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Resum del Treball (maxim 250 paraules): Amb la finalitat, context
d’aplicacié, metodologia, resultats i conclusions del treball

El limfoma de cél-lules del mantell (LCM) es considera una malaltia incurable
gue es caracteritza per un patro de recaigudes amb disminucié de la resposta
als tractaments. Davant de la necessitat de millorar I'arsenal terapeutic, s’ha
realitzat una analisi estadistica per a detectar els gens diferencialment
expressats (GDEs) en pacients amb LCM respecte controls sans amb la
finalitat de trobar noves dianes moleculars. S’han obtingut 65 GDEs els quals
s’han estudiat mitjancant analisi d’enriquiment génic amb DAVID i
d’interaccions entre proteines amb STRING. La xarxa proteica resultant s’ha
avaluat amb Cytoscape per tal d’identificar proteines claus en la limfomagéenesi
del LCM. En aquest estudi, CCND1, BCL2, CDK4, CDK6 i MMP9 foren les
proteines més rellevants. En revisar la literatura, s’ha comprovat que els
esforcos de disseny terapéutic contra CCND1 han sigut infructuosos mentre
que els de BCL2 han sigut exitosos en forma de l'inhibidor venetoclax. Quant a
CDK4/6, en lactualitat s’esta avaluant I'eficacia de I'inhibidor palbociclib en
LCM. Finalment, MMP9 és una diana terapeutica prometedora en LCM i es
proposa estudiar el significat clinic de la seva inhibici6 amb andecaliximab sota
assaig clinic.

Abstract (in English, 250 words or less):

Mantle cell lymphoma (MCL) is considered an incurable disease characterized
by relapses and diminished response to therapies. Because new drugs are in
need, a statistical analysis was conducted to detect differentially expressed
genes (DEGS) in patients with MCL compared to healthy individuals in order to
identify new molecular targets. Sixty-five DEGs were obtained which were
further analyzed by gene set enrichment analysis with DAVID and protein-
protein interaction analysis with STRING. The resulting 65-protein network was
evaluated using Cytoscape in order to identify key proteins in MCL
lymphomagenesis. CCND1, BCL2, CDK4, CDK6, and MMP9 were the most
relevant proteins in this study. After bibliographic research, it is proven that
therapeutic design efforts against CCND1 have been infructuous whereas
those of BCL2 have been successful in the form of the inhibitor venetoclax. As
for CDK4/6, an evaluation of the inhibitor palbociclib in MCL is ongoing. Finally,
MMP9 is a promising drug target in MCL and the significance of its inhibition
with andecaliximab should be assessed in clinical trials.




Index

1.- Introduccié

1.1.- Context i justificacié del treball

1.2.- Objectius del treball

1.3.- Enfocament i métode seguit

1.4.- Planificacio del treball

1.5.- Breu sumari de productes obtinguts

1.6.- Breu descripcio dels altres capitols de la memoria

2.- Limfoma de cél-lules del mantell

2.1.- Bases moleculars
2.2.- Classificacio i clinica
2.3.- Diagnostic
2.4.- Marcadors pronostic
2.5.- Estratégies terapeutiques actuals
2.5.1.- Tractament de primera linia
2.5.2.- Tractament per a malaltia refractaria o recaiguda

3.- Dianes terapéutiques emergents

3.1.- Inhibidors de la BTK
3.1.1.- Ibrutinib
3.1.1.1.- Resisténcia a I'ibrutinib
3.1.2.- Acalabrutinib i altres inhibidors de la BTK
3.2.- Inhibidors de BCL2: venetoclax
3.3.- Immunomoduladors: lenalidomida
3.4.- Inhibidors del proteasoma: bortezomib
3.5.- Inhibidors del mTOR
3.6.- Inhibidors de la PI3K

4.- Proposta de noves dianes terapeutiques

4.1.- Descripcié de les mostres
4.1.1.- Mostra GSE32018
4.1.2.- Mostra GSE9327
4.2.- Analisi estadistica amb GEO2R i R
4.2.1.- Gens diferencialment expressats (GDES)
4.3.- Analisi d’enriquiment genic amb DAVID
4.4.- Xarxa d’interaccions entre proteines amb STRING

4.5.- Descobriment de les proteines més rellevants amb cytoHubba

4.6.- Estudi de clusters amb MCODE
4.7 .- Estudi de les proteines claus identificades

5.- Conclusions
6.- Glossari

7.- Bibliografia
8.- Annexos

OCOO~NOITOBSRBRARNNRERFPE



Llista de figures i de taules

index de figures

Figura 1. Cronologia de I'organitzacio del treball.

Figura 2. Técnica d’hibridacié fluorescent in situ (FISH) sobre una cél-lula d’'un
malalt amb LCM. La sonda verda és complementaria al gen IGH i la sonda
vermella al gen CCND1. Quan es produeix la t(11;14)(q13;932), les sondes es
fusionen i donen un senyal groc. Imatge cedida per la Dra. Margarita Ortega.
Figura 3. Participacié de la ciclina D1 en el cicle cel-lular per a promoure la
proliferacié cel-lulart2,

Figura 4. Dianes terapéutiques incloses en la cascada de senyalitzacio de
I'activacié de la via NF-kB per via classica i alternativa®.

Figura 5. Model de la fisiopatologia del LCM publicat en l'actualitzacié6 de 'OMS
20162

Figura 6. (A) Infiltrat limfoide a bidopsia de medul-la dssia (tinci6 hematoxilina-
eosina). (B) Expressio de ciclina D1 en cél-lules (tenyides de color marronés) de
l'infiltrat limfoide per técnica d’immunohistoquimica. Imatges cedides pel Dr. Josep
Castellvi.

Figura 7. Proposta d’algoritme terapeutic recentment publicada a la revista
Blood?!*3,

Figura 8. Esquema de les vies de senyalitzacio claus en LCM i les seves dianes
terapéutiques®2.

Figura 9. Esquema simplificat de la via de senyalitzacié del BCR4,

Figura 10. Esquema del mecanisme d’accié d’ibrutinib!*®,

Figura 11. Mecanisme de resistencia per mutaci6 en C481 en la BTK que
modifica les caracteristiques de la unié entre ibrutinib i BTK!®,

Figura 12. Model de resisténcia a ibrutinib en LCM on s’integra el paper del
microambient  mitjancant integrina-B1 i les vies de senyalitzacio
PI3K/AKT/mTOR®®.

Figura 13. Esquemes del coneixement actual de la resisténcia a venetoclax. (A)
Les cél-lules normals sén insensibles a I'acci6 de venetoclax. (B) La supervivencia
de la cél-lula tumoral que depén de BCL2 és sensible a I'accié de venetoclax. (C)
El microambient pot estimular que la cél-lula tumoral augmenti I'expressio d’altres
proteines anti-apoptotiques (MCL1 o BCL-xL) que protegeixen la cél-lula de la
citotoxicitat provocada pel venetoclax. (D) La cél-lula tumoral pot expressar
predominantment MCL1 i/o BCL-xL com a consequéncia d’alteracions géeniques i,
per tant, esdevé resistent a I'efecte de venetoclax™.

Figura 14. Captura de pantalla del programa GEOZ2R processant la mostra
GSE32018%.

Figura 15. Boxplot amb valors de distribuci6 de la mostra GSE32018.

Figura 16. Taula amb 250 GDEs de la mostra GSE32018 obtinguda per GEO2R.
Figura 17. Codi R per a l'analisi de GDEs de la mostra GSE32018.

Figura 18. Pagina web d’inici de DAVID.

Figura 19. Analisi d’enriquiment génic amb DAVID.

Figura 20. Termes GO per a procés biologic (BP) enriquits amb DAVID.

Figura 21. Termes GO per a component cel-lular (CC) enriquits amb DAVID.
Figura 22. Termes GO per a funcié molecular (MF) enriquits amb DAVID.

Figura 23. Vies KEGG enriquides amb DAVID.

Figura 24. Vies en cancer®. Els GDEs involucrats en aquesta via estan marcats
en vermell.

Figura 25. Estadistica de la xarxa creada per STRING a partir dels 65 GDEs.
Figura 26. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels
65 GDEs introduits (llegenda a la part inferior de la xarxa).

10

11

12
13
14

15

17

20

21
21
22
28
28
29
29
30
30
31

31
32



Figura 27. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels
65 GDEs introduits on es retiren les proteines sense interaccions conegudes o
predites (veure llegenda en Figura 26).

Figura 28. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels
65 GDEs introduits que mostra les relacions funcionals (llegenda a la part inferior
de la xarxa).

Figura 29. Analisi d’enriquiment genic realitzada per STRING.

Figura 30. Vies KEGG enriquides obtingudes per STRING.

Figura 31. Xarxa creada per STRING on es ressalten les proteines involucrades
en les quatre vies KEGG més rellevants. Llegenda: “Vies de senyalitzacié en
cancer” en roig, “Cancer de pulmé de cel-lula petita” en blau, “Via de senyalitzacié
de PI3K-Akt” en verd i “Adhesio focal” en groc.

Figura 32. Xarxa IPP importada des de STRING a la plataforma Cytoscape.
Figura 33. Xarxa de les 10 proteines més destacades escollides per cytoHubba.
Figura 34. Representacio jerarquica de les 10 proteines escollides per
cytoHubba.

Figura 35. Primer cluster format pels seus integrants.

Figura 36. Primer cluster destacat en groc dins de la xarxa completa.

Figura 37. Segon cluster format pels seus integrants.

Figura 38. Segon cluster destacat en groc dins de la xarxa completa.

Figura 39. Esquema de la fisiologia de les proteines CDK i dels inhibidors contra
CDK4/6 disponibles?®®.

Figura 40. Resum de l'expressio d’ARN i proteica de la MMP9 en els teixits
humans!2,

Figura 41. Expressi6 de la proteina MMP9 en diferents neoplasies®.

Figura 42. Esquema de l'activaci6 i de les funcions en les quals participa
MMP9110,

Index de taules

Taula I. Els 10 gens més upregulats de la mostra GSE32018.

Taula ll. Els 10 gens més downregulats de la mostra GSE32018.

Taula lll. Els 10 gens més upregulats de la mostra GSE9327.

Taula IV. Els 10 gens més downregulats de la mostra GSE9327.

Taula V. Resultats dels GDEs.

Taula VI. Els 65 GDEs obtinguts per les dues mostres (gens en ordre alfabétic).
Taula VII. Vies KEGG enriquides i els gens que hi participen.

Taula VIII. Diferéncies en I'analisi d’enriquiment genic entre DAVID i STRING.
Taula IX. Comparacio de les vies KEGG enriquides amb DAVID i STRING i els
gens que hi participen.

35
36
37

38
39
39

40
40
41
41
42

43

44
44

25
25
26
26
26
26
30
35
36



1. Introduccio6

1.1. Context i justificacio del treball

El limfoma de cel-lules del mantell (LCM) representa el 6-8% dels limfomes no
Hodgkin. El pronostic d'aquesta entitat és pobre com a consequéncia de
I'agressivitat biologica intrinseca i d'un patr6 de recaigudes amb progressiva
disminucié de resposta a les terapies convencionals. Tot i que I'estudi genomic
ha permés comprendre millor I'heterogeneitat biologica i clinica del LCM aixi
com dissenyar dianes terapeutiques destinades a millorar la supervivencia dels
pacients, es continua considerant una malaltia sense tractament estandard ni
curatiu.

En els ultims anys, la millora en les tecniques d’estudi del genoma huma ha
permés I'acumulacié de dades en bases publiques. Juntament amb l'auge de
les eines bioinformatiques d’accés obert, actualment es tenen grans guantitats
d’informacié genomica a I'abast que son susceptibles a reanalitzar-se emprant
sistemes d’analisi més potents.

En tant que, avui en dia, el disseny de noves terapies es basa en dianes
moleculars obtingudes a partir dels estudis genomics, es pretén sotmetre les
dades de LCM disponibles en bases de dades publiques (GEO Data) a un
estudi bioinformatic per tal de dilucidar gens diferencialment expressats (GDES)
que participin en vies de senyalitzacié claus per a la limfomagénesi. La troballa
d’aquests gens aixi com les seves corresponents proteines serien I'objectiu
contra els quals dirigir un nou farmac.

1.2. Objectius del treball

La realitzacio d’aquest treball pretén:
e Entendre les vies de senyalitzacié i els gens claus en la supervivéncia i
proliferacio de les cél-lules tumorals del LCM a partir de dades publiques
i 'is d’eines de bioinformatica
o Descriure lalteracié citogenética t(11;14) i la implicacio de la
ciclina D1
o Descriure les vies BCR, NF-kB i PI3BK/AKT/mTOR
o Descriure la importancia de BTK
o Descriure mutacions recurrents i rellevants clinicament com les de
TP53 i NOTCH1/2
o Descriure els GDEs en el LCM a partir de dues mostres de
pacients obtingudes d’'una base publica (GEO Data)
e Abordar des d’un punt de vista molecular, preclinic i clinic les dianes
terapeutiques disponibles actualment
o Descriure molecularment i funcionalment els inhibidors de la BTK
com per exemple ibrutinib i acalabrutinib
o Descriure 'emergéncia de la resistencia a ibrutinib en la practica
clinica
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Descriure els mecanismes d’accié d’altres farmacs rellevants en
els assaigs clinics com per exemple el venetoclax, la
lenalidomida, el bortezomib, el temsirolimus i I'idelalisib

e Proposar noves dianes terapeutiques

o

O

o

o

Obtencié de GDEs de dues mostres de pacients amb LCM a partir
de dades publiques (GEO Data) mitjancant una analisi estadistica
amb els programes GEO2R i R

Analisi dels gene ontology (GO) i de les vies KEGG dels GDEs
amb el programa DAVID i STRING

Analisi de les interaccions entre proteines codificades pels GDEs
amb els programes STRING i Cytoscape

Realitzar una recerca bibliografica per a valorar si hi ha estudis
gue emprin les proteines seleccionades com a potencials dianes
moleculars

1.3. Enfocament i métode seguit

Els metodes per a desenvolupar el projecte es basen en una recerca
bibliografica a PubMed d’articles cientifics, en les bases de dades publiques de
gens (RefSeq), de proteines (UniProt) i de microarrays (GEO Data) disponibles
aixi com en eines bioestadistiques (GEO2R, R) i bioinformatiques d’analisi
(DAVID, STRING i Cytoscape).

En els ultims anys, 'emergéncia de les eines bioinformatiques han permeés
reanalitzar dades genomiques publiqgues de les quals se n’ha obtingut nou
coneixement complementari.

1.4. Planificaci6 del treball

e Bibliografia: recerca d’articles cientifics de caracter clinic, preclinic i
experimental al cercador PubMed. Paraules a cercar: “mantle cell

lymphoma”, “ibrutinib”, “BTK inhibitor”, “ibrutinib resistance

, “lymphoma”,

“target drugs”.
¢ Limfoma de cél-lules del mantell: consta de multiples sub-tasques que es
detallen a continuacio.

o

o

Perfil genétic de la malaltia: apartat descriptiu del perfil genétic
conegut avui en dia del LCM.

Classificaci6 i clinica: basades en I'actualitzacié de 'OMS de 2016
en malalties hematologiques.

Diagnostic: descriure les tecnigues necessaries per a poder
diagnosticar un pacient de LCM.

Marcadors pronostics: situacié actual dels marcadors pronostics
com el Ki-67 i les escales MIPI i MIPI-c, juntament amb la
proposta de nous marcadors genétics com l'alteracié de TP53.
Estrategies terapeutiques actuals per a tractament de primera linia
i per als casos refractaris/recaiguts: s’empren les Ultimes
actualitzacions publicades a la revista Blood.



e Dianes terapeutiques emergents: consta de multiples sub-tasques que
es detallen a continuacio.

O

o

o

Inhibidors de la BTK: descriure i destacar la importancia de la
introduccié d’aquesta familia de farmacs que ha revolucionat el
tractament, especialment el de rescat. El gran exponent de la
familia és ibrutinib, farmac de primera generacid, seguit
d’acalabrutinib del qual s’espera una millora en el perfil d’efectes
adversos. S’incloura també un apartat dedicat a 'emergéncia de
resisténcies adquirides sota la pressio farmacologica amb ibrutinib
i s’esmentara un estudi publicat a la revista Nature sobre
resisténcies adquirides i la rellevancia del microambient tumoral
en LCM.

Inhibidors del BCL2: explicar 'auge d’aquesta diana i I'us del
farmac venetoclax en les terapies de rescat després d’ibrutinib.
També es comentara un article de la revista New England Journal
of Medicine avaluant l'eficacia de la combinacié d’ibrutinib i
venetoclax.

Lenalidomida, bortezomib i inhibidors del mTOR i de la PI3K: tot i
ésser farmacs rellevants i consolidats en altres malalties com en
el cas del mieloma mdultiple, es destacara que la majoria dels
estudis promouen I'us d’aquests farmacs en combinacié en el
LCM ja que la monoterapia no ha donat bons resultats.

e Proposta de noves dianes terapeutiques: consta de mudltiples sub-
tasques que es detallen a continuacio.

o

o

Descripcié de les mostres GSE32018 i GSE9327: obtingudes del
GEO Data, contenen individus sans i pacients amb diferents tipus
de limfomes com el LCM, el limfoma difus de cél-lula gran o el
limfoma fol-licular. Se seleccionaran les mostres de controls sans
i de pacients amb LCM.

Analisi estadistica amb el programa GEO2R per a l'obtencié dels
GDEs. Es complementara amb el programa R i 'ambient RStudio.
Analisi d’enriquiment geénic amb els programes DAVID i STRING
per a I'obtencio dels GO i de les vies KEGG dels GDEs.

Xarxa d’interaccions entre proteines amb els programes STRING i
Cytoscape per tal d’identificar les proteines dels GDEs que tenen
més rellevancia i serien susceptibles a esdevenir una diana
farmacologica.

