the differentially
expressed genes (DEG) between RSK1"™ and RSK1" groups (FDR < 0.01 and
[logFC| > 1). The clustering was performed using the DEGs. The GSVA score
indicating the enrichment for each subtype is shown in (F) for TCGA 2010 and (G)
TCGA 2016 signatures. Status: 1 = dead; 0 = censored. CL: classical; ME:
mesenchymal; PN: proneural; NL: neural; nd: not determined.

Fig. 3 RSK1 protein expression is associated with immune infiltrate in GBMs. (A)
Biological processes enriched in RSK1™ and RSK1" glioblastomas, obtained with
the GOstats package. (B-D) Relationship between RSKI1 protein expression
(HSCORE) and (B) non-tumor fraction, (C) immune component and (D) stromal
component of GBMs. The ESTIMATE package was used. (E-K) The fraction of
immune-related cells for each GBM was estimated by CIBERSORT using the LM22

signature. The cell types that correlated with RSK1 protein expression are shown.



Fig. 4 RSK1 protein expression is associated with LAPTMS and CD68 expression in
GBMs. Protein levels for (A) RSK1 (HSCORE), (C) LAPTMS (HSCORE) and (E)
CD68 (% of labeled area) from the Recife cohort in relationship with patient
survival. The horizontal line indicates the longest survival time for RSK1™. The
colors indicate whether the samples belong to RSKI1™ or RSK1'" groups. Overall
survival plots comparing (B) RSK1" and RSK 1", D) LAPTM5" and LAPTM5", and
(F) CD68" and CD68" groups. The number of samples is indicated in parenthesis.
Status: 1 = dead; 0 = censored. (J) Multiplex immunohistofluorescence detection of
RSK1, CD68 and nuclei labeling (DRAQS5) in a RSK"-GBM tissue. Arrowhead
points to a CD68 RSK 1" cell. Arrow points to a CD68" RSK1" cell.

Fig. 5 RSK1 signature can infer RSK1 levels from transcriptome data from GBM.
(A) The 72 genes of the RSK1 signature. Genes of the RSK1 signature shared by the
mesenchymal subtype signature from TCGA (2010 and 2016) and/or LM22
signatures are indicated. (B) RSK1 protein (HSCORE) and (C) RSK1 mRNA
(microarray) levels correlate with GSVA scores for RSK1 signature in the 30 GBM
originally used to obtain the signature (ACCCC). (D) Relationship between GSVA
scores for the RSK1 signature and patient survival. The colors indicate whether the
samples belong to RSK1" or RSK1" groups defined in Figure 2A. (E) Overall
survival plot comparing GBMs with GSVA score > 0 (signRSK1""%) and < 0
(signRSK 1"nderrepresentedy " The number of samples is indicated in parenthesis. (F-G)
The RSK1 signature correlates with RSK1 mRNA levels from two public cohorts:
(F) Gravendeel and (G) TCGA. The dashed line indicates the GSVA scores limits for
the survival curve (see below). Overall survival plots for (H) Gravendeel and (I)

TCGA. The number of samples is indicated in brackets.

Fig. 6 The RSK1 signature is enriched in grade IV gliomas. GSVA scores for the
enrichment in RSK1 signature (signRSK1) were obtained for gliomas of different
grades from (A) TCGA and (B) Gravendeel datasets. NT = non-tumor. (C-D) Graphs
showing the RSK1 mRNA levels for gliomas of different grades from (C) TCGA and
(D) Gravendeel datasets. Overall survival plots for (E) grade III (TCGA), (F) grade
Il (Gravendeel) and (G) grade II (TCGA) gliomas, comparing signRSK 1" vg

signRSK ] "derepresenied The number of samples is indicated in parenthesis.
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Fig. 5
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Supplementary Material

Supplementary Methods

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as previously described.' Briefly, sections
were deparaffinized and hydrated. Non-specific staining was blocked by the use of
Dako Protein Block (Dako). Sections were incubated with anti-RSK1 (sc-231, Santa
Cruz Biotechnology) at 1:200 dilution, anti-RSK2 (#9340, Cell Signalling) at 1:50
dilution, anti-P(S380)-RSK1 (#9341, Cell Signalling) at 1:25 dilution, anti-CD68
(sc-70761, Santa Cruz Biotechnology ) at 1:100 dilution, anti-LAPTMS5 (ab108017,
Abcam) at 1:50 dilution and anti-IDH1*"**" (DIA-H09, Dianova) at 1:100 dilution in
1% bovine serum albumin in PBS for 18 h at 4°C in a humidity chamber. Secondary
antibody staining was performed using EnVision+ Dual Link (Dako). Color was
developed by DAB. As positive controls, we included tissues with known protein
expression and the primary antibody was omitted for negative controls.
Quantification of HSCORE was digitally made by ScanScope XT (Aperio) as
previously described.' Briefly, each pixel was classified as negative (0), weakly
positive (1), positive (2) or strongly positive (3). The number of pixels in each
category was then counted and a HSCORE was calculated according to the formula
HSCORE = Z(i x Pi), where Pi = percentage of positive pixels, varied from 0% to
100%, and pixel staining intensity i = 0 1 2, or 3. For IDHI®H
immunohistochemistry, samples with no staining were considered wild-type and
when staining of any intensity was observed, the samples were considered IDH1

mutant.’ For CD68 staining, the % of strongly labeled pixels was measured.

Overall Patient Survival Analysis

The calculation of overall survival differs for both cohorts. Survival for ACCCC
cohort was calculated using the date of the surgery as initial time, due to the lack of
the date of image diagnostic for some of the samples. For the Recife cohort,
consisting of recent cases, the image diagnosis date was available and used as initial
time for survival calculation. The analysis and survival curves were performed using

survminer and survival packages for R packages. For the definition of high and low



expressing groups (or enriched and underrepresented RSK1 signature groups), we
determined the lower log-rank test Pvalues for the all the set of two groups that can
be formed according to expression (or signature enrichment) levels. Then the
distribution of samples that allowed more members in each group and maximized the
median-average survival differences were chose. The separation in groups was
indicated with a vertical line in the graphs of expression (or RSKI signature

enrichment) vs survival.

HTA 2.0 Microarray Processing and Analysis

The mRNA from the 30 GBM samples from the ACCCC cohort was extracted from
formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) slices using the ReliaPrep™ FFPE Total
RNA Miniprep System (Promega) and processed using the SensationPlus™ FFPE
Amplification and 3' IVT Labeling Kit (Thermo), followed by GeneChip Human
Transcriptome Array 2.0 (Thermo) according to the manufacturer’s instructions
(details in the Supplement). The CEL files were normalized and summarized at the
gene level using SST-RMA algorithm from the Transcriptome Analysis Console
software (Thermo). Normalized expression and DABG (detection above background)
values were retrieved from the CHP files using the affxparser package. Five of the 30
FFPE-blocks were newer and a batch effect was observed for them. Thus, ComBat
algorithm was used to remove batch effects.”* Transcripts clusters with DABG > 0.05
for all of the samples were excluded. The data was annotated according to the
hta20transcriptcluster.db package for R. Only transcript clusters with a
corresponding RefSeq ID for protein (“NP”’) were kept, and transcript clusters for the
same gene were collapsed (based on max intensity) using the WGCNA package.’
Only for the unsupervised hierarchical clustering, differential gene expression (DEG)
analysis and signature obtention, the dataset was filtered to keep mRNAs with higher
median intensity and standard deviation (sd) than the RSK1 mRNA. A total of 4,562
genes were used for those analysis. DEG was obtained using the limma package for
R.° For this analysis, the RSK1"°"-GBMs were not included. The DEGs were used as
input for the GOstats package to determine the biological processes (BP) enriched in
RSK1™ and RSK1"-groups.” As universe for GOstats, all the mRNAs from the

filtered dataset were used and the hypergeometric test was applied with a



pvalueCutoff = 0.001. BP with sizes of more than 500 or less than five genes were

excluded for being low informative.

Determination of Signature Enrichment Scores by GSVA

The Gene Set Variation Analysis package for R was used with the following
parameters: mx.diff=T, method="gsva".® Before using GSVA, mRNAs with a median
intensity and sd below any mRNA from the signature were excluded. The GBM
molecular subtype was determined using the gene sets provided in the GSEA

webpage (http://software.broadinstitute.org/gsea) corresponding to the TCGA-2010

signature.” A newer (2016) set of signatures was reported by the TCGA for IDH

wild-type GBMs, where the neural subtype was eliminated."

Profiling of Immune Infiltrate Based on Transcriptome Data

We used the ESTIMATE package to estimate the non-tumoral fraction, immune and
stromal components for the 30 GBM samples.'' The profiling of 22 immune-related
cell types was performed using the LM22 gene signature for the CIBERSORT
software (https:/cibersort.stanford.edu/)."”> For CIBERSORT, the normalized

transcriptome data was transformed by applying 2”data. We disabled quantile
normalization and 1000 permutations were carried on. The relative formula of the
immune cells was corrected with the tumor purity estimation from the ESTIMATE

analysis, to allow the determination of the fraction of tumor represented by each cell

type.

TCGA Datasets for Gliomas

CEL files from glioblastomas (GBM) microarrays (GeneChip® HT Human Genome
UlI33 Array Plate Set, Affymetrix) were obtained from the TCGA portal
(https://portal.gdc.cancer.gov/) and processed using the affy"> package for R. Arrays
were normalized and summarized by RMA (robust multi-array average) and the
ComBat algorithm was used to remove batch effects (batch information was obtained
from the TCGA batch effects website:

https://bioinformatics.mdanderson.org/tcgambatch/). Only batch effects for batch 1

and 79 were adjusted. GBMs from the same patients were averaged. Present/absent

calls were obtained by the masScalls function and probes classified as absent for all



the samples were filtered out. The data was annotated according to the hthgul33a.db
package for R. Only probes with a corresponding RefSeq ID for protein (“NP”’) were
kept, and probes for the same gene were collapsed (based on max intensity) using the
WGCNA package. 527 GBM samples were included in the analysis. For the analysis
of the RSK1 signature among different grades gliomas, RNAseq data from the
TCGA portal (https://portal.gdc.cancer.gov/) was obtained for low-grade gliomas
(LGG, grades II and III) and grade IV (GBM). The data was annotated according to
the org.Hs.eg.db package for R. Only probes with a corresponding RefSeq ID for
protein (“NP”’) were kept, and reads for the same gene were collapsed (based on max
intensity) using the WGCNA package. We kept mRNAs with a maximum of 16
samples with 0 counts to maintain the RSKI1 signature genes. The data was
normalized by “Trimmed Mean of M-values” (TMM) from the edgeR" package and
voom transformed (limma package) before analysis. The number of samples of the
dataset: grade II = 216; grade III = 237 and GBM = 137. Normalized level 4-data

from the reverse phase protein array (RPPA) technique were downloaded from The

Cancer Proteome Atlas (TCPA, https://tcpaportal.org/tcpa/index.html) for GBM. A
total of 175 samples with corresponding RPPA and microarray data was used. For
the analysis of P(T359/S363)-RSK1and RSK1/2/3 in gliomas of different grades, we
used normalized level 4-data for the pan-cancer study. The number of samples of the

dataset: grade I = 123; grade III = 134 and GBM = 171.