Recerca bibliografica a PubMed per esbrinar si hi ha estudis que
emprin aquestes proteines com a dianes moleculars.

e Introduccio: ha d’ésser un resum de la situacié actual del LCM i, a la
vegada, una justificacié de la necessitat d’entendre la genética del tumor
per a desenvolupar nous farmacs.

e Conclusions: ha de sintetitzar les troballes rellevants de l'analisi de
I'expressio génica i justificar la seva importancia en el context actual del
LCM com a malaltia que no té tractament curatiu i que requereix farmacs
dirigits en tant que la quimioterapia convencional no és prou efectiva.

e Bibliografia: recull de tots els articles i recursos emprats en la realitzacio
del treball.

e Realitzacio de la memoria del treball en estil academic i formal.

e Correccions i revisions: tasca compartida amb la directora del treball.



A continuacio es detalla I'organitzacié de les tasques juntament amb I'entrega
de les proves d’avaluacié continuada (PAC).

1.
2.

3.

4.
5.
6

PAC 1: inclou la redaccié d’aquest document i la bibliografia del treball.
PAC 2: inclou les tasques 2 i 3 (amb tots els seus subapartats) i la
redaccio del document de la PAC2.

PAC 3: inclou les tasques 4 (amb tots els seus subapartats), 5i 6 i la
redaccio del document de la PAC 3.

PAC 4: inclou les tasques 7, 89 i la redaccio del document de la PAC 4.
PAC 5a: elaboraci6 de la presentacio.

PAC 5b: defensa publica del treball.

En la figura 1 es pot visualitzar un diagrama de Gantt on s’organitzen les
tasques i les etapes del treball.

2018 2018
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Presentacit.

Figura 1. Cronologia de l'organitzacio del treball.

1.5. Breu sumari de productes obtinguts

El producte obtingut en aquest treball se centra en la deteccidé de gens claus en
la limfomagénesi del LCM els quals serien susceptibles a esdevenir dianes
terapeutiques.

1.6. Breu descripci6 dels altres capitols de la memoria

La memoria s’organitza en tres grans blocs:

Resum de les caracteristiques biologiques, cliniques i terapeutiques del
LCM

Revisi6 profunda amb I'us de les eines bioinformatiques de les
caracteristiques de les dianes terapéutiques actuals i emergents aixi
com de les dades moleculars, precliniques i cliniques

Analisi genomica de dades publiques de microarrays per a detectar gens
claus en la limfomagénesi susceptibles a esdevenir dianes terapéeutiques



2. Limfoma de cel-lules del mantell

El limfoma de cel-lules del mantell (LCM) és un limfoma no Hodgkin (LNH) de
cél-lula B madura. Es una malaltia poc freqiient, en tant que representa el 6-8%
dels LNH, i heterogénia quant a biologia, presentacio clinica i estrategies
terapeutiques.

2.1. Bases moleculars

La translocaci6 t(11;14)(g13;932) entre el gen IGH i el gen CCND1 (el qual
codifica la proteina ciclina D1) es considera I'esdeveniment oncogéenic primari
ja que es troba en més del 95% dels casos de LCM'? (Figura 2). La
juxtaposicio d’ambddés gens provoca una sobreexpressié de la ciclina D1.
Tanmateix, aquesta alteracié no seria suficient per a desenvolupar un LCM ja
que s’han observat poblacions limfoides amb el reordenament de CCND1 a
sang periférica d’'individus sans®. A més a més, existeixen casos de LCM ciclina
D1 negatiu (no es detecta el reordenament ni la sobreexpressio de la ciclina
D1) en els quals s’han documentat les alteracions en la CCND2 o en la
CCND3, que codifiquen per a la ciclina D2 i la ciclina D3 respectivament®.

Figura 2. Teécnica d’hibridacié fluorescent in situ (FISH)
sobre una cél-lula d'un malalt amb LCM. La sonda verda és
complementaria al gen IGH i la sonda vermella al gen
CCNDL1. Quan es produeix la t(11;14)(q13;932), les sondes
es fusionen i donen un senyal groc. Imatge cedida per la
Dra. Margarita Ortega.

La ciclina D1 és un actor fonamental del cicle cel-lular (Figura 3) tot i que
participa en altres vies com les de reparacié del DNA i de regulacié del procés
de transcripcié. En unir-se a CDK4 i a CDKB6, la ciclina D1 forma un complex
que fosforila retinoblastoma (RB) i l'inactiva. Aixd permet que el factor de
transcripcid E2F s’alliberi i es traslladi al nucli. Tots aquests passos soOn
imprescindibles per a les fases G1/S del cicle cel-lulart?112,

La progressio de la limfomagenesi és el resultat d’alteracions genétiques
secundaries, en un context d’inestabilitat genomica, en diverses vies de
senyalitzacié. L’activacio constitutiva de vies oncogéniques afecta els seguents
eixos: BCR, NF-kB (via classica i alternativa), PISK/AKT/mTOR, NOTCH,
JAK/STAT3 i WNT®. En totes elles podem trobar proteines participants mutades
0 amb alteracions que incrementen o disminueixen la seva expressio com per
exemple el cas de la via NF-kB (Figura 4). Cal també esmentar que les
alteracions genetiques secundaries promouen la desregulacio del cicle cel-lular
(afecta els complexos INK4a/CDK4/RB1 i ARF/MDM2/P53), de I'apoptosi
(afecta la familia BCL2), dels modificadors de la cromatina (mutacions en
WHSC1, MLL2 i MEF2B) i de la reparacié del DNA (afecta a ATM i TP53).
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Figura 4. Dianes terapéutiques incloses en la cascada de senyalitzacié de I’activacié de la via
NF-kB per via classica i alternativa®.

Malgrat que encara no es coneixen amb claredat els elements que provoquen
una activacio constitutiva i sostinguda de determinades vies de senyalitzacio,
és probable que el microambient jugui un paper destacat en tant que s’ha
demostrat la seva rellevancia i participacié en la supervivencia tumoral i en la
resisténcia a farmacs com el cas d’ibrutinib® i de la combinacié ibrutinib i
venetoclax’.

La sobreexpressio de SOX11 en el nucli de les cél-lules tumorals és especific
del LCM (present en el 90% dels casos) a diferéncia d’altres limfomes de
cel-lula B (leucemia limfocitica cronica, limfoma fol-licular i limfoma difas de
cél-lula gran) i és independent de I'estat de la ciclina D18. SOX11 pertany a la
familia SOX del grup de factors de transcripcié d’alta mobilitat (HMG) els quals
participen en processos d’embriogenesi. A diferencia de SOX4 amb qui té una
alta homologia i un rol prominent en la limfomagenesi, SOX11 no té una funcio
en limfopoiesi coneguda. Se sap, per0d, que s’acompanya d’una signatura
transcripcional complexa amb participaci6 de PAX5 (fonamental per a la
diferenciacio tardana de la cel-lula B) el qual reprimeix els reguladors clau de la
diferenciaci6 a cel-lula plasmatica (BLIMP1, XB1 i IRF4)°.



El model proposat de la patogénesi molecular del LCM?19 (Figura 5) inclou
cel-lules B en dos estadis maduratius diferents que originarien els diversos
subtipus de LCM. La sobreexpressio de SOX11 i un estat de la regio variant de
la cadena pesada de la immunoglobulina (IGHV) no mutat (0 minimament
mutat) es correlacionaria amb una ceél-lula de la zona del mantell que donaria
lloc a un LCM classic (cLCM). En canvi, els casos SOX11 negatiu s’associarien
amb un estat IGHV hipermutat que originaria una malaltia més estable
geneticament i menys agressiva clinicament. No obstant, ambdos casos son
susceptibles a adquirir noves alteracions oncogeniques que els confereixin
major agressivitat biologica.
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Figura 5. Model de la fisiopatologia del LCM publicat en I’actualitzacioé de 'OMS 20162.

2.2. Classificacid i clinica

El LCM afecta pacients amb una edat mediana de 60 anys i predomina en
homes (ratio homes:dones de 3:1)!!. La malaltia es localitza habitualment en
ganglis limfatics perdo també a melsa /o a medul-la ossia i, fins i tot, pot
leucemitzar a sang periferica. A més a més, pot presentar afectacions
extranodals com per exemple el tracte gastrointestinal (generalment amb
infiltracions  subcliniques) i lanell de Waldeyer (conjunt d’estructures
amigdalines i de teixit limfatic en la faringe), essent els més representatius.
L’afectacio del sistema nervids central €s rara en pacients asimptomatics al
diagnostic i és més freqlent a la recaiguda. Tot i que en la majoria dels casos
els malalts estan asimptomatics al diagnostic, altres presenten els denominats
simptomes B (febre, pérdua de pes i sudoracions nocturnes profuses).



En I'estudi d’anatomia patoldgica es poden discernir les segiients variants: la
més comuna és el LCM classic (proliferacio limfoide que pot tenir patrons
diversos), les més agressives son la blastoide i la pleomorfica (tenen
importancia clinica) i altres menys habituals son la de cél-lula petita i de la zona
marginal like?1t, Un element molt rellevant en I'avaluacioé d’'una mostra de LCM
és valorar I'index de proliferacio amb el marcador Ki-67 ja que és un marcador
pronostic.

En lactualitat, a nivell clinic podem classificar el LCM en entitats propies
seguint el model de patogénesi molecular. La cél-lula B SOX11 positiva i amb
IGHV no mutat o minimament mutat originaria les formes classica, blastoide i
pleomorfica (les dues ultimes poden ser el resultat de la transformacié a una
entitat més agressiva per acumulacié d’alteracions genomiques en la
recaiguda). En canvi, la cél-lula B SOX11 negativa i amb IGHV hipermutat
desenvoluparia la forma no nodal leucémica (NNL) la qual es caracteritza per
una afectacido predominant de la sang periferica i de la medul-la ossia pero
esplénica ocasional i sense adenopaties significatives juntament amb menor
inestabilitat genomica i amb un millor pronostic. Per ultim, la neoplasia de
cel-lules del mantell in situ descriu la troballa de limfocits amb sobreexpressio
de ciclina D1 i reordenament de CCND1 a la zona del mantell en ganglis
limfatics aparentment hiperplasics?? (Figura 5).

2.3. Diagnostic

La confirmacié diagnostica del LCM és per estudi d’anatomia patologica d’una
biopsia de gangli limfatic, preferiblement, o bé d’algun altre teixit infiltrat on, en
la majoria dels casos, es demostra una sobreexpressié de la ciclina D1 i, per
tecnica de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), la t(11;14)(q13;q32)
(Figura 6). A més, es pot valorar I'index proliferatiu del Ki-67 el qual té impacte
pronostic.
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Figura 6. (A) Infiltrat I|mf0|de a b|0p3|a de medul-la ossia (tincié hematoxmna -eosina). (B)
Expressié de ciclina D1 en cél-lules (tenyides de color marronés) de linfiltrat limfoide per
tecnica dimmunohistoquimica. Imatges cedides pel Dr. Josep Castellvi.

L'estadiatge de la malaltia s’ha de completar amb estudis analitics
(hemograma, bioquimica, lactat deshidrogenasa (LDH) i serologies per a virus
de I'hepatitis B i C aixi com per al virus de la immunodeficiencia humana),
d’'imatge (preferiblement PET-TC que permet estadiar segons els criteris de
Lugano?®?®) i biopsia de medul-la dssia. En cas de sospita d’afectacié intestinal



es poden sol-licitar estudis endoscopics amb presa de biopsia. L'estudi del
liquid cefalorraquidi (LCR) obtingut per puncié lumbar es realitzara en casos
d’'alt risc (preséncia d’almenys 2 criteris: morfologia blastoide, simptomes
neurologics, LDH alta, performance status pobre).

No obstant, els casos de LCM no nodal leucemic es caracteritzen per
leucemitzacidé, possible afectacio esplénica i/o de la medul-la oOssia, en
abséncia d’adenopaties significatives. L’estudi, en aquesta situacio, es realitza
per citologia, immunofenotip i citogenetica de sang periférica.

2.4. Marcadors pronostic

Els marcadors pronostics més emprats sén, per una banda, el MCL
International Prognostic Index (MIPI1)4, el qual avalua I'edat, TECOG (de les
sigles d’Eastern Cooperative Oncology Group, és una escala per a valorar
I'afectacié que la malaltia té en I'estat de salut del pacient)®®, els leucocits i la
LDH, i, per laltra, I'index proliferatiu de cél-lules tumorals Ki-67%. La
combinacié d’ambdds items va definir el MIPI-cl” que estratifica els pacients en
quatre grups amb una supervivencia global (SG) als 5 anys des del 17% fins al
85%.

Els estudis genomics publicats en l'dltima década, han permes identificar
multiples alteracions associades a pitjor supervivéncia i/o a menor resposta a
tractaments d’induccié®1%20 exemplificats amb TP53, NOTCH1/2, ¢c-MYC i
CDKN2A, entre d’altres.

Actualment, hi ha dues plataformes que, emprant la tecnologia del NanoString,
realitzen un estudi del perfil d’expressi6 génica basat en una signatura
proliferativa. La primera plataforma, el MCL35%, es basa en una signatura
proliferativa de 17 gens que s’aplica en mostres de biopsia parafinades i
fixades en formalina i que permet estratificar els pacients en tres grups: risc alt
(26%), risc estandard (29%) i risc baix (45%) els quals tenen una supervivéncia
predita de 1,1 anys, 2,6 anys i 8,6 anys, respectivament. Recentment, s’ha
publicat la validacié del MCL35 en cohorts d’assaigs clinics del European
Mantle Cell Lymphoma Network??. La segona plataforma, el L-MCL16%3, es
basa en una signatura proliferativa de 16 gens amb I'objectiu de diferenciar els
subtipus de LCM a partir ’ARN extret de mostres de sang periférica. La SG als
3 anys és del 69% en cLCM i del 92% en el LCM NNL (p = 0,006). Destaca que
la complexitat gendomica esta associada a menor SG en tots els subtipus pero
que la presencia de mutacions TP53/CDKN2A nomeés és significativa en el
CLCM.

Tot i la dificultat en l'aplicaci6 d’aquestes plataformes en la practica clinica
diaria, el seu Us permet identificar millor el risc biologic dels pacients i podria
ser una eina util en el maneig terapeutic dels pacients.

2.5. Estrategies terapéutiques actuals

L’abordatge terapeutic del LCM (Figura 7) depén de multiples factors: el
subtipus de LCM, el risc bioldgic, I'edat, 'TECOG i les comorbiditats. A més a
més, actualment no hi ha tractament estandard per al LCM i cap dells és
curatiu.



2.5.1. Tractament de primera linia

Tot i que un gran nombre de nous diagnostics requereixen tractament
immediat, s’estima que un 20-30%2%%2°> dels pacients podrien beneficiar-se
d’una estratégia de tractament diferit en tant que presenten un LCM de
comportament indolent i que té supervivéncies de més de 5 anys?. La
complexitat radica en identificar correctament els pacients que es beneficiarien
d’aquesta estrategia ja que avui en dia es tenen en compte criteris clinics,
analitics i radiologics ometent el risc biologic per dificultat en l'accés a
técniques genomiques.

Els pacients que requereixen tractament al diagnostic se separen en dos grans
grups: els joves (< 65-70 anys) amb bon estat de salut per a sotmetre’s a
regims d'immunoquimioterapia d’alta intesitat i els grans (= 65-70 anys) i/o
multiples comorbiditats que requereixen estratégies ajustades.

Habitualment el primer grup es beneficia d’'una immunoquimioterapia intensiva
(la qual contingui rituximab i citarabina) seguida d’'un transplantament de
progenitors hematopoiéetics autoleg i considerar el manteniment amb
rituximab?’. Al segon grup s’ofereix una immunoquimioterapia (ajustada per
tolerancia i toxicitat segons les caracteristiques del pacient) seguida de
tractament de manteniment amb rituximab.

Tanmateix, I'aparicio de nous farmacs dirigits com per exemple librutinib (un
inhibidor de la BTK que ha demostrat bons resultats en monoterapia per a
pacients refractaris/recaiguts) ha provocat una allau d’assaigs clinics basats en
la combinacié d’aquests farmacs amb régims dimmunquimioterapia per a
avaluar sinérgia, resultats i toxicitat, amb I'objectiu d’obtenir millores en la
supervivéncia global i disminuir els efectes adversos.
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Figura 7. Proposta d’algoritme terapeutic recentment publicada a la revista Blood*!3.
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2.5.2. Tractament de malaltia refractaria o recaiguda

El LCM és una malaltia que es caracteritza per recaigudes multiples amb
perdua progressiva de la resposta a les terapies disponibles. En I'actualitat,
ibrutinib és el farmac d’eleccidé i molts assaigs clinics estan avaluant el farmac
en combinaci6 amb altres esquemes dimmunoquimioterapia o0
d'immunoterapia. La resta de farmacs aprovats com el bortezomib, la
lenalidomida o el temsirolimus tenen baixa taxa de respostes i curta durada de
la resposta, de manera que es recomanarien només com a part d’'un esquema
combinat.

El tractament més desafiant €s, actualment, el cas d’'un pacient que progressa
sota tractament amb ibrutinib perqué la seva supervivéncia mediana s’estima
menor a un any ja que no es disposen de terapies de rescat adequades.

3. Dianes terapeutiques emergents

La terapia dirigida contra dianes moleculars ha millorat els resultats dels
tractaments estandards en malalties oncologiques i hematologiques. En el cas
particular del LCM ha permes, sobretot, disposar d’'un major arsenal terapeutic
per a rescatar els pacients en els quals la malaltia progressa i comprendre
millor la fisiopatologia i I'evolucié clonal (Figura 8).
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3.1. Inhibidors de la BTK

El gen de la Bruton tirosina quinasa (BTK) es localitza en el cromosoma
Xg22.1, té una mida de 36.746 pb i esta format per 19 exons que codifiquen per
una proteina de 659 aminoacids?®. La regi6 catalitica esta continguda en els
aminoacids 521 fins al 537, tanmateix conté diverses regions que inhibeixen la
funcié de la proteina gracies a la unié de molécules com el zinc i 'ATP, entre
d’altres?°.

Els estudis d’expressidé d’ARN en els teixits han demostrat que la BTK esta
altament expressada en ganglis limfatics, melsa i medul-la 0ssia. També té una
notable expressié en limfocits B i cél-lules mieloides perdo no en cél-lules
plasmatiques ni limfocits T3°. Dins de I'arquitectura cel-lular es localitza en el
nucli, en el citoplasma en un estat de repos i en la membrana plasmatica on
realitza les seves funcions durant I'activacié de la senyalitzacié del receptor
antigénic de la cél-lula B (BCR).