Gravendeel Dataset for Gliomas

CEL files from microarrays (GeneChip™ Human Genome U133 Plus 2.0 Array,
Affymetrix) associated with the study from Gravendeel et al. were obtained
(GSE16011) and processed using the affy package for R. Only primary samples were
analyzed. Arrays were normalized and summarized by RMA and the ComBat
algorithm was used to remove batch effects. GBMs from the same patients were
averaged. Present/absent calls were obtained by the mas5calls function and probes
classified as absent for all the samples were filtered out. The data was annotated
according to the hgul33plus2.db package for R. Only probes with a corresponding
RefSeq ID for protein (“NP”) were kept, and probes for the same gene were



collapsed (based on max intensity) using the WGCNA package. The dataset contains:
non-tumor (NT) = 8, grade I = 8, grade Il = 24, grade 111 = 85, GBM = 152.

Immunohistofluorescence

For the multiplex immunohistofluorescence, the Opal™ 4-Color Manual Kit (Perkin
Elmer) was used according to the manufacturer's instructions. Briefly, slides were
de-parafinized and rehydrated and epitope retrieval was performed by microwave in
ARG buffer. Endogenous peroxidase activity and nonspecific binding were blocked.
Incubation with primary antibodies (CD68, Santa Cruz, sc-70763 1:5000; RSK1
Santa Cruz, Sc-231 1:5000; LAPTMS Abcam, ab108014 1:500), diluted in Tris-HCl
(50 mM) pH 7.5 + 1% BSA, were performed at 4 °C, overnight. After washing,
secondary antibody HRP-Link (Dako®-K4068) was used. The fluorophore of the
Opal Working Solution diluted 1:1000 in 1X Amplification Diluent was applied and
the slides were incubated for 10 minutes. Removal of the antibodies was performed
with AR6 buffer in microwave, followed by a second round of primary and
secondary antibodies. Nuclear staining was performed with Draq5 (Thermo Fisher).

Images were acquired by confocal microscopy (Leica SP5).

Graphics

All the graphs were performed in R version 3.5.1 in RStudio. Most of them were
designed using the ggplot2 package. For the unsupervised hierarchical clustering we
used Pearson’s distance and average linkage. The dendrogram was optimized with
the dendextend package.'® For the heatmap of the DEGs, the heatmap.2 function for

R was used. In this case, we used the default options for the clustering.

Additional R packages citation
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SDK. R package version 1.54.0, https://github.com/HenrikBengtsson/affxparser.

2. MacDonald JW (2017). hta20transcriptcluster.db: Affymetrix hta20 annotation
data (chip hta20transcriptcluster). R package version 8.7.0.

3. H. Wickham. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New
York 2016.



4. hernecau T (2015). A Package for Survival Analysis in S. version

2.38, https://CRAN.R-project.org/package=survival.
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version 3.7.0

6. Carlson M (2016). hthgul33a.db: Affymetrix HT Human Genome U133 Array
Plate Set annotation data (chip hthgul33a). R package version 3.2.3.

7. Carlson M (2016). hgul33plus2.db: Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0
Array annotation data (chip hgul33plus2). R package version 3.2.3.

Supplementary References

1. Alvarenga AW, Coutinho-Camillo CM, Rodrigues BR, et al. A comparison
between manual and automated evaluations of tissue microarray patterns of
protein expression. J Histochem Cytochem. 2013;61(4):272-282.

2. Hatanaka Y, Hashizume K, Nitta K, Kato T, Itoh I, Tani Y. Cytometrical
image analysis for immunohistochemical hormone receptor status in breast
carcinomas. Pathol Int. 2003;53(10):693-699.

3. Machado LE, Alvarenga AW, da Silva FF, et al. Overexpression of mTOR
and p(240-244)S6 in IDH1 Wild-Type Human Glioblastomas Is Predictive of
Low Survival. J Histochem Cytochem. 2018.

4. Leek JT, Johnson WE, Parker HS, Jaffe AE, Storey JD. The SVA package for
removing batch effects and other unwanted variation in high-throughput
experiments. Bioinformatics. 2012;28(6):882-883.

5. Langfelder P, Horvath S. WGCNA: an R package for weighted correlation
network analysis. BMC Bioinformatics. 2008;9(1):559.

6. Ritchie ME, Phipson B, Wu D, et al. limma powers differential expression
analyses for RNA-sequencing and microarray studies. Nucleic Acids Res.
2015;43(7):e47.

7. Falcon S, Gentleman R. Using GOstats to test gene lists for GO term
association. Bioinformatics. 2007;23(2):257-258.

8. Hinzelmann S, Castelo R, Guinney J. GSVA: Gene set variation analysis for
microarray and RNA-Seq data. BMC Bioinformatics. 2013;14.

9. Verhaak RGW, Hoadley K a., Purdom E, et al. Integrated Genomic Analysis



Identifies Clinically Relevant Subtypes of Glioblastoma Characterized by
Abnormalities in PDGFRA, IDH1, EGFR, and NF1. Cancer Cell.
2010;17(1):98-110.

10.  Ceccarelli M, Barthel FP, Malta TM, et al. Molecular Profiling Reveals
Biologically Discrete Subsets and Pathways of Progression in Diffuse Glioma.
Cell. 2016;164(3):550-563.