Membre de la familia Tec, la BTK és indispensable per al desenvolupament, la
diferenciacio i la senyalitzacio del limfocit B gracies a la uni6 amb el BCR i és
rellevant per a la regulacié transcripcional a través de la via NF-kB. A part de
participar en la immunitat adaptativa, t¢ un paper destacat en la immunitat
innata a través de la via dels receptors Toll-like?8:2%:31,

Un cop es troba a la membrana plasmatica en la seva forma activa i unida a
BCR després d’ésser fosforilada per LYN i SYK, la BTK fosforila la PLCG2 amb
I'ajuda de BLNK la qual cosa desencadena la cascada de senyalitzacio a través
de la mobilitzacio del calci i que continuara amb l'activacio de PKC (Figura 8 i
9)2829.31 Existeixen inhibidors naturals de la BTK com per exemple PIN1, IBTK,
SH3BP5 i LFM-13A28:29,
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3.1.1. Ibrutinib

Ibrutinib o PCI-32765 (denominacié en els seus origens) és un inhibidor de
primera generacio oral, selectiu i irreversible de la BTK. Els seus efectes
inhibitoris es produeixen a través de la unié d’aquesta petita molécula amb el
residu cisteina 481 de la BTK (Figura 10) de manera que s’interromp la
senyalitzacié per sota de la BTK. Aix0 resulta en una menor viabilitat de les
cel-lules tumorals i interfereix en I'efecte del microambient protector383°,

Ibrutinib
covalent binding

!

persistent/irreversible inhibition

e

cysteine D\

ATP binding pocket

Figura 10. Esquema del mecanisme d’accié d’ibrutinib15,

Inicialment concebut com a tractament per a malalties autoimmunes, es va
observar la seva efectivitat en LNH canins*°. Els bons resultats dels estudis in
vitro en linies cel-lulars de LCM i xenoempelts va promoure l'inici dels assaigs
clinics en humans. Els estudis fase | mostraren una bona tolerancia, una baixa
toxicitat i una taxa de respostes globals (TRG) del 77%%. L’assaig clinic fase Il
per a pacients amb LCM refractari/recaigut (assaig determinant per a la seva
aprovacio per part de la FDA i de TEMA) va mostrar resultats molt prometedors
en un tractament en monoterapia amb TRG del 68%, respostes completes (RC)
del 21%, supervivéncia lliure de progressié (SLP) de 13 mesos i SG de 22,5
mesos*42, Els assaigs clinics fase lll, amb temsirolimus en el brag control,
mostraren millores significatives quant a la TRG, la SLP i la tolerancia*>#4. En
estudis seglients també s’ha objectivat que hi ha major benefici del farmac en
pacients que hagin rebut menys nombre de linies terapéutiques préviament
quant a SLP, SG i durada de la resposta (DR)*. Els efectes adversos son
menors o moderats (diarrea, fatiga, basques) pero preocupa l'increment de
casos de fibril-lacio auricular (FA) descrits perqueé ibrutinib ja té un cert efecte
antiagregant que, juntament amb el tractament anticoagulant necessari per a la
FA, augmentaria el risc hemorragic especialment en els primers 6 mesos de
tractament.

Com a consequéncia de I'experiéncia acumulada en els dltims anys, se sap
gue els pacients que progressen sota ibrutinib tenen una mediana de
supervivencia menor a un any independentment de tractaments
subsequents*®4’, motiu pel qual s6n necessaries terapies de rescat.

En l'actualitat, hi ha multiples assaigs clinics en marxa per a pacients de nou
diagnostic i també per a refractaris/recaiguts que recerquen els beneficis
d’afegir ibrutinib en noves combinacions (ja sigui amb immunoquimioterapia o
immunoterapia) o bé dins d’esquemes sequencials per tal d’avaluar millores en
taxa i durada de resposta. D’entre aquests, caldria destacar els estudis
TRIANGLE (ibrutinib, R-CHOP/R-DHAP i transplantament autdleg de
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progenitors hematopoetics, NCT02858258), SYMPATICO (ibrutinib i
venetoclax, NCT03112174), PHILEMON (ibrutinib, lenalidomida i rituximab,
NCT02460276) i SHINE (ibrutinib, rituximab i bendamustina, NCT01776840).

3.1.1.1. Resisténcia a I'ibrutinib

La resisténcia a I'ibrutinib esta especialment ben estudiada i caracteritzada en
la leucémia limfocitica cronica (LLC) en la qual s’han descrit mutacions en BTK
i PLCG2. La mutacié C481S de BTK provoca una disminucié de I'afinitat d’'unié
entre el farmac i la BTK i, consequentment, la inhibicio és reversible en lloc
d’irreversible (Figura 11)*84950 | es mutacions de PLCG2 (R665, L845, S707)
provoguen un guany de funcid i la proteina roman en activacié continua malgrat
la inactivacié de la BTK per part d’ibrutinib*®4°50, S’ha demostrat que abans
d’iniciar ibrutinib, alguns pacients poden ja tenir clones molt petites que
continguin aquestes mutacions i que, amb el tractament, es produeixi una
selecci6 clonal de les més resistents®!, Es especialment rellevant destacar que
la presencia de clones mutants apareixen de mediana uns 9 mesos abans de la
recaiguda clinica, postulant-se com a marcador de seguiment interessant per a
proposar un canvi de linia terapeutica.

Ibrutinib

no covalent binding

S

short-lived transient inhibition
resistance to ibrutinib

—

ATP binding pocket
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Figura 11. Mecanisme de resisténcia per mutacié en C481 en la BTK que modifica les
caracteristiques de la uni6 entre ibrutinib i BTK15,

En el cas del LCM, es coneix que la resisténcia primaria ocorre en un ter¢ dels
pacients i que I'adquirida sembla ésser universal®?> malgrat que avui en dia
encara no s’han dilucidat els mecanismes. Es rellevant destacar que els casos
de pacients de LCM amb mutacions a BTK i/o PLCG2 s6n infreqlients®3%* i en
altres estudis no s’han trobat com a causants de resistencia®>>%. En la
resisténcia primaria a ibrutinib s’han detectat mutacions i alteracions dels
participants de la via NF-kB (TRAF2, TRAF3, CARD11, PIM1, ERBBA4,
RELA)>*555657  D'altra banda, s’ha demostrat que en les linies cel-lulars
resistents a ibrutinib, la via PISK/AKT/mMTOR esdevé compensadora®®®,
probablement mantenint la limfomagénesi. Per ultim, la interaccid entre les
cel-lules tumorals i el microambient provoca una reprogramacié del quinoma
que activa la via PISBK/AKT/mTOR i la senyalitzacié de la integrina-B1 que
acaba conduint a la resisténcia a ibrutinib (Figura 12)®,

En resum, els punts claus de la resisténcia a ibrutinio en el LCM soOn les
alteracions de la via NF-kB, la compensacio de la via PI3BK/AKT/mTOR i el
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microambient; mentre que les mutacions de BTK i PLCG2 tenen un paper
menor®2,

g

|

De novo
drug resistance

Ibrutinib
Therapeutic
pressures

Acquired
drug resistance

PI3K/AKT J
mTORC1/2

Figura 12. Model de resisténcia a ibrutinib en LCM on s’ntegra el paper del microambient
mitjangant integrina-B7 i les vies de senyalitzacio PI3K/AKT/mTOR®°,

3.1.2. Acalabrutinib i altres inhibidors de la BTK

Acalabrutinib (o0 ACP-196) és un inhibidor de la BTK de segona generaciéo amb
una menor inhibicié de quinases off-target en comparacié a ibrutinib®.6263 amb
la qual cosa s’espera disminuir les toxicitats associades al tractament.
L’aprovacié del farmac per al LCM refractari/recaigut el 2017 és deguda als
resultats d’'un assaig clinic fase 11%% en el qual es va obtenir una TRG del 81%,
una RC del 40%, una SLP a I'any del 67% i una SG a I'any del 87%. D’entre els
efectes adversos, destaca la cefalea (38%) i 'absencia de casos de fibril-lacio
auricular (en una mediana de seguiment de 15,2 mesos). L'actualitzacio del
seguiment d’aquests pacients oferira més certesa sobre les diferéncies o les
similituds en el perfil de toxicitat entre ibrutinib i acalabrutinib.

Hi ha assaigs clinics en marxa per tal d’avaluar les combinacions amb altres
regims com en el cas d’acalabrutinib i 'esquema que conté bendamustina i
rituximab en pacients amb LCM de nou diagnostic (NCT02972840), la
combinacié acalabrutinib i pembrolizumab (NTC02362035) i la combinacio
acalabrutinib i un inhibidor de la PI3K (NTC023028014)54,
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El desenvolupament de nous inhibidors de la BTK és continu i en la literatura es
poden trobar el zanubrutinib (BGB-3111, amb un estudi fase Il en LCM
NTC03206970), M7583, SNS-062, ARQ-531 i ONO/GS-405954%5 Sera
interessant comprovar si els futurs inhibidors de la BTK seran capacos de
superar els seus predecessors.

3.2. Inhibidors del BCL2: venetoclax

El gen BCL2 (pertanyent a la familia BCL2) es localitza en el cromosoma
18921, té una mida de 192.753 pb i esta format per 3 exons que codifiquen per
una proteina de 239 aminoacids?®. La seva funcié primordial és regular
'apoptosi mitjancant la uni6 amb BAX i BAK les quals son les proteines
efectores de I'apoptosi perqué permeabilitzen la membrana mitocondrial?.29.69,
Tanmateix, en preséncia d’estrés cel-lular, les proteines BH3 (com per exemple
BIM) segresten BCL2 el qual deixa lliures BAX i BAK que inicien el procés de
I'apoptosi per la via intrinseca?®.66.:69,

En el LCM, la desregulacié del cicle cel-lular pot ésser secundaria a una
sobreexpressio de BCL2 mitjangant 'amplificacid genica, a deficiéncies en
FBXO10 (una E3 ubiquitin lligasa que s’encarrega de promoure la degradacio
proteosomica de BCL2) o bé a laugment de la transcripci6 a través de
I'activacio de la via classica de la NF-kB mediada per la BTK>¢7.

El primer inhibidor de BCL2 efectiu va ser navitoclax (o ABT-263) pero, com a
consequeéncia de la inhibici6 de BCL-xL, provoca una trombocitopénia greu®®
que va frenar el desenvolupament farmacologic posterior. El venetoclax (ABT-
199 0 GDC-0199) és un inhibidor selectiu de BCL2 en el domini BH3 (Figura 8),
de manera que mimetitza [lactivitat natural de les proteines BH370 i
aconsegueix un predomini de senyals pro-apoptotics en les cél-lules tumorals.
L’estudi fase | amb el venetoclax en monoterapia per a pacients amb LCM
refractari/recaigut, va mostrar una TRG del 75%, una RC del 21%, una SLP
mediana de 14 mesos i una SG en 1,5 anys del 70%°°. Els efectes adversos
sén menors a nivell de tracte gastrointestinal (basques, diarrees) pero la
neutropénia pot ser greu en quasi un 10% i pot requerir suport farmacologic
amb estimuladors de colonies (G-CSF). La toxicitat més important associada al
farmac, pero, és la sindrome de lisi tumoral que depén de la carrega tumoral
inicial i, motiu pel qual, en iniciar el tractament s’adopta una estratégia
d’'increment progressiu de dosi fins arribar a la maxima tolerada.

Els bons resultats obtinguts en els tractaments en monoterapia d’ibrutinib i de
venetoclax juntament amb el coneixement de la relacio entre la BTK i el BCL2 a
través de la via NF-kB son la base per a I'estudi AIM on s’avaluen els resultats
clinics obtinguts amb la combinacio ibrutinib i venetoclax en pacients amb LCM
refractari/recaigut. Tot i tenir una mediana curta de seguiment de 15,9 mesos,
la SLP ila SG als 18 mesos va ser del 57% i del 74% respectivament, amb una
RC del 71%’*. En [lactualitat, esta en marxa [lestudi SYMPATICO
(NCT03112174), un assaig clinic fase Ill per a comparar la combinacio ibrutinib
i venetoclax versus ibrutinib en monoterapia (s’esperen resultats per al 2022).
Avui en dia, la resisténcia al venetoclax s’ha observat en linies cel-lulars i
models de xenoempelts derivats de pacients per0 no esta ben descrita ni
compresa en I'ambit clinic. Tanmateix, tenint en compte que és un farmac
selectiu per a BCL2 i amb poc efecte inhibidor sobre MCL1 ni BCL-xL, es pot
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assumir que el venetoclax tindra poca efectivitat en el LCM dependent de
MCL1 i BCL-xL (Figura 13). Els proxims anys permetran dilucidar millor els
mecanismes de resistencia tant bon punt augmenti el nombre de pacients en
tractament i s’allargui el temps de seguiment.

A Normal cell B Cancer cell - High BCL2
(insensitive to venetoclax) (sensitive to venetocdiax)

C Resistent cancer cell D. Resistant cancer cell
(protected by microenvironment) (overexpression of MCL1/BCL.L)

Q Q §
99 O
Growth Q QQ o o

factor

W Venetocax @ ccz2 @ e orscLl

Figura 13. Esquemes del coneixement actual de la resisténcia a venetoclax. (A) Les cél-lules
normals s6n insensibles a l'accio de venetoclax. (B) La supervivencia de la cél-lula tumoral que
depén de BCL2 és sensible a l'accié de venetoclax. (C) ElI microambient pot estimular que la
cél-lula tumoral augmenti I'expressié d’altres proteines anti-apoptotiques (MCL1 o BCL-xL) que
protegeixen la cel-lula de la citotoxicitat provocada pel venetoclax. (D) La ceél-lula tumoral pot
expressar predominantment MCL1 i/o BCL-xL com a consequiiéncia d’alteracions géniques i, per
tant, esdevé resistent a l'efecte de venetoclax™.

3.3. Immunomoduladors: lenalidomida

La lenalidomida pertany al grup d'immunomoduladors els quals tenen una
citotoxicitat directa (a través de senyals pro-apoptotics i de la degradacié del
proteasoma) i indirecta (mitjangant I'activacié de limfocits T i de cél-lules NK del
sistema immunologic i la supressio del microambient gracies a senyals
inflamatoris)”2.

L’estudi NHL-003"3, amb 57 pacients amb LCM recaigut/refractari, va mostrar
una TRG del 35%, una SLP mediana de 16,4 mesos i una DR mediana de 8,8
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mesos. Com a efectes adversos, cal destacar la mielosupressiéo en forma de
neutropenia (46%) i trombocitopénia (30%), ambdos casos de grau 3-4.
L’estudi EMERGE destaca perqué inclou pacients refractaris a bortezomib i la
TRG fou del 28%".

Tot i que com a agent en monoterapia I'efectivitat és reduida, especialment si
es compara amb els bons resultats obtinguts per I'ibrutinib i pel venetoclax, son
multiples les combinacions que s’han provat:

e Lenalidomida i rituximab (LCM recaigut/refractari): TRG del 57%, SLP
mediana de 11,1 mesos, DR mediana del 18,9%. L’efecte advers més
destacat és la neutropéenia’.

e Lenalidomida, rituximab i bortezomib (en pacients no candidats a
tractament intensiu): TRG del 82%, SLP mediana de 18 mesos. Els
efectes adversos meés notables sén la neutropénia, la trombocitopénia i
la neuropatia periférica (consequeéencia del tractament amb bortezomib)?’e.

Per ultim, I'estudi PHILEMON (combina ibrutinib, lenalidomida i rituximab,
NCT02460276), encara en fase de reclutament i que preveu finalitzar el marg
de 2019, ha publicat dades inicials que descriuen una TRG del 76%, assolint
una RC del 56%, amb una mediana de seguiment de 17,8 mesos’’.

3.4. Inhibidors del proteasoma: bortezomib

El proteasoma és l'element de la cél-lula encarregat de la degradacié de
proteines. Quant al control del cicle cel-lular, el proteasoma participa amb la
regulacié de les ciclines i de I'apoptosi mitjancant diversos intermediaris com
P53 i BCL2. El bortezomib és un farmac amb unio irreversible al lloc catalitic
26S del proteasoma (Figura 8) amb alta especificitat i afinitat’® que provoca
efectes citotoxics, inhibicié del creixement cel-lular i activitat antitumoral?®.

El tractament en monoterapia es va avaluar en I'estudi fase 1| PINNACLE®, per
a pacients amb LCM recaigut/refractari, que va demostrar una TRG del 32%,
una SLP mediana de 6,7 mesos i una DR mediana de 9,2 mesos. L'efecte
advers més destacat va ser la neuropatia periférica, probablement perqué
I'administracié del farmac era intravenosa (en futurs assaigs clinics s’usaria un
regim subcutani amb millora de la taxa de neuropatia). Quant a terapia
combinada, afegir brotezomib a I'esquema R-CHOP2®' no aporta millores
significatives en TRG ni en SG. En referencia al manteniment amb bortezomib,
'estudi HOVON 75 MCL no va demostrar diferencies entre els pacients que
feien manteniment amb bortezomib durant 2 anys dels que no®2. Finalment,
pero, el farmac es va aprovar per a Us en primera linia de tractament gracies a
un estudi fase Ill que comparava R-CHOP vs VR-CAP amb una millora
significativa en la SLP 14,4 mesos vs 24,7 mesos, respectivament®s,

3.5. Inhibidors del mTOR

Com a element que forma part de la via PI3BK/AKT, mTOR participa en la
supervivéncia i en la proliferacié cel-lular. Temsirolimus forma un complex amb
FKBP12 que inhibeix mTOR quan s’hi uneix (Figura 8).
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L’estudi que avaluava el tractament en monoterapia, mostra una TRG del 38%,
una SG mediana de 12 mesos perd una DR mediana de 6,9 mesos®. Es
rellevant destacar que temsirolimus es va comparar directament amb ibrutinib
amb uns resultats poc afavoridors per al primer. En la comparacié temsirolimus
vs ibrutinib, la TRG fou del 40% vs 72%, la SG mediana de 21.3 mesos vs no
assolida, la SLP mediana de 6,2 mesos vs 14,6 mesos i una DR als 18 mesos
del 20% vs 58%%3. Tot i que el farmac té activitat antitumoral, esta limitat per la
seva toxicitat i 'administracié en infusié intravenosa.

3.6. Inhibidors de la PI3K

La via PISBK/AKT/mTOR esta activada constitutivament en el LCM i contribueix
a la supervivéncia cel-lular. El farmac idelalisib €s un inhibidor oral i selectiu de
la isoforma delta de la PI3K (Figura 8). En un estudi fase | s’observa una TRG
del 40% pero la DR mediana fou de 2,7 mesos®. Els efectes adversos més
frequents foren els relacionats amb tracte gastrointestinal.

Com a consequéncia d’aquests resultats, es van dur a terme diversos estudis
en combinacié dels quals destaca el d’idelalisib, rituximab i lenalidomida® que
no ha progressat com a possible linia terapéutica per ésser excessivament
toxica.

4. Proposta de noves dianes terapeutiques

4.1. Descripcio de les mostres

4.1.1. Mostra GSE32018

En la base de dades publica de Gene Expression Omnibus (GEO)?¥, la série
GSE32018 inclou un estudi de I'expressio génica de 114 LNH (22 de limfoma
difus de cel-lules grans B (LDCGB), 23 de limfoma fol-licular (LF), 24 de LCM,
13 de limfoma de la zona marginal esplenica (LZME), 15 de limfoma MALT
(LMALT) i 17 de leucemia limfocitica cronica (LLC)) i de 7 biopsies congelades
de gangli limfatic i 6 d’amigdala (aquests dos Ultims emprats com a controls
sans)®. La mostra usa la plataforma d’Agilent-014850 Whole Human Genome
Microarray 4x44K G4112F (Probe Name version) (GPL6480) i avalua 40.999
gens.

Per a dur a terme l'estudi, s’escullen els 24 casos de LCM i es comparen amb
les 13 mostres control amb els programes GEO2R i R.

4.1.2. Mostra GSE9327

En la base publica GEO, la série GSE9327 inclou un estudi de I'expressio
génica de 187 LNH (36 de LDCGB, 33 de LF, 27 de LZME, 6 de limfoma de la
zona marginal nodal (LZMN), 38 de LCM, 38 de LLC i 9 de limfoma de Burkitt
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(LB) i de 8 biopsies de gangli limfatic reactiu (aquests casos presenten un patrd
inflamatori perd no s’observa malaltia) i 5 de melsa (ambdds emprats com a
controls sans)®. La mostra usa la plataforma del CNIO Human Oncochip 1.0,
1.2 and 2.0 (GLP6011) i avalua 6.132 gens.

Per a dur a terme l'estudi, s’escullen els 38 casos de LCM i es comparen amb
les 8 mostres de control ganglionar amb els programes GEO2R i R.

4.2. Analisi estadistica amb GEO2R i R

El GEO2R® és una eina interactiva per a I'analisi estadistica de dos o més
grups en les séries GEO amb l'objectiu d’identificar gens diferencialment
expressats (GDEs) emprant paquets del codi R®! del projecte Bioconductor®?
(GEOquery® i limma®?).

Un cop connectats amb GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo?2r/),
s’introdueix la série en la qual s’esta interessat (per exemple GSE32018) i,
aleshores, apareixen totes les mostres incloses de forma detallada. A
continuacio, es creen dos grups comparadors (Figura 14): un és el grup de 24
LCM i I'altre el grup control amb 13 mostres.

D

Figura 14. Captura de pantalla del programa GEO2R processant la mostra GSE32018%.

Abans de procedir a I'analisi estadistica, cal obtenir el valor de distribucié de les
dades (valor de la normalitzacié de dades que inclou l'autor/a) en forma de
boxplot per tal de corroborar si les mostres s6n adequades per a ésser
comparades. Com es pot veure graficament (Figura 15), les mostres presenten
uns valors de mediana semblants entre elles de manera que la comparacio és
viable. En el cas que els valors de mediana fossin molt diferents entre les
mostres, no seria recomanable procedir directament a I'analisi.
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Aquest exercici es pot realitzar directament emprant R (Figura 17) amb el
suport de RStudio® per a I'obtencié dels GDEs amb |logFC| 21t i p <0.05.

source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

## Bioconductor version 3.6 (BiocInstaller 1.28.0), ?biocLite for help
library(Biobase)

library(GEOquery)

library(limma)

library(genefilter)

# TITOL (original): Gene-expression profile in a series of non-Hodgkin
Lymphoma (NHL) patients

# TITOL (traduccid): Perfil d'expressidé génica en una série de pacients amb
Limfoma no Hodgkin (NHL))

# GEO: GSE32018

# PLATAFORMA: GPL64860 Agilent

# TIPUS DE MOSTRA: ARN

#Carrega de la série GSE32018 1 de la plataforma des de GEO

gset <- getGEO("GSE32018", GSEMatrix =TRUE, AnnotGPL=TRUE)

## Found 1 file(s)

## GSE32018_series_matrix.txt.gz

## Warning: package 'bindrcpp' was built under R version 3.4.4

## Parsed with column specification:

## cols(

it .default = col double(),

##  ID_REF = col_character()

# )

## See spec(...) for full column specifications.

## File stored at:

## C:\Users\FRANCI~1\AppData\Local\Temp\Rtmpag2RKe/GPL6480.annot.gz
if (length(gset) > 1) idx <- grep("GPL6480", attr(gset, "names")) else idx <-
1

gset <- gset[[idx]]

#Anomenar Lles columnes
fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset))

#Noms dels grups per a cada mostra

gsms <- pasted (" XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKKKKKKKXXXXXXXXXXXXXXXXX™ 5
OOXXXXXXXXXXXXXXXX1111111112211111171223T1TIXXXXXX™,
XXXXXXXXXXXXXX0000000000000" )

sml <- c()

for (i in 1:nchar(gsms)) { sml[i] <- substr(gsms,i,i) }

#ELiminar lLes mostres marcades com "X"
sel <- which(sml != "X")

sml <- sml[sel]

gset <- gset[ ,sel]

#Transformacio lLog2
ex <- exprs(gset)
gx <- as.numeric(quantile(ex, c(@., ©.25, 0.5, .75, 0.99, 1.9), na.rm=T))
LogC <- (gx[5] > 100) ||
(ax[6]-gx[1] > 50 && gx[2] > @) ||

1 El logFC és el logaritme (en base 2) del fold change el qual representa la ratio dels valors
d’expressio (control vs tractament). Els resultats del logFC s’han d’interpretar de la seglent
manera: zero significa que no hi ha hagut canvi, valors positius indiquen upregulacié i valors
negatius indiquen downregulacio.
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(gx[2] > © && gx[2] < 1 && gx[4] > 1 && qgx[4] < 2)
if (LogC) { ex[which(ex <= @)] <- NaN
exprs(gset) <- log2(ex) }

# Preparar les dades per a L'analisi amb Limma

sml <- paste("G", sml, sep="")

fl <- as.factor(sml)

gset$description <- f1

design <- model.matrix(~ description + 0, gset)
colnames(design) <- levels(fl)

fit <- ImFit(gset, design)

cont.matrix <- makeContrasts(G1-GO, levels=design)
fit2 <- contrasts.fit(fit, cont.matrix)

fit2 <- eBayes(fit2, 0.01)

#Tots els GDEs amb amb p <0.05 and [lLogFC| >1
tT <- topTable(fit2, adjust="fdr",
sort.by="1ogFC",number="all",p.value=0.05,1fc=1)

#Deteccio de gens duplicats
d<-duplicated(tT$Gene.symbol)
tt<-cbind(tT,d)

#ELiminacio de files que tenen el mateix gen
tt<-subset(tt, d=="FALSE")

tt<-tt[-2,]

head(tt[,c(3,23,27)])

#it Gene.symbol logFC adj.P.val
## A_24 P302584 SOX11 5.373754 6.996731e-13
## A_23 _P145724 PPP1R17 4.345614 1.551615e-08
## A_24 P193011 CCND1 4.200356 6.996731e-13
## A_23_P130158 WNT3 4.190043 3.966761e-08
## A_23_P167168 JCHAIN -3.773762 9.216951e-06
## A_23 _P77731 CRYM 3.669756 2.602569e-07

#Total GDEs = 1041 gens

#Llista de gens GDEs

head(tt$Gene.symbol)

## [1] "SOX11" "PPP1R17" "CCND1" "WNT3" "JCHAIN" "CRYM"
#Gens upregulats LogFC >1 --> 388 gens

up <- subset(tt,logFC >= 1)

upt <- cbind(up$Gene.symbol,up$logFC,up$adj.P.Val)
colnames(upt) <- c("Gen","logFC","p adjustada")

head(upt)
H## Gen logFC p adjustada
## [1,] "sSoxi1" "5.37375385089744" "6.9967313211196e-13"

6
## [2,] "PPP1R17" "4.34561352447756" "1.55161497912078e-08"
## [3,] "CCND1" "4.20035564713782" "6.9967313211196e-13"
## [4,] "WNT3" "4.19004279726603" "3.96676102270601e-08"
## [5,] "CRYM" "3.66975615173718" "2.60256861825275e-07"
## [6,] "GRIK3" "3.64905259349679" "3.92342895572183e-07"
#Llista de gens upregulats
head(up$Gene.symbol)
## [1] "Soxii“ "PPP1R17" "CCND1" "WNT3" "CRYM" "GRIK3"
#Gens downregulats LogFC <1 --> 653 gens
down <- subset(tt,logFC <= 1)
downt <- cbind(down$Gene.symbol,down$logFC,down$adj.P.Val)
colnames(downt) <- c("Gen","logFC","p adjustada")
head(downt)
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#t Gen logFC p adjustada

## [1,] "JCHAIN" "-3.7737620725641" "9.21695079696311e-06"

## [2,] "AICDA" "-3.55253272064103" "3.2032140528705e-07"

## [3,] "RGS13" "-3.47742103576282" "8.98539916611385e-06"

## [4,] "SPINK5" "-3.44479626510577" "0.00792223793060872"

## [5,] "FAM3GA" "-3.3352935425641" "4.90001538884928e-09"

## [6,] "SPRR1A" "-3.16496028699359" "0.00919989088077679"

#Llista de gens downregulats

head(down$Gene.symbol)

## [1] "JCHAIN" "AICDA" "RGS13" "SPINK5" "FAM30A" "SPRR1A"

#Totes les caracteristiques

tTdef <- subset(tt,
select=c("adj.P.val","P.value","t","B", "logFC", "Gene.symbol", "Gene.title", "Ge
ne.ID","Chromosome.location", "Chromosome.annotation", "UniGene.title","UniGene
.symbol","UniGene.ID","Nucleotide.Title","GI", "GenBank.Accession","Platform_C
LONEID","Platform_ORF","Platform_SPOTID","GO.Function","GO.Process","GO.Compo
nent","GO.Function.ID","GO.Process.ID","GO.Component.ID"))

#Fitxer en format .txt per als simbols de tots els GDEs
write.table(tt$Gene.symbol,file="Gene symbol.txt", row.names=F, sep="\t")

#Total GDEs = 1041

total <-
cbind(tTdef$Gene.symbol,tTdef$Chromosome.location,tTdef$logFC, tTdef$adj.P.Val
)

colnames(total) <- c("Gen","Cromosoma","logFC","p adjustada™)

head(total)

#it Gen Cromosoma logFC p adjustada

## [1,] "soxi1™ "2p25" "5.37375385089744" "6.9967313211196e-13"
## [2,] "PPP1R17" "7p15" "4.,34561352447756" "1.55161497912078e-08"
## [3,] "CCND1" "11q13" "4.,20035564713782" "6.9967313211196e-13"
## [4,] "WNT3" "17g21"  "4.19004279726603" "3.96676102270601e-08"
## [5,] "JCHAIN" "4g21" "-3.7737620725641" "9.21695079696311e-06"
## [6,] "CRYM" "16pl12.2" "3.66975615173718" "2.60256861825275e-07"

sessionInfo()

## R version 3.4.2 (2017-09-28)

## Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

## Running under: Windows 10 x64 (build 17134)

##

## Matrix products: default

##

## locale:

## [1] LC_COLLATE=Spanish_Spain.1252 LC_CTYPE=Spanish_Spain.1252
## [3] LC_MONETARY=Spanish_Spain.1252 LC_NUMERIC=C
## [5] LC_TIME=Spanish_Spain.1252

##

## attached base packages:

## [1] parallel stats graphics grDevices utils datasets methods
## [8] base

##

## other attached packages:

## [1] bindrcpp_0.2.2 genefilter_1.60.0 limma_3.34.9

## [4] GEOquery_2.46.15 Biobase_2.38.0 BiocGenerics_0.24.0
## [7] BiocInstaller_1.28.0

##

## loaded via a namespace (and not attached):

## [1] Rcpp_©0.12.18 compiler_3.4.2 pillar_1.3.0

## [4] bindr_0.1.1 bitops_1.0-6 tools 3.4.2

## [7] bit_1.1-14 digest_0.6.17 lattice ©.20-35
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## [10] memoise 1.1.0 RSQLite_2.1.1 annotate_1.56.2
## [13] evaluate 0.11 tibble 1.4.2 pkgconfig 2.0.2
## [16] rlang 0.2.2 Matrix_1.2-11 DBI_1.0.0

## [19] rstudioapi_0.7 curl 3.2 yaml 2.2.0

## [22] dplyr_0.7.6 stringr_1.3.1 knitr_1.20

## [25] xml2_1.2.0 IRanges_2.12.0 S4Vectors_0.16.0
## [28] hms_0.4.2 grid_3.4.2 bit64 0.9-7

## [31] stats4 3.4.2 rprojroot_1.3-2 tidyselect _0.2.4
## [34] glue_1.3.0 R6_2.2.2 AnnotationDbi_1.40.0
## [37] survival_2.42-6 XML_3.98-1.16 rmarkdown_1.10
## [40] blob_1.1.1 purrr_0.2.5 readr_1.1.1

## [43] tidyr_0.8.1 magrittr_1.5 splines_3.4.2

## [46] backports_1.1.2 htmltools 0.3.6 assertthat_o0.2.0
## [49] xtable_1.8-3 stringi_1.1.7 RCurl_1.95-4.11
## [52] crayon_1.3.4

Figura 17. Codi R per a l'analisi de GDEs de la mostra GSE32018.

La mostra GSE9327 s’ha analitzat seguint el mateix esquema. Veure I'annex 1.

4.2.1. Gens diferencialment expressats (GDES)

D’un total de 40.999 gens avaluats en la mostra GSE32018, s’han obtingut
1.041 GDEs (llista completa en I'annex 2) dels quals 388 gens estan upregulats
(Taula 1) (logFC =1 i p <0.05) i 653 gens estan downregulats (Taula Il) (logFC <

-1ip <0.05).

Taula I. Els 10 gens més upregulats de la mostra GSE32018.

Gen Cromosoma logFC Valor p ajustada

SOX11 2p25 5,37 7.00-10-13
PPP1R17 7p15 4,35 1.55-108
CCND1 11913 4,20 7.00-10-13
WNT3 17921 4,19 3.97-108
CRYM 16p12 3,67 2.60-107
GRIK3 1p34.3 3,65 3.92-107
ANKRD30BP2 21q11 3,34 5.20-107
TUNAR 14q32 2,78 2.27-10%
ESPNL 2q37 2,76 2.89-10°
ROR1 1p31 2,66 2.91-106

Taula Il. Els 10 gens més downregulats de la mostra GSE32018.

Gen Cromosoma logFC Valor p ajustada

JCHAIN 4q21 3,77 9.22-106
AICDA 12p13 -3,55 3.20-107
RGS13 1p31 -3,48 8.99-106
SPINK5 5032 -3,44 7.92-10-3
FAM30A 14932 -3,34 4.90-10°
SPRR1A 1921-022 -3,16 9.20-103
TACSTD2 1p32 -3,06 7.00-10+4
PERP 6024 -3,01 3.85-10+
S100A2 1921 2,99 6.44-10-3
MAL 2q11 -2,97 4.79-108
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D’un total de 6.132 gens avaluats en la mostra GSE9327, s’han obtingut 461
GDEs (llista completa en l'annex 3) dels quals 163 gens estan upregulats
(Taula 111) (logFC 21 i p <0.05) i 298 gens estan downregulats (Taula IV) (logFC
<-1ip<0.05).

Taula lll. Els 10 gens més upregulats de la mostra GSE9327.

Gen Cromosoma logFC Valor p ajustada
HLA-DMB 6p21 3.53 8.55:10
IL24 1932 3.46 8.45:10-12
CHL1 3p26 3.36 3.25-10°
TNFSF4 1925 3.03 5.32:108
TCL1A 14932 2.92 2.65:10-3
LTB 6p21 2.72 2.91:106
AKAP13 15925 2.64 4.86-10-3
OAS2 12924 2.60 2.78:10
ITGA9 3p22 2.56 5.96:107
RASSF2 20p13 2.49 1.33-10-8

Taula IV. Els 10 gens més downregulats de la mostra GSE9327.

Gen Cromosoma logFC Valor p ajustada
MAP2K2 19p13 -3.03 1.35-108
NTN4 12922 2.72 2.94-107
SFR1P 8p11 -2.68 3.22:10-12
AGT 1042 -2.57 741108
RORA 15922 -2.51 5.39-106
SEPP1 3925 -2.50 244108
TSPAN7 Xp11 2.41 6.38:10-10
PDGFRA 4912 -2.38 3.84-106
BLVRB 19913 -2.35 1.57-10-16
MAF 16023 -2.32 1.89-10-10

La Taula V és un resum dels resultats obtinguts per a cada mostra.

Taula V. Resultats de GDEs.

GSE32018 GSE9327 Total
GDEs upregulats 388 163 551
GDEs downregulats | 653 298 951
GDEs | 1.041 461 1.502

En comparar les dues llistes de GDEs, s’identifiquen 65 gens que estan
diferencialment expressats en ambdues mostres. A continuacio, s’especifiquen
els 65 GDEs (Taula VI) amb els quals es continuara I'estudi.

Taula VI. Els 65 GDEs obtinguts per les dues mostres (gens en ordre alfabétic).