11.  Yoshihara K, Shahmoradgoli M, Martinez E, et al. Inferring tumour purity and
stromal and immune cell admixture from expression data. Nat Commun.
2013;4.

12.  Newman AM, Liu CL, Green MR, et al. Robust enumeration of cell subsets
from tissue expression profiles. Nat Methods. 2015;12(5):453-457.

13.  Gautier L, Cope L, Bolstad BM, Irizarry RA. Affy - Analysis of Affymetrix
GeneChip data at the probe level. Bioinformatics. 2004;20(3):307-315.

14.  Robinson MD, McCarthy DJ, Smyth GK. edgeR: A Bioconductor package for
differential expression analysis of digital gene expression data.
Bioinformatics. 2009;26(1):139-140.

15.  Galili T. dendextend: An R package for visualizing, adjusting and comparing
trees of hierarchical clustering. Bioinformatics. 2015;31(22):3718-3720.

Supplementary Figure Legends

Supplementary Fig. 1 Expression of RSK isoforms in gliomas of the ACCCC
cohort. Immunohistochemistry reactions for (A) RSK1, (B) RSK2, (C) P(S380)-RSK
and (D) IDH1®"?", Representative images are shown.

Supplementary Fig. 2 Expression of RSK isoforms in gliomas and its relationship
with survival and IDHI mutation status. (A) RSK1 protein levels and IDHI®"*!
mutation status were determined in astrocytoma (grades I to IV) and non-tumoral
brain samples (NB) from the ACCCC cohort and expressed as HSCORE. The
horizontal dashed line indicates the 3" quartile for all the samples. (B-D) Graphs for
(B) RSK1 and (C) RSK2 protein levels and (D) P(S380)-RSK levels, and their

relationship with survival times in GBMs (grade IV glioma). The horizontal line

indicates the longest survival time for RSK1". IDH1®**" mutation status and the



Pvalue of the Fisher's exact test for the presence of IDHI®**" in high and low
groups are indicated. Status: 1 = dead; 0 = censored.

Supplementary Fig. 3 Analysis of RPPA data (TCGA) for P(T359/S363)-RSK1
antibody in LGG and GBM. (A) P(T359/S363)-RSK1 levels were compared for
grade II, grade III and grade IV (GBM). (B) P(T359/S363)-RSK1 levels and their
relationship with survival times in GBM. The horizontal line indicates the longest
survival time for RSKI™ from Figure 1D. (C) Overall survival plot comparing
P(T359/S363)-RSK1™ and P(T359/S363)-RSK1"°. The number of samples is
indicated in parenthesis.

Supplementary Fig. 4 Immune-cell composition of RSK1"-GBMs. The
transcriptome data from the 30 samples of the ACCCC cohort were used as input for
the CIBERSORT algorithm using the LM22 signature to estimate the fraction of
immune-related cells. (A-L) cell types that did not correlate with RSK1 protein
levels. Signatures not present in GBM samples: T cells CD4 naive, T cells CD4
memory activated and T cells gamma delta.

Supplementary Fig. 5 Expression of RSK1, LAPTMS5 and CD68 in GBMs of the
Recife cohort. Immunohistochemistry reactions for (A) RSK1, (B) LAPTMS and (C)
CD68. Representative images are shown. Graphs showing the relationship among
(G) RSK1 and LAPTMS, (H) RSK1 and CD68, and (I) LAPTMS5 and CD68.
Supplementary Fig. 6 IDH1 mutation and G-CIMP status in RSK1 signature-
enriched GBMs. (A, B) RSK1 signature, IDH mutation status and patient survival for
(J) Gravendeel and (K) TCGA datasets. Pvalues for the Fisher’'s exact test for the
presence of IDH mutation and log-rank test when groups are defined according to
GSVA score > 0 or < 0 are shown. The horizontal line indicates the longest survival
time for RSK1"-group observed in Figure 1D. (C, D) Graphs showing the RSK1
signature enrichment and the survival times for (C) Gravendeel and (D) TCGA
datasets, together with the CIMP status. Pvalue of the Fisher’s exact test for the
presence of G-CIMP in groups with a GSVA score > 0 and < 0 is indicated. The
Pvalue for the log-rang test when the groups are defined according to GSVA score >
0 or < 0 is also shown. For reference, the horizontal line indicates the longest
survival time for RSK1"-group observed in Figure 1D. Status: 1 = dead; 0 =

censored.



Supplementary Fig. 7 Analysis of RPPA data (TCGA) for RSK1/2/3 antibody in
LGG and GBM. (A) RSK1/2/3 levels were compared for grade II, grade III and
grade IV (GBM). (B) RSK1/2/3 levels and their relationship with survival times in
GBM. The horizontal line indicates the longest survival time for RSKIhi-group from
Figure 1D.

Supplementary Table Legends

Supplementary Table 1 Clinical information of cohorts used in the present study
(excel file). Tab 1 — ACCCC cohort of astrocytomas used for TMA. Tab 2 — 30
samples of GBMs from the ACCCC cohort used for the transcriptome analysis. The
HSCORE for RSK1 was obtained from the immunohistochemistry on a slide and not
in a spot of TMA. Thus, HSCORE might differ. Samples in bold were used both for
TMA and microarray. Tab 3 — Recife cohort.

Supplementary Table 2 Median survival information for the overall-survival plots
in the article.

Supplementary Table 3 Differentially expressed genes between RSKI1™ and
RSK1"-glioblastomas (excel file). Limma package was used and the table represents
the output. Positive logFC (log fold-change) refers to mRNAs expressed at higher
levels in the RSK1™-group.