Gen logFC logFC

(GSE32018) (GSE9327)
AHR -1,31 -1,12 Downregulat
AKAP13 1,07 2,64 Upregulat
ALDH5A1 1,07 1,13 Discordant
ANK3 -1,91 -1,08 Downregulat
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ANXA1
ANXA4
AREG
AUTS2
BCAR3
BCL2
BIRC3
CCL20
CCL23
CCND1
CEACAM1
CHL1
CTNNAL1
CX3CR1
CXXC5
CYR61
CYTL1
DUSP22
EPS8
FGF7
FIGF
FOXP1
GLDC
GNAS
HLA-DMB
IGF2
IL18RAP
IRF4
ITGA6
ITGB1
KLF4
KLF8
LAPTM4B
LHFP
LHFPL2
LTB

LYz
MAF
MAN1C1
MDK
MMP9
NUCB2
PLCG2
PPFIBP2
PROCR
PXK
RAB31
RORA
S100A9

2,37
-1,19
-1,71
1,46
-1,29
1,18
-1,52
-1,92
-1,09
4,20
1,42
1,53
1,17
-1,70
1,63
1,20
-1,29
1,27
-1,26
-1,35
-1,05
1,02
-1,28
1,18
1,34
1,69
-1,59
1,15
-1,54
-1,16
-1,05
1,18
-1,16
-1,17
1,16
-1,52
-1,73
-2,30
-1,48
1,01
-1,00
-1,27
1,37
1,37
-1,13
1,17
-1,53
-1,38
2,63
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-1,49
-1,35
-1,92
1,09
-1,29
1,14
1,07
-1,20
-1,05
2,18
1,15
3,36
-1,95
-1,44
1,29
-1,25
-1,67
1,52
-2,24
-1,35
1,28
1,05
-1,32
-1,09
3,93
2,17
-1,03
1,28
2,31
-1,54
-1,96
1,30
-1,43
-1,61
2,29
2,72
-1,33
-2,32
-1,35
-1,14
2,25
-1,22
117
1,05
-1,19
1,04
-1,97
-2,51
-1,47

Downregulat
Downregulat
Downregulat
Upregulat
Downregulat
Upregulat
Discordant
Downregulat
Downregulat
Upregulat
Upregulat
Upregulat
Downregulat
Downregulat
Upregulat
Discordant
Downregulat
Upregulat
Downregulat
Downregulat
Discordant
Upregulat
Downregulat
Discordant
Upregulat
Discordant
Downregulat
Upregulat
Downregulat
Downregulat
Downregulat
Upregulat
Downregulat
Downregulat
Upregulat
Discordant
Downregulat
Downregulat
Downregulat
Discordant
Discordant
Downregulat
Upregulat
Upregulat
Downregulat
Upregulat
Downregulat
Downregulat
Downregulat



SEC11C -1,33 -1,42 Downregulat

SH2D1A -1,44 -1,19 Downregulat
SMARCB1 1,05 1,06 Upregulat
SPP1 -1,96 -1,94 Downregulat
ST14 1,46 2,06 Upregulat
STMN1 1,25 1,44 Upregulat
TCL1A -1,30 2,92 Discordancia
THBD -1,13 -1,19 Downregulat
TNFSF4 1,63 3,03 Upregulat
TRAF4 1,49 1,32 Upregulat
TUBB 1,06 1,03 Upregulat
XBP1 -2,08 -1,03 Downregulat

A Tlapartat 2.1., s’ha parlat extensament de la importancia de SOX11 en la
fisiopatologia del LCM. Tanmateix, crida I'atencié que no es trobi en la llista de
65 GDEs. Revisant la mostra GSE9327, SOX11 no esta inclos en el microarray
de manera que no es va analitzar.

4.3. Analisi d’enriqguiment genic amb DAVID

L’eina bioinformatica DAVID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery, Figura 18)%°7 permet a I'usuari organitzar les llistes de
gens en forma de moduls biologics.

What DAVID? Stop 1. Submit yo
safll p—— = An example
. m
o g T " 4
il i
— 3 ool
Statistics of DAVID
hed biological themes, pariculaly GO A ‘
hed functional-sela
b conoL -
L Ceacan -
- cid Gl ;
" o th aFil
II e e N ...
. --lll
3 OFFICLAL_GENE_SYMBOL ¥
HHHHHHHHHH

Figura 18. Pagina web d’inici de DAVID. Figura 19. Analisi d’enriquiment genic amb
DAVID.

En el web de DAVID (https://david.ncifcrf.gov/), s’ha introduit la llista de 65
GDEs i s’ha procedit a I'analisi d’enriquiment génic (Figura 19). A continuacio,
s’han estudiat els gene ontology (GO) de procés biologic (BP), component
cel-lular (CC) i funcié molecular (MF).

Els termes GO (Figura 20 per a BP, Figura 21 per a CC i Figura 22 per a MF)
meés destacats son “Transduccié de senyals” (GO:0007165 per a BP), “Espai

28


https://david.ncifcrf.gov/

extracel-lular” (GO:0005615 per a CC)
(G0O:0004871 per a MF).

“Activitat de transduccié de senyals”

77 chart records B Download File

[ swist | Cateory d __________________fem _________________ GRT| Gews |Comt % PVawed Genjamini

GOTERM_BP_DIRECT signal transduction RT e 18 28,1 2,9E-7 2,6E-4
GOTERM_BP_DIRECT leukocyte migration RT wm 3 %4 68E5 3,0E-2
GOTERM_BP_DIRECT cell-cell signaling RT mmm 7 10,9 2,6E-4 7 4E-2
GOTERM_BEP_DIRECT inflammatory response RT mmmm 8 12,5 3,564 7,5E-2
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of transcription from RMA polymerase 11 promoter RT i 12 18,8 54E-4 9,1E-2
GOTERM_BP_DIRECT actin cytoskeleton recrganization RT mm 4 6,2 6,0E-4 8,5E-2
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of protein phospherylation RT mm El 7.8 1,0E-3 1,2E-1
GOTERM_BP_DIRECT regulation of inflammatory response RT mm 4 6,2 1,4E-3 1,4E-1
GOTERM_BP_DIRECT response to X-ray RT 3 47 2,7E-3 2,3E-1
GOTERM_BP_DIRECT ossification RT == 4 6,2 2,BE-3 2,2E-1
GOTERM_BP_DIRECT immune response RT mmm 7 10,9 3,56-3  2,56-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of GTPase activity RT mmm 8 12,5 3,5E-3 2,3E-1
GOTERM_BP_DIRECT cardiac muscle cell differentiation RT = 3 47 40E-3 24E-1
GOTERM_BP_DIRECT response to drug RT = (1 94 42E-3 24E-1
GOTERM_BP_DIRECT negative regulation of apoptotic process BT == 7 10,9 5,1E-3  2,6E-1
GOTERM_BP_DIRECT cell adhesion RT mmm 7 10,9 5,363  2,6E-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of cell proliferation RT s 7 10,9 5,BE-3 2,6E-1
GOTERM_BP_DIRECT cellular response to lipopolysaccharide RT mm 4 62 7,3E-3 3,0E-1
GOTERM_BP_DIRECT chemotaxis RT == 4 62 9.0E-3 3,5E-1
GOTERM_BP_DIRECT monocyte chemotaxis RT - 3 4.7 9,5E-3 3,5E-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of cell division RT = 3 4.7 1,2E-2 4,0E-1
GOTERM_BP_DIRECT negative regulation of interleukin-8 secretion RT = 2 3,1 1,4E-2 4,3E-1
GOTERM_BP_DIRECT cellular response to hydrogen peroxide RT = 3 47 1,7E-2  4,9E-1
GOTERM_BP_DIRECT negative regulation of coagulation RT = 2 3,1 1,7E-2 4,8E-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of T cell proliferation RT = 3 47 1,9E-2 4,9E-1
GOTERM_BP_DIRECT positive regulation of signal transduction RT = 3 4.7 1,9E-2 4,9E-1

Figura 20. Termes GO per a procés biologic (BP) enriquits.

13 chart records

H Download File

__-“@“@

GOTERM_CC_DIRECT extracellular space RT 25,0 4,1E-5 6,3E-3
GOTERM_CC_DIRECT cell surface BT 10 156  9,6E-5 7,4E-3
GOTERM_CC_DIRECT extracellular region RT 14 21,9 3,0E-3 1,461
GOTERM_CC_DIRECT basal plasma membrane RT m 3 a7 4,8E-3 1,7E-1
GOTERM_CC_DIRECT extracellular exosome RT e 19 29,7 5,6E-3 1,6E-1
GOTERM_CC_DIRECT |ateral plasma membrane RT m 3 4.7 1,4E-2 3,1E-1
GOTERM_CC_DIRECT plasma membrane RT e 23 35,9 1,8E-2 3,2E-1
GOTERM_CC_DIRECT pennudear region of cytoplasm RT 7 10,9 2,0E-2 3.2E-1
GOTERM_CC_DIRECT sarcolemma RT = 3 4,7 3,56-2 4,6E-1
GOTERM_CC_DIRECT intracellular RT 10 156  3,9E-2 4,6E-1
GOTERM_CC_DIRECT protein complex RT mm 5 7,8 5,4E-2 5,4E-1
GOTERM_CC_DIRECT bicellular tight junction RT = 3 4,7 5,8E-2 5,4E-1
GOTERM_CC_DIRECT integrin complex RT = 2 3.1 8,9E-2 6,7E-1

Figura 21. Termes GO per a component cel-lular (CC) enriquits.

A més a més, I'analisi de les vies de senyalitzacio KEGG (Figura 23, Taula VII)
mostra 13 vies enriquides, de les quals destaquen “Vies en cancer” (Figura 24),
“Via de senyalitzacio PI3K-Akt” i “Cancer de pulmo de cél-lula petita”.

Es rellevant destacar que la via de “Cancer de pulmé de cél-lula petita” conté 6
gens que es troben inclosos dins de “Vies en cancer”. D’altra banda, “Vies en
cancer” i “Via de senyalitzacio de PI3K-Akt” comparteixen els seglents 5 gens:
BCL2, CCND1, FGF7,ITGA6 i ITGBL1.
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20 chart records K Download File

m__m“mm

GOTERM_MF_DIRECT gignal transducer activity RT mm 6 8.4E-4 1,5E-1
GOTERM_MF_DIRECT transcription factor binding RT mmm 6 9,4 3,6E-3 3,0E-1
GOTERM_MF_DIRECT tumer necresis factor receptor binding RT 3 4,7 4,9E-3 2,7E-1
GOTERM_MF_DIRECT protease binding RT mm 4 6,2 5,8E-3 2,5E-1
GOTERM_MF_DIRECT sequence-specific DNA binding RT s 7 10,9 1,1E-2 3,5E-1
GOTERM_MF_DIRECT SH3/SH2 adaptor activity RT = 3 47 1,762  44E-1
GOTERM_MF_DIRECT C-X3-C chemokine binding RT m 2 31 1,8E-2  4,0B-1
GOTERM_MF_DIRECT heparin binding RI = 1 6,2 2,0E-2 3,9E-1
GOTERM_MF_DIRECT growth factor activity RT m=m 4 62 212  3,7E-1
GOTERM_MF_DIRECT protein binding R —— 41 64,1 2,2E-2 3,6E-1
GOTERM_MF_DIRECT cytokine activity RT mm 4 62 2,662  3,7E-1
GOTERM_MF_DIRECT phospholipase inhibitor activity ET = 2 31  3,9E-2 4,861
GOTERM_MF_DIRECT receptor activity RT 1 6,2 4,4E-2 4,9E-1
GOTERM_MF_DIRECT insulin-like growth factor receptor binding RT m 2 31 532 53E-1
GOTERM_MF_DIRECT integrin binding RT = 3 4,7 5,5E-2 5,2E-1
GOTERM_MF_DIRECT actin binding RT mm 4 62 7,9E-2  64E-1
GOTERM_MF_DIRECT cadherin binding RT = 2 31 8,0E-2 6261
GOTERM_MF_DIRECT ubiquitin protein ligase binding RT == 4 6,2 8,5E-2 6,2E-1
GOTERM_MF_DIRECT laminin binding RT = 2 31 87E-2  61E-1
GOTERM_MF_DIRECT extracellular matrix binding RT = 2 3,1 9,0E-2 6,0E-1

Figura 22. Termes GO per a funcié molecular (MF) enriquits amb DAVID.

12 chart records Ei_Download File

m_—-mm@
KEGG_PATHWAY Small cell lung_cancer 8,2E-5 1,1E-2
KEGG_PATHWAY Pathways in cancer RT 10 15,6 1,8E-4 1,2E-2
KEGG_PATHWAY Toxoplasmosis RT == 5 7.8 2,7E-3 1,2E-1
KEGG_PATHWAY Proteoglycans in cancer RT mm 6 9.4 4,0E-3 1,3E-1
KEGG_PATHWAY Focal adhesion RT mm & 9,4 4,6E-3 1,2E-1
KEGG_PATHWAY Inflammatory bowel disease (IBD) RT == 4 6,2 4,8E-3 1,1E-1
KEGG_PATHWAY Cytokine-cytokine receptor interaction RT = -] 9.4 S,1E-3 1,7E-1
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signaling_pathway RT — 7 10,9 9,5E-3 1,5E-1
KEGG_PATHWAY NF-kappa B signaling_pathway RT = 4 6,2 1,1E-2 1,6E-1
KEGG_PATHWAY MicroRMAs in cancer RT — 6 9.4 1,8E-2 2,2E-1
KEGG_PATHWAY Dilated cardiomyopathy RT = 3 4,7 7,5E-2 5,3E-1
KEGG_PATHWAY ECM-receptor interaction RT = 3 4,7 7,9E-2 6,2E-1
KEGG_PATHWAY Rheumatoid arthritis RT = 3 4,7 8,1E-2 6,0E-1

Figura 23. Vies KEGG enriquides amb DAVID.

Taula VII. Vies KEGG enriquides i els gens gue hi participen.

Via KEGG Nombre Gens

Vies en cancer 10 BCL2, GNAS, TRAF4, BIRC3, CCND1, FGF7,
ITGAG6, ITGB1, MMP9, PLCG2

BCL2, TCL1A, CCND1, FGF7, ITGAG6, ITGB1,
SPP1

BCL2, TRAF4, BIRC3, CCND1, ITGAS6, ITGB1
ANK3, CCND1, IGF2, ITGB1, MMP9, PLCG2
Adhesi focal BCL2, BIRC3, CCND1, ITGA6, ITGB1, SPP1
Interaccié citoquina-receptor de CCL20, CCL23, CX3CR1, IL18RAP, LTB,
citoquina TNFSF4

MicroARNSs en cancer BCL2, CCND1, MMP9, PLCG2, STMN1, ST14
Toxoplasmosi BCL2, BIRC3, ITGA6, ITGB1, HLA-DMB
Malaltia intestinal inflamatoria MAF, RORA, IL18RAP, HLA-DMB

Via de senyalitzacié NF-kB BCL2, BIRC3, LTB, PLCG2

Cardiomiopatia dilatada GNAS, ITGA6, ITGB1

Interaccié ECM-receptor ITGA6, ITGB1, SPP1

Artritis reumatoide CCL20, LTB, HLA-DMB

~

Via de senyalitzacié PI3K-Akt

Cancer de pulmo de cél-lula petita
Proteoglicans en cancer
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Figura 24. Vies en cancer®s. Els GDEs involucrats en aguesta via estan marcats en vermell.

4.4 Xarxa d’interaccions entre proteines amb STRING

L’eina bioinformatica STRING® és un recurs web (https:/string-db.org/) que
representa graficament les interaccions entre proteines (IPP) ja siguin
conegudes o predites. En introduir els 65 GDEs, s’'obté una xarxa amb 70
nodes, 77 “edges” amb un valor p d’enriquiment de la IPP de 1,38-107. Aquest
valor indica que la xarxa té més interaccions de les 40 esperades (Figura 25).

Metwork Stats

number of nodes: 70 expected number of edges: 40
number of edges: 77 PPl enrichment p-value: 1.38e-07
average node degree: 2.2
avg. local clustering coefficient: 0.401

Figura 25. Estadistica de la xarxa creada per STRING a partir dels 65 GDEs.

De forma visual, s’obté una xarxa de proteines (Figura 26) en les quals les
proteines de color son les introduides amb la llista de 65 GDEs mentre que les
proteines blanques son aquelles incloses per I'eina informatica ja que tenen
alta associacio amb la llista de gens inicials. Les linies d’'unié entre proteines
mostren I'associacié entre elles, tenint en compte que a més gruix de la linia,
major s’estima I'associacio.
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Figura 26. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels 65 GDEs
introduits (llegenda a la part inferior de la xarxa).

Per a simplificar la xarxa d’interaccié proteica, es retiren les proteines que no
tenen cap associaci6 (Figura 27).
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Figura 27. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels 65 GDEs
introduits on es retiren les proteines sense interaccions conegudes o predites (veure llegenda
en Figura 26).

En aquesta xarxa hi ha un nucli important centrat en CCND1 i en BCL2 els
quals tenen notable interaccié amb les proteines de la familia SMARC i CDK.
Destaca, pero, la MMP9 ja que fa de nexe d’unié entre CCND1/BCL2, el grup
de receptors i lligands de citoquines (CCL23, CX3CR1, CCL20) i el grup de
factors de creixement i integrines (IGF2, FIGF, ITGAG, ITGB6).

Finalment, I'aplicacié web permet mostrar les caracteristiques funcionals de les
interaccions proteiques (Figura 28). A nivell funcional, es poden observar les
multiples interaccions entre CCND1 i CDK4 i CDK6. Tenint en compte la
importancia vital que la proteina CCND1 juga en el LCM, aquest nucli de tres
proteines (CCND1, CDK4 i CDK6) esdevé una petita xarxa interessant
d’explorar en profunditat per les possibles implicacions terapeutiques.
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Figura 28. Xarxa d’interaccions entre proteines creada per STRING a partir dels 65 GDEs
introduits que mostra les relacions funcionals (llegenda a la part inferior de la xarxa).
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Una altra eina que aporta STRING és l'analisi d’enriquiment funcional de la
xarxa proteica i de les vies KEGG (procediment realitzat amb els GDEs amb
'eina DAVID, veure apartat 4.3.). Amb STRING, els termes GO (Figura 29) més
destacats sén “Migracié de leucocits” (GO:0050900) per a BP, “Unié de
proteines” (GO:0005515) per a MF i “Espai extracel-lular’ (GO:0005615) per a
CC.