Supplementary Table 4 Complete list of biological processes obtained by the
GOstats package (excel file). The first tab shows the processes enriched in RSK1™ -
GBMs and the second tab shows the processes enriched in RSK1"°-GBMs.
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Supplementary figure 4
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Supplementary figure 5

Recife Cohort
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Supplementary figure 6
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Supplementary figure 7
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Supplementary table

Figure Groups Survival (days) N° of samples P (log-rank)

RSK2™ 260 29

16 RSK2" 405 44 0.022
RSK1-mRNA™ 275.5 18

2C RSK1-mRNA" 975 12 0.044
RSK 1™ 135 24

4B RSK 1P 53 ’3 0.00032
LAPTM5™ 135 20

4D LAPTMS5" 330 27 0.0074
CD68"™ 135 23

4F CD68® 434 24 0.019
signRSK 1°riched 263.5 14

Sk signR SK | underrepresented 774 16 0.008
signRSK ] "iehed 216 54

SH signR SK ] uderrepresented 312 94 0.0018
signRSK ] "ehed 372 284

>G signRSK | mderrepresented 468 238 < 0.0001
signRSK ] "ehed 1033 63

6F signR SK ] nderrepresented 1762 173 0.0034
signRSK ] ™iched 708 51

OF signR SK ] nderrepresented 2022 34 0.0038
signRSK 1°iched 2988 87

6G signRSK | nderrepresented 5166 128 0.013
P(T359/S636)-RSK 1™ 394 114

Supplementary 3C 0.063

P(T359/S636)-RSK 1" 476 89
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de munc-histoquirmica a partr de ISminas preparadas dos biocos de panafing

Objetivo ca Pecquica:
O objetivo principal deste trabaiho sera avallar a relaglo entre 3 expressSo de RSK1 e a presenga de
infitrado de ceiuias Imunes em GBM no Hospital de Cancer de Pernambuco.
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- W
SPCC

Avaliag3o doc Rioot @ Benefioloc:

Rizcos: Trata-se de e3tudo descntivo e Tanziacional, n§o havendo quaiguer rizco 3 Integridade dos sufelos
participanies cestd pesquisd

Beneficios: O potencial beneficio advindo das Informagles geradas na pesquisa pode conridulr pam ©
manelo de Ca20s semenantes NO AU

Comruagss 33 Pewoe~ ] 206 00

Comentarioc e Concideragdec cobre 3 Pecquica:
Fesquza reievante.

Conciceragdec cobre oc Termoc Ge aprecentagdo obrigatoria:

Termos presentes

Recomendaglec:

Sem recomendagles

Conciucdec ou Pendénciac ¢ Licta de Inadequagdec:

Sem pendencias Fol aprezentadc 3 emenda: carty de anuénciy do Hozpital da Restauraglo

Conciceragdec Finalc a orttéric do CEP:

Ecte parecer fol elaborado baceado noc documentos abaltuo relacionados:

[~ Tipo Documenso ATQUIVe Toziage— AR

informagles Basicas| PE_INF 3655 30082017 Aceito

GoProjeto L Etpar | 155545 |

Qutros CARTADEANUENCIA_HR po* 0082017 |ANVANIER ROMAD | Aceito

" _ 158314 JCRUZ

Projeto Detainado / | ProjetoMesradouvanier-nal.ooc 220872017 |AUVANIER ROMAD Aceito

Brochurs 145332 |CRUZ

inyesiandor I

Orgamento orcamentoatenndo.docx 2800572016 |ANVANIER ROMAO | Aceito
175452 |CRUZ

Qutres termOSoiaboratencaccamango Jbg SB082018 [AUVANIER ROMAD | Acsito
175026 |CRUZ

Outros CumiculoMartins. gocx 25052018 |JUVANIER ROMAD | Acste
174543 ICEUZ

Outros Projetodeta Macoaliendo. socx 28082018 |JUVANIER ROMAD | Acets
174621 JCRUZ

Qutres resposiasocronograma oo’ 14042018 | AUVANIER ROMAD Aceito
17:37:18 _|CRUZ

Esdersgo:  Ax Crna Catugh 1507

Balrre. “avo ATaers CEP: 80040000

ur Pt Menicipia: RICHE

Telnfoss: 91 p1o F00% Fax: @705 C-mal: cex@rc o3 b
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- ‘QRGrad -
SPCC

Outres ter—o0o aboratero pat 14042016 |JUVANER ROMAD | Aceto
1721117 |CRUZ

Qutres canadeanuenciacohcp o 14042018 |AUVANIER ROMAD | Aceitc
172048 |CRUZ

Foha ce Rosto foihaderosto po’ 14042018 |JUVANIER ROMAD | Aceito
17-16:33  |cRUZ

Outres termoregistrocancer oy 140472018 |AVANIER ROMAD | Aceite
17:1331  |CRUZ

Outros termodosame pat 140472018 [AVANIER ROMAD | Aceito
17-130% |CRUZ

Outros AC_Camarpo_dados_ciimicos_tabeiaws| 04042018 |[JUNVANIER ROMAO | Aceito

X - 202148 |cRuz

Outres TERMODECONFIDENCIALIDADE docx| O4042018 [JUVANER ROMAD | Acsite
202038 ICBUZ