Functional enrichments in your network Note: some enrichments may be expected here (why?)

Biological Process (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0050900 leukocyte migration 11 1.88e-06
GC:0009811 response to wounding 16 2.52e-06
G0:0033993 response to lipid 16 2.52e-06
G0O:1901700 response to oxygen-containing compound 20 2.52e-06
GO:0007165 signal transduction 35 5.762-06

(mare ...}

Molecular Function (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
G0:0005515 protein binding 36 4.58e-06
G0:0005102 receptor binding 17 3.29e-05
G0:0008134 transcription factor binding 8 0.0412

Cellular Component (GO)

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
GC0:0005615 extracellular space 17 0.0002
GO:0044427 extracellular region part 27 0.00202
G0:0005576 extracellular region 27 0.0343

Figura 29. Analisi d’enriquiment génic realitzada per STRING.

En comparar els resultats de STRING amb els obtinguts amb DAVID (Taula
VIII), les diferéncies se centren en el GO BP i en el GO MF.

Taula VIII. Diferéncies en I'analisi d’enriqguiment génic entre DAVID i STRING.

DAVID STRING
Transduccié de senyals Migracio de leucdcits
BP (GO0007165) (G0:0050900)
Gens 18 (p =2,6:104) Gens 11 (p = 1,88:10-%)
Activitat de transduccio de senyals Unié de proteines
MF (GO:0004871) (GO:0005515)
Gens 6 (p=0.15) Gens 36 (p = 4,58-10%)
Espai extracel-lular Espai extracel-lular
cC (GO:0005615) (GO:0005615)
Gens 16 (p = 6,3:103) Gens 17 (p = 2-104)

Tanmateix, en DAVID la “Migracio de leucocits” és un dels termes GO BP més
significatius amb 6 gens (p = 0,03, Figura 20) i la “Unié de proteines” és un
terme GO MF amb 41 gens inclosos (p = 0,36, Figura 22). D’altra banda, en
STRING la “Transduccio de senyals” és un terme GO BP que inclou 35 gens (p
= 5,76-10°, Figura 29) i, en canvi, I'"Activitat de transduccié de senyals” no
apareix com a item.
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Aquest exemple de discrepancies en I'analisi d’enriqguiment d’una llista de gens
o de proteines ocorre quan s’empra més d’una eina bioinformatica. El motiu pel
qual es produeixen aquestes diferéncies és perque l'algoritme d’analisi depéen
de les bases de dades contingudes en cada eina a partir de les quals s’avaluin
els gens o les proteines.

Quant a I'analisi de les vies KEGG amb STRING (Figura 30), s’obtenen un total
de 10 vies enriquides de les quals destaquen (per nombre de gens i false
discovery rate) “Vies en cancer”, “Via de senyalitzacio PI3K-Akt”, “Cancer de
pulmé de cel-lula petita” (les mateixes que s’han obtingut amb I'eina DAVID) i
“Adhesié focal” (Taula IX). Novament aqui cal remarcar que totes les proteines
involucrades en la via de “Cancer de pulmé6 de cél-lula petita” es troben
incloses en la de “Vies en cancer”

KEGG Pathways

pathway ID pathway description count in gene set false discovery rate
05200 Pathways in cancer 10 1.83e-05
05222 Small cell lung cancer B 3.91e-05
04510 Focal adhesion 7 0.000338
05206 MicroRMAs in cancer 6 0.000443
04151 PI3K-Akt signaling pathway 8 0.000625
04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 7 0.000878
05205 Proteoglycans in cancer 6 0.00274
04064 MF-kappa B signaling pathway 4 0.00636
05145 Toxoplasmosis 4 0.0142
05321 Inflammatory bowel disease (IBD) 3 0.0291
(less ...)

Figura 30. Vies KEGG enriquides obtingudes per STRING.

Taula IX. Comparacié de les vies KEGG enriquides amb DAVID i STRING i els gens que hi
participen.

Via KEGG Plataforma Nombre Gens
BCL2, GNAS, TRAF4, BIRC3, CCND1,

ot o cincer DAVID 10 FGE7 ITGAG, ITGB1, MMPY, PLCG2
STRING . BCL2 TRAF4 BIRC3 CCND1, FGFY,
ITGAS, ITGB1, MMP9, PLCG2, FIGF
AVID . BCL2, TCL1A, CCND1, FGFT, ITGAG,
Cancer de pumé de ITGB1, SPP1
céllula petita STRING 6 BCL2, TRAF4, BIRC3, CCND1, ITGAS,
ITGB1
BCL2, TRAF4, BIRC3, CCND1, ITGAG,
Via de senyalitzacio DAVID 6 ITGB1
PI3K/Akt BCL2, TCL1A, CCND1, FGF7, ITGAS,
STRING 8 |16BY, FIGF. SPP1
DAV 5 ggﬁ, BIRC3, CCND1, ITGA6, ITGBY,
Adhesi6 focal
esiofoca STRING . BCL2 BIRC3, CCND1, ITGAS, ITGBY,
FIGF, SPP1
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Una altra funcionalitat de STRING és que, en seleccionar les vies KEGG
enriquides, es ressalten en color aquelles proteines que estan involucrades en
la via enriquida. Per exemple, les proteines involucrades en les 4 vies KEGG
més destacades son les que es mostren a la Figura 31. Destaca la petita xarxa
formada per les proteines CCND1, BCL2, CDK6 i CDK4 les quals participen en
multiples vies i, per tant, reben nombrosos estimuls reguladors.

Finalment, com a dltima puntualitzacio caldria destacar que en l'analisi de les
vies KEGG, tant amb DAVID com amb STRING, apareixen consistentment vies
relacionades amb l'adhesié i la migracio cel-lular. Aixd explica perqué en
'analisi d’enriquiment génic apareixen termes GO relacionats amb ['espai
extracel-lular, especialment el d’adhesi6 i el de la migracié cel-lular, en els
quals participa MMP9.

ANXA4

4

ANXA1

et

\’\,\cazo

CX3CR1
o —\0Nas
. ccLe2s &

N

CEACAM1

PROCR
THBD £ )

f\ - Ry
\ -

/_:\SMOAQ

—/

Lyz

©

KLFa
SMARCBI)

P ’VALDHSAl LY |

\/
Figura 31. Xarxa creada per STRING on es ressalten les proteines involucrades en les quatre
vies KEGG més rellevants. Llegenda: “Vies de senyalitzacié en cancer” en roig, “Cancer de

pulmé de ceél-lula petita” en blau, “Via de senyalitzacié de PI3K-Akt” en verd i “Adhesio focal” en
groc.
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4.5. Descobriment de les proteines meés rellevants amb
cytoHubba

L’aplicacié cytoHubba® té com a objectiu predir les proteines més essencials
en una xarxa IPP i s’integra dins del programa bioinformatic d’accés obert
Cytoscape el qual permet visualitzar xarxes d’interaccié molecular i de vies
biologiques i, també, facilita la integracio d’altres dades com per exemple les
annotacions i els perfils d’expressio génical®.

La xarxa IPP creada amb STRING es pot importar com a fitxer per a llegir-se
en la plataforma Cytoscape (Figura 32).
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Figura 32. Xarxa IPP importada des de STRING a la plataforma Cytoscape.

Un cop la xarxa esta carregada, l'aplicacié de cytoHubba calcula les 10
proteines més destacades per criteri de MCC o Maximal Clique Centrality,
metode que té millor resultats a I'hora de predir proteines essencials®.
Aquestes proteines son (per ordre descendent): CCND1, MMP9, BCL2, IGF2,
FGF7, SMARCA4, CDK4, CDK®6, ITGB1 i SPP1 (Figura 33).

Quan s’ordenen aquestes 10 proteines en una representacio jerarquica (Figura
34) es corrobora que la CCND1 és fonamental en el LCM ja que 8 de 9
proteines queden sota el seu control directament o indirectament.

4.6. Estudi de clusters per MCODE

L’aplicaci6 MCODE, també integrada dins de Cytoscape, ajuda a trobar clusters
(regions altament interconnectades) dins d’'una xarxa'®l. En avaluar la xarxa
importada des de STRING, s’obtenen dos clUsters rellevants.

El primer (Figures 35 i 36) esta format per les proteines MMP9, BCL2, IGF2 i
FGF7; mentre que el segon (Figures 37 i 38) inclou ITGA6, SPP1, MDK,
ITGB1, FIGF, CCND1, SMARCB1, CDK®6 i CDK4,

38



Select Layout Apps Tools Help

— =ERA Y QQQQ
= e
o] sraTsaa e ~veie=
gt
=
o
i

Fie £t

wmp® B

e seareh

b recen
@10
ez
—
O b e s

] Check the st stage nodes
] Dy the shortest path
[ Dilay the expanded subnetwork

O pr————

e EHEs -

.

ot Fanel

o @+ @ ™z

ox

& wwadrane e
coo1 cao:
rar rarr
cons s
02 12
hade Toble B Tk Matvork Tabde Unmssgrad Tabes

& = o

teractors. sy MEC.

@ vemry

Figura 33. Xarxa de les 10 proteines més destacades escollides per cytoHubba

e Layout Apps Tools Help

> Bl L QQQ@ 2 me® G == )
comapn - ox - -~ ax
[ ——— cretie et st o somg .. 1|
J S — a
v a R rTe——— @
Epp—— maat
[ ——
@ [ siring_nseractons.bav MCC kg0
e e ® REE &
Tt < o=
o @+ @ =@
o e |
<ont <0 A
o w7
= e
1682 ) L
[ ——
& [=o e @ v

Figura 34. Rebresentacié jerarquica de les 10 proteines escollides per cytoHubba.

39



—~ =R L QAQQQ = — &
= =eno — S

Metwork Style Select Arrotabon cyithibs  AMCODE

= bt st
[
™ o
e
ez
s
Feer
@O 3 Custer 1 e 2 mEE G | oz e | [ Bemt DRt
ox
oocesre | rama
e
. ?
ot o
Aeulyze Curvant Network. MNode Toble Edge Table Metwork Teble  Unassgred Tabies
- = @ Memory

=] Err— 2 wE# & | oottt | | Bt i

clpae Curvent Netmork
& = @ vemory

Figura 36. Primer cluster destacat en groc dins de la xarxa completa

En integrar tota la informacié obtinguda fins ara, destaquen 5 proteines en la
xarxa obtinguda de la llista inicial de 65 GDEs que son CCND1, BCL2, CDK4,
CDK®6 i MMP9 ja que totes elles estan implicades en mdltiples vies rellevants
per a la fisiopatologia del LCM (els respectius gens estan diferencialment
expressats i enriquits en els termes GO i en les vies KEGG) i es troben
altament interconnectades amb la resta d’actors de la xarxa.
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Figura 38. Segon clister destacat en groc dins de la xarxa completa.

4.7. Estudi de les proteines claus identificades

La sobreexpressio de CCND1 es considera 'esdeveniment oncogenic primari a
la limfomagenesi del LCM (veure apartat 2.1.). Tot i que en teoria seria una
proteina candidata ideal per a una terapia dirigida, la literatura publicada fins a
I'actualitat mostra que la downregulacioé de la ciclina D1 provoca una disminucié
moderada de la proliferacio sense impacte en la supervivéncia cel-lular perque
les cél-lules tumorals upregulen de forma compensatoria CCND2103104  En
altres treballs, el métode d’ARN d’interferencia per a inhibir CCND1 s’ha emprat
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com a estrategia per a sensibilitzar, in vitro, les cel-lules als quimioterapics®®
pero mai com a tractament en monoterapia.

El BCL2 és una proteina fonamental en la fisiopatologia del LCM com queda
ampliament demostrat en aquest treball. El seu cas és I'exemple d’una terapia
dirigida exitosa i revolucionaria de la qual encara s’esta aprenent gracies als
assaigs clinics i a la practica clinica habitual.

La familia de les CDK inclou 26 gens de quinases que participen en la regulacio
del cicle cel-lular (veure apartat 2.1). El gen CDK4 es localitza en el cromosoma
12914.1, té una mida de 4.795pb i esta format per 8 exons que codifiquen per
una proteina de 303 aminoacids?®. El gen CDK®6 es localitza en el cromosoma
7021.2, té una mida de 228.997pb i esta format per 8 exons que codifiquen per
una proteina de 326 aminoacids?.

Els inhibidors de CDK4/6 aturen la progressio de la fase G1 a la fase S del cicle
cel-lular. Actualment, hi ha quatre farmacs disponibles que sén el palbociclib, el
ribociclib, I'abemaciblib i el trilaciclib i la seva area de recerca clinica més
notable és en el cancer de mama i el cancer de pulmé'°, Tot i que el seu Us
s’ha centrat majoritariament en cancer d’organ solid, I'inhibidor palbociclib (o
PD0332991) en monoterapia ha demostrat efectivitat en pacients amb LCM
refractari/recaigut©6.107,

gCDKI ; 16 Trilaciclib Abemaciclib

in Cell Cycle COK2
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M = Gl NF-k8
ER/PR/AR
FOXM1 SIAls
MAPKs
qt"l’\ o1 wint/B-catenin
PI3K/AKT/mTOR
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lecIin Al FOXMI pPp Foinel]
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Senescence evasion and
pro-oncogenic signaling
S phase and G2/M gene (—. p Rb
sets transcription l FOXM!

) 0.0°0°0. ) 00,070

Figura 39. Esquema de la fisiologia de les proteines CDK i dels inhibidors contra CDK4/6
disponibles1®,

En tant que la monoterapia té respostes curtes, un estudi multicéntric fase Il
esta explorant I'efectivitat de la combinacié de librutinib i el palbociclib en
pacients amb LCM refractari/recaigut (NCT03478514). Una altra combinacié
recent de la qual s’han publicat resultats és la de palbociclib i vorinostat (un
inhibidor de les deacetilases de les histones) en linies cel-lulars resistents a
terapies (CHOP i bortezomib)18,

El gen MMP9, pertanyent a la familia de les metal-loproteases, es localitza en
el cromosoma 20q13.12, té una mida de 7.654pb i esta format per 13 exons
que codifiqguen per una proteina de 707 aminoacids?®. La seva principal funcié
és trencar els components que conformen la matriu extracel-lular i €s un actor
destacat en el procés de metastasi. A més, MMP9 activa factors de creixement
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i citoquines i altera I'expressio proteica de la superficie cel-lular en cél-lules
limfoides i mieloides!®. Fisiologicament, té una alta expressio d’ARN i proteica
en medul-la ossia i actors del sistema immunologic®? (Figura 40).
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Figura 40. Resum de I’'expressié d’ARN i proteica de la MMP9 en els teixits humans.

Quant a l'analisi realitzat en aquest treball sobre el paper de MMP9, cal
destacar que en la mostra GSE32018 el gen esta downregulat (logFC -1.00, p
= 0,028) mentre que en la GSE9327 es troba upregulat (logFC 2,25, p = 0,017).
Per tal d’entendre aquesta discrepancia s’ha consultat 'apartat de patologia del
The Human Protein Atlas'®? on s’ha pogut comprovar que menys del 20% dels
limfomes presenten sobreexpressio de la proteina (Figura 41). Encara que no
s’especifiquin els subtipus de limfoma i, tenint en compte I’heterogeneitat
biologica del LCM, es pot hipotetitzar que la MMP9 podria estar
sobreexpressada només en alguns subtipus.

Andecaliximab (o GS5745), un inhibidor de MMP9, té un mecanisme d’accio
que consisteix en evitar I'activacio de la proteina mitjancant la unioé del farmac
amb la forma inactiva de MMP9 i evitar, aixi, I'activacio de MMP91° (Figura 42).
L’avaluacié de I'efectivitat del farmac s’ha realitzat en cancers d’organ solid i
també s’ha explorat en malalties autoimmunes. En la bibliografia apareix un
anic article dedicat al LCM en el qual els autors han desenvolupat un peptid
inhibidor de MMP9 perd no I'han avaluat in vitro ni in vivo!!!, Revisada la
literatura disponible, no s’ha avaluat la inhibici6 de MMP9 en malalties
hematologiques.
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Figura 41. Expressio de la proteina MMP9 en diferents neoplasies®?,

Pro MMP-9
(Zymogen)

Andecaliximab

Other Proinflammatory Cytokimes

Tumor Cells
Activated MMP-9

\ 4

‘ E-Cadherin

T N Cadherin

Degradation of extracellular matrix Vimentin

AND
Component of tight juntions

Fibronectin
Epithelial to Mesenchymal
Transformation

Tumor Invasion
 —— AND et

Metastasis

Metastasis

Figura 42. Esquema de l’activacio i de les funcions en les quals participa MMP9110,
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5. Conclusions

En una época on cada vegada més s’aboga per la medicina personalitzada i el
tractament segons el risc biologic, el gran impediment per a posar en practica
aguestes estrategies recau en entendre la fisiopatologia, I'heterogeneitat i
I'evolucio clonal de la malaltia en questio.

Avui en dia, el LCM continua essent una malaltia incurable encara que els
esquemes terapeutics desenvolupats durant els Ultims anys han millorat
notablement les taxes de supervivéncia. L’'emergéncia de farmacs dirigits
contra dianes moleculars claus en la fisiopatologia del LCM ha promogut la
recerca i la millora del coneixement i, també, ha facilitat el rescat terapéutic de
pacients sense resposta als tractaments convencionals. La necessitat de
continuar obtenint noves dianes terapeutiques per al LCM ha impulsat aguest
treball.

Emprant de forma agregada les mostres dipositades en bases de dades
publiques, s’aconsegueix reunir un major nombre de pacients i de controls per
a analitzar l'expressié genica de cada tumor de LCM amb la finalitat
d’aconseguir una llista de gens compartits entre tots ells. Les eines
bioinformatiques ajuden a entendre la complexitat de la limfomagenesi pero
també a detectar els punts claus que la dirigeixen.

L’objectiu d’aquest treball s’ha centrat en detectar noves dianes moleculars en
el LCM a partir de les quals proposar una acci6 terapeutica farmacologica per
tal d’'alterar la limfomagénesi. De l'analisi de més de 45.000 gens, s’ha
aconseguit demostrar la importancia de 5 gens (i de les seves proteines
corresponents): CCND1, BCL2, CDK4, CDK6 i MMP9.