TCLE/Termoz de | DISPENSADOTCLE doc OL042018 |JUVANIER ROMAD | Aceite

Aszentimento / 201848 |CRUZ

Jussficativa de

Aucéect

Orgamentd ORCAMENTO gocx DI04/2016 [JIVANIER ROMAD | Aceto

= - - 200748 ICRUZ

Projeto Detanado ! | Projetodetamaco. ooy OL0420158 [JUVANIER ROMAD | Aceito

Brochura 195735 |cRUZ

invesSgador | S

Cronograma CRONOGRAMA. coCx OL0L2018 |AUVANIER ROMAD | Aceito
194385 |CRUZ

SRuagdo do Pareoer:

Agrovado

Neoeccita Apreciagdo da CONEP

Nio

RECIFE, 12 de Setembro de 2017

Acginado por:
ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)
CEaderepe:. Ax Crno Cabugh 507
Balrro: Zarro Anmes CEP: 50040000
ur "t Menigga RICHET
Telfona: (91 (329 78005 Fas: @137 78008 Cmul: caxQrap g b
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Anexo 2 - Aprovagao do comité de ética em pesquisa do Hospital da Restauragao

HOSPITAL DA RESTAURACAC ‘QRErA - ™

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP J
E1bOrado peia Inctitulgso Copartioipants
DADOS® DO PROJETO DE PESGQUIZSA

Thulo da Pecquica: AVALIAGAOD DA RELACAD ENTRE A EXPRESCAD DE R2X1 E A PREZENGA DE
INFILTRADO DE CELULAZ DO 3ISTEMA IMUNE EM GLIOBLAZTOMAS NO
HOSPITAL DO CANCER DE PERNAMBUCO

Pecquitador: JUVANIER ROMAD CRUZ

Area Tematica:

Vercdo: 1

CAAE: S5476716.3.3002.5138

Inctitulgdo Proponents: HospRal 33 Restsuragdo - PE

Patrooinador Prinsipal: FUNDACAD DE AMPARO A PE2QUIZA DO ESTADO DE SAD PAULD

DADOS DO PARECER

NOomero do Parecer: 2.371.195

Aprecentaqdo do Projeto:

Projeto bem apresentado, contendo o2 termos obrigatorios. Linguagem simples, com nivel de
entendimento.

Objetivo ca Pecquica:

Bem descrto, usO COMetD J0S Verbos, entende-se Claraments O Que se pretende Com a pesquisa.
Avaliagdo doc Ricoos o Benefioios:

A gescriglo dos rizcos € pobre uma vez que Informa risco minimo, No entanto, supere-se descrever esses
FECOs, UM VEZ QU 3L O serem CB00S SaCUNCINos. exisie 2im O Mo e eose precizy ser bem Cesanto
para fomar © projeto em conformicade com a Resciugio 48672012 do CONEP.

Comentarioc e Concideraglec cobre a Pecquica:

Fara adequago 00 projeto, faz-se NECessanc Studizar © Cronograma, pois 3 colets de dades encontra-ze
cescnta iniciando antes 4 submiszoiaprovagio do projeto por este CEP, Precisa-se InCuir 03 curricuios
lattes de 10003 05 eNVONITOS COM 3 pesquisy; Descrever o3 Risco; InCiuir na %oiha de Rosto 3 Insttuiglio co-
participante,

Congicerajdec cobre oc Termoc Ge aprecentagdo obrigatoria:
Neceszits adequagles. Vide 1223 de pencéncias

Exdemgo:  Ax Agameron Mege™les w~* ¥ Arde

Balrre: Derdy CEP: s2010040
ot Menkigia: NICH T
Temtora (91039815003 Fas: (8109815603 Ml cwraros e raTe com b
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Cortiruaghs 40 Pwmcer 337

Iniciada desde 2016.

HOSPITAL DA RESTAURAGAO Wﬂlﬂ

Conciuedec ou Pendénciac o Licta de Inadequajdec:

Diante ca analse do Projeto, ksta-ze ac seguintes pencéncas, que 3pos serem Cumpridas, deve-ze reenviar
03 documenios 3 este CEF pam posterior Analse:

s-crmt&emcuwummammﬁaemmamnh

2-Em todos 03 documentos como termo de confidencialidade, & outros, deve constar que 3 pesquisa sen
realzada no Hozpital da Restauraglo também. E azzim, avalada peio CEP-HR:
3-Descrever 02 rscos. NSO existe pesguiza lzenta de rizscos, 02 menores que hajam, devem ser bem

oezCros.

4-inciur oz Curricuios lames de 10302 03 pesquizadores;
S-inciuir na foiha de Rosto como Inzttuicio Co-Participante © HozpRal da Restauraglo com azzinatura do
Rezponsavel peio HR.

Concideragdec Finalc a orttério do CEP:
Cumprr 33 Recomendagles e reeviar para 0 CEP/MR, via piatatorma brazil. £ ¢ parecer, saivo mehor Jutzo.

Ecte parecer fol elaborado baceado not dooumentos abaluo relaclonadot:

[~ Tpo Documento ArQuive Fostage™ AdRor Seaaglc

Informagles Basicas| PE_INFORMACOES_BAICAS_ 383855 30082017 Acsito

go Projeto Eipat = 158548 .

Outros CARTADEANUENCIA_HR po’ 30082017 |ANVANIER ROMAD | Aceite

| _ i _ 155314 JcRuz

Projeto Detanado / | ProjetoMesiradojuvaniersing . goc 220082017 |AUVANIER ROMAQ | Aceito

Brochura 1435332 |cRUZ

inyezsoador

Orgamentd orcamentoaterndo. 3o 28052016 [AVANIER ROMAD | Aceito
178452 |CRUZ

Outros termoaoiaboratoncaccamango jbg 22052018 |JUVANIER ROMAQ | Aceito
175026 |CRUZ

Outros CumculoMarting. oo 28052018 [ANVANIER ROMAD | Aceito

B 174549 |CRUZ

Outroz ProjeindetaPasoalendo. cocx 25052016 |JUVANIER ROMAD | Aceito
174621 |CRUZ

Outros rezpOsIdINCIONOorama o 14042018 [JUVANIER ROMAD | Aceito
173718 IcRuZ

Outros ter—odoiaboratorio.par 14042018 |[JUVANER ROMAD | Aceito
172947 |CRUZ

Enderego:  Ax Agemercn Magetles v~ % Arde

Balrre:  Derty CEP: 2010040

Wt Menkigia RICHE

Telwfona: (91 33815003

Faz: @10%W-5803
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HOSPITAL DA RESTAURACAO (QRErTA ™

Outros cartadeanuenciadohcp o’ 140472016 |JUVANIER ROMAD | Aceito

C _ 172048 |CRUZ

Foha oe Rosto foINS3erost0 o 12042016 |JJVANIER ROMAD | Aceito
17:16:33 ICRUZ

Outros termoreg srocancer o 14042018 |JUVANIER ROMAD | Aceito
171331 |CRUZ

Outros teroaosame pa’ 14042016 |JAJVANIER ROMAD | Aceto
1721308 ICRUZ

Qutres AC_Camargo_cados_oimicoz_tateiaws| OLOL2018 |JAUVANIER ROMAD | Aceito

X . 202149 |CRUZ

Outros TERMODECONFIDENCIALIDADE docx| 04042018 [JUVANIER ROMAD | Aceite
202038 |cRuZ

[TCLE / Termos 08 | DISPENGADO TCLE 0oC 4042018 [JUVANIER ROMAD | Aceite

Azzentimerso 2018458 |CRUZ

Juszficativa de

Auzéncly -

Orgamend ORCAMENTO gocx 04042016 |AUVANIER ROMAO | Aceito

L _ _ 200748 |CRUZ

Frojeto Detamaco | | Projetodetamace oocy 4042016 |JUVANER ROMAD | Acete

Brochura 125738 |CRUZ

inyessoador

Cronograma CRONOGRAMA socx 4042018 |JUVANIER ROMAD | Aceits
194985 |CRUZ

Srtuagdo do Pareoer:

Aprovado

Neoceccita Apreciagdo da CONEP:

Nio

RECHE, 08 de Novembro de 2017

Acgginado por.
elizandra caccla da cllva oliveira
(Coorcenadon)

Erdemgo. Ay Ajerercn Mageles w=* ¥ Ande
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Anexo 3 — Carta de anuéncia HCP

HCP

HOSPITAL
DE CANCER
DE PERNAMBUCO

CARTA DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que aceitaremos a pesquisadora Juvanier
Romdo Cruz, a desenvolver o seu projeto de pesquisa intitulado:
AVALIACAO DA RELACAO ENTRE A EXPRESSAO DE RSK1 E A PRESENCA
DE INFILTRADO DE CELULAS DO SISTEMA IMUNE EM GLIOBLASTOMA
NO HOSPITAL DO CANCER DE PERNAMBUCO, que estd sob a orientagio de
Dra Vilma Regina Martins Co-orientagdo do Dr Martin Roffé, cujo objetivo é
avaliar a relagdo entre a expressio de RSK1le a presenca de infiltrado de
células imunes em Glioblastomas no HCP. Serd realizado no setor de
Patologia do Hospital do Cancer e no Laboratério do Centro Internacional de
Pesquisa (CIPE) do AC Camargo. A aceitacio esti condicionada ao
cumprimento do (a) pesquisador (a) aos requisitos da Resolugio 466/12 e
suas complementares, comprometendo-se a utilizar os dados e materiais

coletados, exclusivamente para os fins da pesquisa.

N N
Recife, 05/ 07 | oB7G.

ner R Dr. José Peixoto
Cunar :'1‘./-];;;@:':‘: dod Dpadileg
Hospiﬁai.‘.c_jﬁ Géanecémde Pernambuco




Anexo 4 - Carta de Anuéncia HR

b "
GOVERNO DO ESTADO DE PERNAMBUCO e

SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE PERNAMBUCO HOSPITAL DA RESTAURACAG
HOSPITAL DA RESTAURAGAO GOV. PAULO GUERRA

' CARTADE ANUENCIA

Eu, Dr. Miguel Arcanjo dos Santos Junior, RG 1.861.808 / SDS,
declaro estar ciente da pesquisa intitulada “Avalia¢io da relagido entre a
Expressio de RSK 1 1 e a presenca de Infiltrado de células do sistema
imune em Glioblastomas no Hospital do Cancer de Pernambuco.
Pesquisador (a) Juvanier Romdo Cruz ,Sob a orientagdo da Prof.. Vilma
Regina Martins. Em relagdo a pesquisa supracitada, informamos que o
acesso do pesquisador ao local da pesquisa e a manipulagdo dos dados,
serd_autorizado somente apds a emissio_do parecer de aprovacio_do
Comité de Etica em Pesquisa.

Declaro conhecer e cumprir com as resolugdes Eticas Brasileiras em
especial a resolugdo CNS 466 /12.

Esta instituigdo esta ciente de suas corresponsabilidades como
institui¢do participante do presente projeto de pesquisa ¢ de seu
compromisso no resguardo da infraestrutura, seguranga e bem-estar dos
sujeitos de pesquisa nela recrutados, junto aos profissionais nesta
Unidade Hospitalar.