Un d’ells, el BCL2, és el millor exemple d’'una terapia dirigida amb els resultats
obtinguts per venetoclax; un altre, la CCND1, té una llarga llista d’intents de
disseny terapéutic perd amb mals resultats in vitro; dos d’ells, la CDK4 i la
CDK®6, tenen un farmac inhibidor que tot just s’esta emprant en la practica
clinica del LCM; i, finalment, la MMP9 emergeix com a diana molecular sobre la
qual convindria valorar I'iis en el LCM dins d’assaig clinic, especialment perquée
existeix un inhibidor en el mercat.

En la realitzacié d’aquest treball s’ha volgut remarcar la complexitat i els
importants avencos assolits en el camp del LCM de les ultimes décades gracies
a investigadors i clinics d’arreu del mén que publiquen incansablement les
seves troballes i els seus experiments. També, pero, es pretén donar visibilitat
a totes aquelles persones dedicades a la creacié i al manteniment d’eines
bioinformatiques d’accés obert i integradores del coneixement disponible en
I'actualitat per tal de facilitar 'estudi de les malalties. Per aquest motiu, el treball
esta organitzat en dos blocs diferencials: el bibliografic (apartats 2 i 3) i el
bioinformatic i bioestadistic (apartat 4).

La millora de les tecniques de sequenciaci0 massiva i la rapidament
progressiva acumulacié de dades biologiques han conduit a I'era del big data
on el problema ja no radica en obtenir les dades sind en analitzar-les per a
ésser capacos d’identificar i de sintetitzar la informacio rellevant.
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6. Glossari

LNH: limfoma no Hodgkin

LCM: limfoma de cel-lules del mantell

cLCM: limfoma de cél-lules del mantell classic
NNL: no nodal leucémic

LDH: lactat deshidrogenasa

LLC: leucemia limfocitica cronica

LF: limfoma fol-licular

LDCGB: limfoma difus de cél-lules grans B
LMALT: limfoma MALT

LZME: limfoma de la zona marginal esplénic
TRG: taxa de resposta global

SG: supervivencia global

SLP: supervivéencia lliure de progressio

DR: durada de resposta

RC: remissié completa

FDA: Food and Drug Administration

EMA: European Medicines Agency

CCND1: ciclina D1

BCL2: limfoma de céel-lula B 2

CDK4: guinasa dependent de ciclina 4

CDK®6: guinasa dependent de ciclina 6

MMP9: metal-loproteinasa de la matriu 9

BCR: receptor de cél-lula B

NF-kB: factor nuclear de la cadena lleugera kappa de cél-lules B
PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa

AKT: AKT serina/treonina quinasa

MTOR: diana mamifera de la rapamicina

GDEs: gens diferencialment expressats

GO: gene ontology

BP: procés biologic

MF: funcié molecular

CC: component cel-lular

KEGG: enciclopedia de gens i genomes de Kyoto
IPP: interaccions entre proteines

DAVID: base de dades per anotaci6, visualitzacié i descobriment integrat
STRING: eina de recerca per a l'obtenci6 de gens/proteines que
interactuen
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8. Annexos

Annex 1.

source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

## Bioconductor version 3.6 (BiocInstaller 1.28.0), ?biocLite for help
library(Biobase)

library(GEOquery)

library(limma)

library(genefilter)

# TITOL (original): Lentiviral (HIV)-based RNA interference screen in human
B-cell receptor regulatory networks reveals MCL1-induced oncogenic pathways
# TITOL (traduccid): Cribratge d’interferéncia per RNA basat amb Lentivirus
(VIH) en xarxes regulades per cél-lula B humana demostra vies oncogéniques
induides per MCL1

# GEO: GSE9327

# PLATAFORMA: CNIO Human Oncochip

# TIPUS DE MOSTRA: ARN

#Carrega de la série GSE9327 i de la plataforma des de GEO
gset <- getGEO("GSE9327", GSEMatrix =TRUE, AnnotGPL=FALSE)
## Found 1 file(s)

## GSE9327_series_matrix.txt.gz

## Parsed with column specification:
## cols(

##  .default = col_double(),

##t  ID_REF = col_integer()

# )

## See spec(...) for full column specifications.
## File stored at:
## C:\Users\FRANCI~1\AppData\Local\Temp\RtmpEbaofy/GPL6011.soft

if (length(gset) > 1) idx <- grep("GPL6011", attr(gset, "names")) else idx <-
1
gset <- gset[[idx]]

# Nom de lLes columnes
fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset))

# S’anomenen els grups per a cada una de lLes mostres

gsms <- paste@('"000000000000OXXXXXXXXX1111111111111111111111111111",
B B B B B s B e B B D 0000 00.0,0.0.0.0.00.0.00.00.9.0.00000000.0.9.00000.0.0.0.0. G
BD0.0.0.0.0.0.0.09.0.0.009.0000.0000.0.00.9.90090000.00000.900.0000.00¢0 N
OO0 00000000000 0000000000000 000000000 00000000000

sml <- c()

for (i in 1:nchar(gsms)) { sml[i] <- substr(gsms,i,i) }

# S’eliminen Les mostres marcades amb "X"

sel <- which(sml != "X")
sml <- sml[sel]
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gset <- gset[ ,sel]

# Transformacio log2
ex <- exprs(gset)
gx <- as.numeric(quantile(ex, c(@., 0.25, 0.5, 0.75, 0.99, 1.9), na.rm=T))
LogC <- (gx[5] > 100) ||
(ax[6]-ax[1] > 50 && gx[2] > @) ||
(gx[2] > © && gx[2] < 1 && gx[4] > 1 && gx[4] < 2)
if (LogC) { ex[which(ex <= ©@)] <- NaN
exprs(gset) <- log2(ex) }

# set up the data and proceed with analysis

sml <- paste("G", sml, sep="") # set group names
fl <- as.factor(sml)

gset$description <- f1

design <- model.matrix(~ description + 0, gset)
colnames(design) <- levels(fl)

fit <- 1mFit(gset, design)

cont.matrix <- makeContrasts(G1-GO, levels=design)
fit2 <- contrasts.fit(fit, cont.matrix)

fit2 <- eBayes(fit2, 0.01)

tT <- topTable(fit2, adjust="fdr",
sort.by="1ogFC",number="all",p.value=0.05,1fc=1)

#Deteccio de gens duplicats
d<-duplicated(tT$Gene.Symbol)
tt<-cbind(tT,d)

#ELiminacio de files que tenen el mateix gen
tt<-subset(tt, d=="FALSE")
tt<-tt[-12,]

head(tt[,c(3,7,11)])

## Gene.Symbol logFC adj.P.val
## 5930 HLA-DMB 3.532267 8.551422e-05
## 6001 IL24 3.460703 8.452010e-12
## 4949 CHL1 3.359551 3.250915e-05
## 2156 MAP2K2 -3.031351 1.350592e-08
## 6034 TNFSF4 3.028547 5.318366e-06
## 2115 TCL1A 2.924089 2.648031e-03
m<- tt[,c(3,7,11)]

#Total GDEs = 461 gens

#Llista de gens GDEs

head(tt$Gene.Symbol)

## [1] "HLA-DMB" "IL24" "CHL1" "MAP2K2" "TNFSF4" "TCL1A"

#Gens upregulats LogFC >1 --> 163 gens
up <- subset(tt,logFC >= 1)
upt <- cbind(up$Gene.Symbol,up$logFC,up$adj.P.vVal)

colnames(upt) <- c("Gen","logFC","p adjustada")

head(upt)

## Gen logFC p adjustada

## [1,] "HLA-DMB" "3.53226720647773" "8.55142242752296e-05"
## [2,] "IL24" "3.4607027027027" "8.45201040788764e-12"
## [3,] "CHL1" "3.35955128205128" "3.25091494705221e-05"
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## [4,] "TNFSF4" "3.02854700854701" "5.31836636881678e-06"
## [5,] "TCL1A" "2.92408906882591" "0.00264803130325407"
## [6,] "LTB" "2.715" "2.91003699564092e-06"

#Llista de gens upregulats
head (up$Gene.Symbol)

## [1] "HLA-DMB" "IL24" "CHL1" "TNFSF4" “"TCL1A" "LTB"

#Gens downregulats LogFC <1 --> 298 gens
down <- subset(tt,logFC <= 1)
downt <- cbind(down$Gene.Symbol,down$logFC,down$adj.P.Val)

colnames(downt) <- c("Gen","logFC","p adjustada")

head(downt)

#it Gen logFC p adjustada

## [1,] "MAP2K2" "-3.03135135135135" "1.35059181486258e-08"
## [2,] "NTN4" "-2.72266112266112" "2.93866435756115e-07"
## [3,] "SFRP1" "-2.67724696356275" "3.21879092057418e-12"
## [4,] "AGT" "-2.56621457489879" "7.40821836425144e-06"
## [5,] "RORA" "-2.51189189189189" "5.38910603995813e-06"
## [6,] "SEPP1" "-2.50345054945055" "2.4413549018105e-08"

#Llista de gens downregulats
head(down$Gene.Symbol)

## [1] "MAP2K2" "NTN4" "SFRP1" "AGT" "RORA" "SEPP1"

tT <- subset(tT,
select=c("ID","adj.P.val","P.value","t","B","1logFC", "Gene.Symbol","GB_ACC","C
LONE_ID"))

sessionInfo()

## R version 3.4.2 (2017-09-28)

## Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

## Running under: Windows 10 x64 (build 17134)

##

## Matrix products: default

##

## locale:

## [1] LC_COLLATE=Spanish_Spain.1252 LC_CTYPE=Spanish_Spain.1252
## [3] LC_MONETARY=Spanish_Spain.1252 LC_NUMERIC=C

## [5] LC_TIME=Spanish_Spain.1252

##

## attached base packages:

## [1] parallel stats graphics grDevices utils datasets methods
## [8] base

##

## other attached packages:

## [1] bindrcpp_0.2.2 genefilter_1.60.0 limma_3.34.9

## [4] GEOquery_2.46.15 Biobase_2.38.0 BiocGenerics_0.24.0
## [7] BiocInstaller_1.28.0

##

## loaded via a namespace (and not attached):

## [1] Rcpp_©0.12.18 compiler_3.4.2 pillar_1.3.0

## [4] bindr_0.1.1 bitops_1.0-6 tools_3.4.2

## [7] bit 1.1-14 digest _0.6.17 lattice 0.20-35

## [10] memoise_1.1.0 RSQLite_2.1.1 annotate_1.56.2

## [13] evaluate 0.11 tibble 1.4.2 pkgconfig 2.0.2
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## [16] rlang 0.2.2 Matrix_1.2-11 DBI_1.0.0

## [19] rstudioapi_ 0.7 curl 3.2 yaml _2.2.0

## [22] dplyr_0.7.6 stringr_1.3.1 knitr_1.20

## [25] xml2_1.2.0 IRanges_2.12.0 S4Vectors_0.16.0
## [28] hms_0.4.2 grid _3.4.2 bit64_0.9-7

## [31] stats4 _3.4.2 rprojroot_1.3-2 tidyselect _0.2.4
## [34] glue_1.3.0 R6_2.2.2 AnnotationDbi_1.40.0
## [37] survival_2.42-6 XML_3.98-1.16 rmarkdown_1.10
## [40] blob_1.1.1 purrr_0.2.5 readr_1.1.1

## [43] tidyr_0.8.1 magrittr_1.5 splines_3.4.2

## [46] backports_1.1.2 htmltools 0.3.6 assertthat_0.2.0
## [49] xtable_ 1.8-3 stringi 1.1.7 RCurl_1.95-4.11
## [52] crayon_1.3.4

Annex 2. Llista dels 1.041 GDEs de GSE32018

#it Gene.symbol logFC adj.pP.val
## A_24 P302584 SOX11 5.373754 6.996731e-13
## A_23_P145724 PPP1R17 4.345614 1.551615e-08
## A_24 P193011 CCND1 4.200356 6.996731e-13
## A_23_P130158 WNT3 4.190043 3.966761e-08
## A_23 _P167168 JCHAIN -3.773762 9.216951e-06
## A_23 _P77731 CRYM 3.669756 2.602569e-07
## A_24 P870799 GRIK3 3.649053 3.923429e-07
## A_23_P36641 AICDA -3.552533 3.203214e-07
## A_23_P500093 RGS13 -3.477421 8.985399e-06
## A_23 _P356494 SPINK5 -3.444796 7.922238e-03
## A_24 P917819 ANKRD30BP2 3.335680 5.196420e-07
## A_23 P140190 FAM3QA -3.335294 4.900015e-09
## A_23_P74012 SPRR1A -3.164960 9.199891e-03
## A 23 P149529 TACSTD2 -3.060868 6.993839e-04
## A_23_P214950 PERP -3.011679 3.847477e-04
## A_23_P201706 S100A2 -2.988070 6.435692e-03
## A_23 P17134 MAL -2.965563 4.786748e-08
## A_24 P519504 IGLLS5///CYAT1///IGLV3-21 -2.938816 4.922158e-05
## A_23_P340698 MMP12 -2.917985 3.700455e-04
## A_23_P103310 S100A7 -2.911956 1.532412e-03
## A_23 _P62709 SPRR3 -2.908674 1.032771e-02
## A_23_P434809 S100A8 -2.869566 4.557018e-03
## A_23_P52761 MMP7 -2.854528 1.263018e-07
## A_23_P254507 HOPX -2.810406 2.857430e-06
## A_23_P58407 UGT2B15 -2.787373 2.354918e-08
## A_24 P525749 TUNAR 2.784884 2.273345e-05
## A_23_P99275 KLRB1 -2.766513 8.845660e-08
## A_24 P170983 ESPNL 2.758395 2.892938e-09
## A_23 P79398 IL1R2 -2.757711 2.845661e-05
## A_32 P101110 LINCO1013 -2.696153 2.126505e-11
## A_23_P12363 ROR1 2.657425 2.907402e-06
## A_23_P23048 S100A9 -2.628068 1.397901e-03
## A_24 P183128 PLAC8 -2.620992 1.415028e-04
## A 23 P26024 Cl50rf48 -2.616822 3.473890e-05
## A 23 P501624 UGT2B17 -2.602461 6.897814e-06
## A_23_P419213 CCDC191 2.600775 4.107388e-06
## A_23_P40108 COL9A3 2.589665 1.677951e-07
## A _23 P159406 SPRR1B -2.576661 2.843231e-03
## A 23 P4387 KRT24 -2.535037 1.899145e-03
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A_23_P124619
A_23_P213319
A_23_P103765
A_32_P129269
A_24_P709476
A_24_P182947
A_23_P12155
A_32_P34138
A_32_P232559
A_23_P11644
A_23_P94501
A_23 P80883
A_23 _P76488
A_23_P21495
A_24 _P165864
A_23_P53126
A_32_P167471
A_24 P276576
A_23_P39265
A_23_P77612
A_23_P155688
A_23 P397376
A_23_P153185
A_23_P27133
A_23_P257457
A_24 _P921321
A_23_P500000
A_32_P139391
A_23_P204941
A_23_P62647
A_23_P87049
A_23 P81190
A_24_P64442
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A_23_P75024
A_32_P161855
A_23_P91095
A_23_P48350
A_23_P147245
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FCRLA
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KRT15
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LRRN1
CRNN
MYBL1
DEF8
FGFBP1
RASGRP3
KRT6B
KLHL14
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XBP1
MACROD2
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SYBU
CCDC50
SLPI
TP63
MSR1
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A_23_P215419
A_23_P408285
A_24 P149124
A_24_P350576
A_23 P359245
A_23_P163492
A_23 P358195
A_23_P53891
A_23_P252201
A_23 P141191
A_24 P238250
A_23_P382584
A_23_P69537
A_23_P138985
A_23_P366936
A_23_P44155
A_24_P42264
A_23_P45087
A_24 P157370
A_24 P677559
A_23 P347070
A_23_P31143
A_24 _P8371
A_23_P40295
A_23 P209995
A_23_P39364
A_23_P259071
A_23_P55616
A_23_P407565
A_23 P71379
A_23_P134764
A_24 _P216165
A_23_P3911
A_23_P200015
A_24 P7121
A_23_P150609
A_23_P114597
A_23 P401524
A_23_P38537
A_24 P273647
A_24 _P293192
A_23_P161428
A_23 P153120
A_24 P76868
A_23_P82979
A_23_P88439
A_32_P93493
A_23_P30315
A_23 P254654
A_23_P72001
A_23_P500010
A_23_P311740
A_32_P171061
A_23_P501080
A_23_P56369
A_23_P378555

NLRP7
SCAMP5
SH3RF1

ICA1
PRICKLE1
NREP
TNIK
MET
BAIAP3
GOLGA6L10
KLF5
EAF2
ZNF750
LGALS7
CHGB
NMU
CD3D
KRT6C
CD96
LYZ
ZNF107
IL17RB
IGK
PAG1
TPD52L1

SPNS2

LAMP5

IL1RN
HOMER3

AREG
SLC14A1
CX3CR1
PSCA
LYéD

CEBPA

PLXDC1

AK5
NSUN7
IGF2
SPRR2G
COX6A2

KRT16
BICDL2

FXYD3

ANKRD22
DSG3
BMS1P20
LAMC3
TC2N

PTPRG

TRIM7

CLIC3
PHYHD1

KLK12

CUL9

ASCL2

ZNF92
ABCA12
PARP15

59

.791879
.790818
.781395
.771167
.765994
.764395
.762323
.761133
.759079
.758639
.757491
.755501
.750927
.748299
.747335
.744976
.743530
.742709
.738849
.734568
.732738
.732719
.722155
.720957
.720647
.713753
.712185
.710951
.710896
.708296
.706819
.702889
.698957
.697231
.696449
.694302
.691833
.689498
.687700
.681784
.678943
.677039
.674344
.672497
.672121
.671322
.666975
.663214
.662378
.653191
.652247
.649311
.648292
.645058
.639262
.638210
.637729
.636730
.636526