Recife 25 agosto de 2017

?ﬁﬁﬁmﬁ?ﬁmr e
Dr. Miguel Arcanjo dos Saniqschngeno

Diretor Gerdbiretor Geral - HR (8)
CRM 8830

Hospital da Restauragao
Av. Agamenon Magalhdes. s/n° - Derby - Recife/PE - CEP 52.010-040
Fone: (81) 3181-5407 / Fax: (81) 3181-558»
hrdigeri@ gmail.com



Anexo 5 - Termo de autorizagao do uso de dados

HCP

HOSPITAL
DE CANCER
DE PERNAMBUCO

TERMO DE AUTORIZAGAO DO USO DE DADOS

Declaramos para os devidos fins, que cederemos a pesquisador/a Juvanier
Romao Cruz, o acesso aos dados de nimero do registro de todos os pacientes
para serem utilizados na pesquisa: Avaliagao da relagao entre a expressao de
RSK1 e a presenca de infiltrado de células do sistema imune em
Glioblastomas no Hospital do Céancer de Pernambuco, que esta sob a
orientacao da Dra Vilma Regina Martins.

Esta autorizagdo esta condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da Resolugdo 466/12 e suas complementares, comprometendo-se o (a)
mesmo (a) a utilizar os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente
para os fins cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a nao utilizagao das
informagdes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Antes de iniciar a coleta de dados o/a pesquisador/a devera apresentar o Parecer

Consubstanciado devidamente aprovado, emitido por Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, credenciado ao Sistema CEP/CONEP.

Recife, (1% de Mde 2016.

Nome/assinatura e cari do responsavel pelo Setor Registro Hospitalar
WAparecida B. de Lima

Canrdenatora do Nickeo de RC e Estatisti=

HCP-Hospital de Caneer de Pemamby:

~maik; registrodecancar@hcp.org L



Anexo 6 — Termo de autorizacdo do laboratorio

HCP

HOSPITAI
DE CANCER
DE PERNAMBUCT

Termo de Autorizagdao do Laboratério

Eu, Fernando soares, chefe da Anatomia patolégica do AC Camargo, venho
através desta declarar estar ciente e de acordo com o desenvolvimento do projeto
de pesquisa intitulado: Avaliacdo da relagac entre a expressao de RSK1 e a
presenca de infiltrado de células do sistema imune em Glioblastomas no
Hospital do Cancer de Pernambuco da pesquisadora: Juvanier Romao cruz.
Orientado por Vilma Regina Martins, facultando-lhe o uso das instalagGes e do
setor de patologia deste laboratorio.

A aceitagao esta condicionada ao cumprimento do pesquisador aos requisitos da
Resolugdo 466/12 CNS/CONEP que trata de pesquisa envolvendo seres
humanos.

SaoPaulo, 28 de AZL. de2016

Yo

Assinatura do ResporrsaVél"'pe]a Laboratério




Anexo 7 — Termo de confidencialidade

HOSPITAL
: DE CANCER
TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DE PERNAMBLICO

Titulo do Projeto: avaliagio da relagdo entre a expressdo de RS5K1 e a presenca de infiltrado
de células do sistema imune em Glioblastoma no Hospital do Cancer de Pernambuceo

* Pesquisador responsavel: J ier Rom3o cruz

Instituigio/Departamento: Hospital do Cancer de Pernambuco

Telefone de Contato:081-3217-8231

A pesquisador Juvanier Romdo Cruz, a orientadora do presente projeto, Dra Vilma Regina
Martins e o co-orientador Dr Martin Roffé se comprometem a preservar a privacidade dos
dados coletados e disponibilizados para a pesquisa. Os dados serdo acessados exclusivamente
pela equipe de pesquisadores e a informacao arquivada em papel ndo contera a identificagdo
dos nomes dos sujeitos elencados. Este material serd arquivado de forma a garantir acesso
restrito aos pesquisadores envolvidos, e teréd a guarda por cinco anos, quando serd incinerado.
Concordam, igualmente, que essas informagdes serdo utilizadas tnicas e exclusivamente para
a execugdo do presente projeto. As informagSes somente poderdo ser divulgadas de forma
andnima e serdo mantidas (nos computadores/arquivos das salas) dos grupos de pesquisa da
(instituigio envolvida) sob a responsabilidade de (fulano/a de tal). Este projeto esta em
avaliagdo/aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa Envolvendo Seres Humanos, do Hospital de
Cancer de Pernambuco.

Recife, TJS ;‘U L{' / 7'20 !(b

(X\smcx\uu o B
S =

Pesquisadora responsdvel

el

——

Orientadora
F\f Vo) =
Al e
L
~" Co-orientador




Anexo 8 — Dispensa do termo de consentimento livre e esclarecido

HcPY

HOSPITAL
DE CANCER
DE PERNAMBUCO

DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Venho por meio desta informar ao Comité de Etica em Pesquisa que o projeto de
pesquisa intitulado: AVALIAGAO DA RELAGAO ENTRE A EXPRESSAO DE RSK1 E
A PRESENGA DE INFILTRADO DE CELULAS DO SISTEMA IMUNE EM
GLIOBLASTOMA NO HOSPITAL DO CANCER DE PERNAMBUCO, nio utilizara o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por que a pesquisa sera realizada em
prontuario de pacientes. A autora da pesquisa dos seus dados pessoais e informar
que estes serdo utilizados apenas para alcancar os objetivos do trabalho exposto
acima, incluidos sua aplicag&o na literatura cientifica especializada e apresentagdo em

eventos cientificos.

Recife, 04 de abril de 2016

Pesquisador(a) responsavel