VP WWWERRNMNNPRPUONPEPNENENENRPRORPPRNNMNMRPONPRNNPRPWRRRPRPNPRPURNNNREOOOWRONOOGKDODLONSNLERE

.314353e-03
.393569e-06
.921908e-09
.385018e-08
.711425e-07
.385018e-08
.247836€-08
.017083e-07
.309121e-04
.703474e-04
.496376e-03
.809207e-05
.913753e-05
.326885e-02
.981104e-06
.319276e-03
.957229%e-05
.058346e-02
.612649e-06
.844520e-02
.134366e-06
.222293e-05
.235540e-04
.520269e-05
.542298e-05
.028667e-05
.929432e-03
.581055e-03
.651348e-05
.717122e-06
.490417e-07
.203757e-05
.367663e-02
.775335e-03
.889537e-03
.077427e-07
.216650e-05
.253577e-04
.013912e-05
.445641e-02
.040276e-02
.652003e-02
.334666e-04
.126459e-03
.573512e-03
.545565e-02
.597045e-05
.217865e-05
.201078e-07
.773819%e-04
.418794e-04
.832433e-07
.089352e-06
.458914e-03
.829508e-08
.444578e-07
.453214e-06
.015272e-07
.303108e-07



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P399001
A_23_P123413
A_23_P63158
A_23 _P126836
A_24 P319374
A_23_P215549
A_24_P414376
A_32_P74752
A_24 P14731
A_32_P73507
A_23_P147025
A_23_P302550
A 23 P70448
A_32_P3476
A_23_P2674
A_32_P85593
A_23_P88351
A_23_P28334
A_23_P168403
A_23_P151975
A_23_P8297
A_23 P121622
A_23_P205738
A_23_P206359
A_23_P127608
A_23_P41145
A_23_P500421
A_23 P141802
A_32_P472968
A_23_P33791
A_24 _P379413
A_23 P218669
A_24 _P228149
A_23_P12746
A_23_P166269
A_32_P77102
A_23 P71017
A_23_P135486
A_24_P844984
A_23_P141505
A_23_P55632
A_24_P935986
A_23 P210176
A_23_P150664
A_23_P121120
A_23_P154605
A_23 P202810
A_23_P40926
A_24_P248053
A_24_P63178
A_24 P236799
A_32_P104478
A_23_P335329
A_23_P148249
A_23_P98410
A_23_P93348
A_24_P930741
A_23_P404494
A_23_P98350

CXXC5
TOX
SPTAl
TNFSF4
GPA33
PON3
KLF3
L0C100131289
PCSK1N
CHDH
RAB33A
RGS18
HIST1H1A
RPRML
KRT4
L0C100101478
ATL1
IL18RAP
KCNH2
RHCG
SCML4
SULT1B1
BCL11B
CDH1
TMPRSS4
FAM3D
EYA2
SERPINB7
BICD1
SSBP2
IL6R
WFDC5
KRT13
MRC1
FAM3B
LINCo0892
CLDN3
AHSP
PIGR
CLEC10A
SERPINB3
BCAT1
ITGA6
IFITM5
GPR87
SULF2
ovoL1
DGKG
TOPIMT
CHL1
RAB31
FGD6
GNG4
THSD4
CD3G

LTB
EPHAl0
IL7R
BIRC3
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.634392
.633570
.633320
.632335
.632267
.631616
.630656
.630159
.627563
.622682
.620437
.617275
.617056
.609535
.608957
.589915
.587104
.586319
.585469
.584095
.583855
.582633
.580019
.579809
.579369
.575002
.574318
.573352
.571598
.571467
.570521
.565823
.563665
.559313
.557446
.555181
.555103
.554200
.552284
.549293
.542946
.542570
.540319
.538755
.535946
.533795
.533208
.531804
.531698
.531577
.530554
.530425
.527889
.526180
.525073
.524403
.522686
.521327
.520440

P ANOOOFRRFEPNWRWUNOONUONPUWNRPRUNRERPROPDMRPRPARANMPORNMNWRERRUOWONMNRERRERRENREROPAAUNE WO

.702851e-07
.108401e-05
.262831e-04
.763228e-04
.251168e-06
.167666€e-03
.094096e-06
.570785e-05
.021890e-03
.666039e-04
.137937e-04
.808300e-05
.157031e-07
.347546e-02
.494799%e-02
.324337e-08
.302551e-06
.466311e-06
.609811e-05
.090354e-02
.221067e-05
.024324e-09
.788456e-04
.620440e-05
.857515e-03
.788962e-05
.612628e-06
.793225e-03
.485613e-09
.571192e-07
.308288e-05
.306942e-03
.907993e-02
.617766e-02
.261201e-03
.085047e-06
.469510e-05
.680734e-05
.252749%e-04
.645812e-04
.568883e-03
.029146e-04
.322317e-07
.268256e-02
.906626e-04
.416798e-04
.063283e-03
.973327e-06
.688697e-05
.917951e-04
.923381e-06
.545460e-09
.972050e-06
.352787e-06
.503155e-04
.418995e-04
.009198e-05
.619698e-03
.209169e-06



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P331348
A_32_P150012
A_32_P64570
A_32_P9543

A_23 P52067

A_23_P205959
A_23_P257296
A_24 P35891

A_23_P210465
A_23 P113793
A_32_P206479
A_32_P183918
A_23 P159907
A_23_P339240
A_24_P348118
A_23_P216667
A_23_P158925
A_23_P34676

A_24 P944154
A_24_P500621
A_23_P41194
A_23_P308763
A 23 P111701
A_23_P354151
A_32_P722809
A_23_P15654
A_23_P74575

A_23 P41114
A_23 P19673

A_23_P119202
A_23_P75769

A_23 P97517

A_23_P103601
A_23_P112481
A_23_P78248

A_23_P153197
A_23_P150379
A_24_P662636
A_23_P29096

A_23_P152406
A_24 P133253
A_23 P145529
A_23_P53137

A_23_P153616
A_23_P33723

A_23 P122906
A_23_P132378
A_32_P220127
A_23_P99442

A_24 P11825

A_23_P500501
A_23_P302018
A_24_P62800
A_23_P47282

A_23_P415510
A_23_P62932

A_23_P304524
A_23_P325075
A_23_P430156

DOCK7
CHD7
KANK1
APOBEC3A
GRHL3
ALDH1A3
TFF3
ZNF219
PI3
ZBED2
ZNF831
SERPINB9P1
MAGED4B
PLCH1
LGALS7B
FOXE1
ADGRA3
cD247
MCTP2
HIPK2
LRRC34
FARP1
GNG11
ITK
IGKV1-5
TRAF4
CD1D
CSTA
SGK1
cD70
MS4A4A
RALGPS2
MAN1C1
AQP3
KRT23
TGIF1
MPZL2
HCG23
PDE9A
CAPNS2
KITLG
PKIB
HBG1
MADCAM1
CD163
AUTS2
CELSR1
RPL34
FLT3
CCR2
FGFR3
TXK
KLHDCSA
ST14
LAD1
ATP1B1
DCLK2
RNGTT
PR02964
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.518044
.517166
.516728
.516242
.515863
.512686
.511360
.511040
.510133
.509464
.506186
.504221
.501323
.499664
.499261
.497785
.496275
.494747
.494372
.494325
.493918
.493712
.492387
.491310
.490891
.489986
.488057
.487976
.487207
.486691
.485726
.485012
.484395
.482782
.482538
.479982
.479934
.477966
477455
.475672
.470841
.469198
.467744
.465495
.465263
.464069
.463996
.463868
.463778
.462680
.461666
.459596
.458709
.456154
.455847
.455016
.454751
.454719
.454154

NRPRPRRPRWNNRPRAMUITUURPROWWNWARANOOWOLOUANNMNOONRKROROOCRERPRREPMMNOWPRIOARWWRNNRERPUNOUER WOHLWOWUV R

.052037e-05
.722934e-08
.619790e-04
.567901e-03
.232974e-03
.663805e-04
.118706e-02
.655507e-08
.876456e-03
.463569e-02
.409507e-06
.919841e-07
.163244e-06
.627142e-07
.541600e-02
.708919%e-03
.623914e-09
.439091e-05
.562028e-04
.740644e-05
.896152e-05
.271841e-07
.584468e-03
.721940e-05
.046965e-03
.023039%e-10
.509135e-06
.709539e-02
.604311e-05
.440176e-03
.390514e-03
.886194e-09
.451496e-06
.134725e-05
.979632e-03
.851221e-10
.680768e-04
.411384e-04
.796760e-05
.481512e-02
.501390e-04
.084678e-06
.198612e-04
.423464e-05
.384394e-02
.784054e-06
.278697e-07
.104314e-04
.391061e-05
.058723e-04
.361285e-04
.739677e-05
.549395e-05
.067127e-09
.714852e-04
.049348e-03
.157863e-08
.514525e-03
.737236e-06



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_24 _P916364
A_23_P205713
A_24_P279060
A_23_P422212
A_32_P157846
A_23_P67529

A_23_P1108569
A 23 P57667

A_23 P45248

A_23 P203743
A_24_P852001
A_24_P389415
A_24 P366390
A_32_P128558
A_23_P86470
A_23_P162589
A_24_PA477549
A_23_P306941
A 23 _P15135

A_32_P90455

A_23_P161076
A_24 P278299
A_24 P100684
A_23_P2543

A_24_P289260
A_32_P96213

A_23_P98686

A_23_P502413
A_23 P419714
A_23_P29551

A_23_P318380
A_23_P47879

A_23 P112452
A_24_P382319
A_23_P416581
A_23_P163209
A_24 P125871
A_23_P383422
A_23_P30755

A_23 _P25121

A_24_P926058
A_23 P75299

A_24 P727884
A_23_P24903

A_23_P78342

A_23 P371107
A_23 P169437
A_23_P320739
A_23_P209978
A_32_P165297
A_24 _P80204
A_23_P106322
A_23_P212568
A_23_P19482

A_23_P40866

A_23_P143902
A_24 P213788
A_23_P432978
A_23_P502336

STRBP
STXBP6
HCN4
SLC35F3
DUSP5P1
KCNN4
TRIM36
PLXNA1
SH2D1A
GAB2

IGK///IGKV3-20///IGHV3-23

PNMA2
GOLGA6L9
GOLGA2P7
CH25H
VDR
LOC100505915
RGL4
ZSCAN10
FBRSL1
CcD2
ASB13
IGHV3-30
CUX2
DACT2
TPT1

PGGHG

SERPINB4
BTBD11
TMEM40
ZNF683

STAT6

GGTA1P
CEACAM1
GNAZ
BCL2L10
RIPK4
NFKBID
PTCRA
FKBP11
CRHR2
LHPP
KIAA1549L
P2RY2
LMAN1
NSG1
LCN2

MEF2C

VSNL1

MBNL3

MALL

CPEB1

TRAT1

DDAH2

ZBTB20
P2RY12
LEF1-AS1
SERPINB13
ADGRE2

62

.451162
.449945
.449452
.446007
.445093
.443556
.443416
.441787
.441759
.440810
.439902
.438975
.437824
.434727
.434713
.433728
.433451
.432494
.429577
.428329
.425289
.425216
.424364
.422290
422220
.421543
.421530
.421306
.421186
.418842
.418528
.417651
.417571
.417565
.415879
.414902
.408979
.408234
.406727
.406517
.405084
.404879
.404193
.401609
.401402
.400353
.398062
.397963
.397187
.396828
.396671
.395900
.394545
.393490
.391509
.391360
.390966
.390742
.390723

RPRPRNRRARLRORORORPRRPRWRRPRDAMNMNNRPNMNRPREPNRPRDMNWRORDAMNDAIAMNNNORPRPORPRAMARPROOURRPNNRPWRNWRRE OW

.464314e-04
.809874e-08
.671779%e-02
.277718e-06
.105974e-04
.642936e-08
.514890e-05
.009533e-04
.654792e-04
.431354e-06
.815998e-03
.908950e-03
.553832e-03
.183550e-05
.566019e-03
.881799%e-07
.020212e-05
.709930e-06
.341479e-05
.208077e-03
.611435e-03
.213942e-08
.810756e-03
.846722e-07
.455000e-06
.833888e-06
.080086e-04
.031496e-03
.923082e-07
.162111e-03
.086040e-09
.496005e-04
.101197e-02
.846536e-05
.006288e-04
.497890e-04
.155566e-02
.342758e-07
.814022e-07
.092300e-07
.402553e-02
.313563e-04
.140256e-02
.909463e-06
.753881e-06
.441779%e-03
.747206e-02
.961660e-03
.368616e-03
.547667e-06
.103142e-04
.207286e-04
.678170e-05
.956829e-07
.439716e-05
.222901e-03
.678489e-06
.913980e-02
.470381e-05



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P56703
A_23_P96158

A_24_P347431
A_23_P31407

A 23 P37441

A_23_P136635
A_23_P201066
A_23 P200741
A_23_P10506

A_23_P214267
A_23_P26124

A_23_P208788
A_24 P333364
A_23 P351148
A_23_P112078
A_24 _P331704
A_23_P401055
A_24 P12690

A_32_P47643

A_23_P150807
A_23_P64404

A_23 P348227
A_23_P98399

A_23_P357207
A_24_P108863
A_23_P88095

A_23 P122464
A_23 P423482
A_23_P255535
A_23_P14124

A_32_P52632

A_23_P257387
A_23_P200728
A_23_P369471
A_24_P260101
A_24 _P941167
A_23_P206290
A_23 P134347
A_23_P428842
A_24_P265346
A_23 P112026
A_23 P14612

A_23 P342709
A_32_P176911
A_24 _P329353
A_32_P72553

A_23_P101505
A_23_P500741
A_23_P124632
A_23_P303286
A_23_P40315

A_24 P912048
A_32_P88120

A_23_P104594
A_23_P26037

A_23_P144417
A_24 _P376848
A_23_P129556
A_23_P216468

TRABD2A
KRT17
FOXA1

AGR2
B2M
AP3B1
SuSD4
DPT
HPGDS
ADGRF1
RORA
C19orf33
AGAP3
SH2D1B
MFHAS1
KRT80
SOX2
IDO02

FAM110C

PPFIBP2
FADS3

ZNF135
HTR3A
MRAP2
SCML1

TBC1D4

ZSCAN9

FAM81A

ASMT

RASL11A
PLCG2
GLRA3

FCGR3A
LCE3A
MME
APOL6
ADGRG5
CPVL
TMEM44
KRT14
IDO1
FGF7
FBX015
LINCPO239
ORAI2
ITPRIPL2
KLK11

CBFA2T3
IGHA1

RPTN

DZANK1

CCDC187
YPEL1

SCT

FRMD5
TMPRSS11D
FCRL5
IL4R
SLC1A1

63

-1.
-1.
-1.
-1.
-1.

1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.

1.
-1.
-1.
-1.
.373865
1.
1.
1.
.372623
-1.
-1.
-1.
.371435

1.

1.
-1.

1.

1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
.355516

1.
-1.
-1.
.352764

1.
-1.

1.
.350469
-1.

1.
-1.
-1.

1.

1.

1.
-1.

1.
-1.

1.
-1.
-1.

-1

-1

1

-1

-1

-1

388702
388352
387823
387772
386167
385861
383568
383562
382381
382097
378786
378784
378635
376789
376699
376641
376308
375035

373815
373494
372815

372364
372337
371680

368903
368793
367892
367745
367673
367031
366951
357967
357664
356222

354547
354202
353733

351905
351313
350818

349990
349633
349621
348999
348517
347029
346124
344403
342874
342822
342275
340742
340064

PNPARPUUNNNMPAPRNUOURNRPPRPUPONWOORPRPRORPROWNUORNNPANWNMNNWNANPUWORPMPWERAUTWONEPR

.810752e-04
.326680e-02
.626584e-04
.161172e-03
.436949e-05
.818693e-06
.823034e-07
.109979%e-02
.084321e-04
.001495e-02
.216951e-06
.238446e-02
.476922e-04
.551751e-04
.485479e-06
.511556e-03
.813704e-02
.367243e-05
.930412e-04
.848911e-10
.594408e-07
.581190e-05
.176111e-03
.859996e-06
.036637e-07
.145713e-06
.640648e-07
.301632e-03
.235159e-05
.368675e-07
.828952e-07
.432124e-03
.704031e-03
.934873e-03
.756829e-03
.084299e-03
.351997e-05
.039448e-02
.486561e-10
.944797e-02
.642269e-03
.248477e-04
.636175e-03
.834245e-06
.708413e-05
.852764e-10
.938526e-04
.286384e-06
.814481e-03
.485423e-03
.238739e-06
.962462e-04
.700846e-07
.921300e-09
.043376e-03
.169914e-02
.922409e-05
.291154e-04
.417101e-03



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_24_P385739
A_23_P351844
A_23_P31376
A_24 P108311
A_24 _P481844
A_23_P216935
A_23_P121480
A_23_P208009
A_32_P78101
A_23 _P1682
A_23_P38271
A_23_P31945
A_23 P203267
A_23_P41645
A_24_P305345
A_32_P215938
A_23_P58266
A_24 P308051
A_24 P101226
A_23_P76743
A_23_P257003
A_23 P78952
A_23_P501010
A_32_P77933
A_24_P403959
A_23_P72117
A_23_P346265
A_23_P258769
A 23 P18672
A_24_P65060
A_23_P145841
A_24 P43959
A_23_P430658
A_23_P207850
A_24_P238402
A_23_P215566
A 23 P46131
A_23 P212715
A_24_P472081
A_23_P124542
A_23_P91680
A_23 P142255
A_23 P113471
A_23_P357717
A_23_P200310
A_23_P208779
A_23_P46045
A_24_P102456
A_32_P70158
A_23_P205567
A_23 P54781
A_24 _P402690
A_23_P97394
A_23_P37685
A_23_P10647
A_23_P124190
A_23_P108932
A_24_P62469
A_23_P39856

EIF5A2
CD1B
LRRN3
NEDDA4L
HLA-DMB
MIR60OHG
CD260
SEC11C
IGSF21
TMEM45B
MYH2
IL33
TRIM29
ELL2
CD209
GPSM1
S1eep
DNAH8
IGHV3-69-1///1IGHV30R16-7
ASPG
PCSK5
PIP5K1C
COL17A1
GOLGA2P10
RNASE1
SMPDL3A
GNPTAB
HLA-DPB1
GBA3
MEX3B
SOSTDC1
FRMD4A
HEYL
TNS4
ZNF644
AHR
FAM110D
CBLB
IGLV1-44
CR2
DEPDC5
SHD
FAAH2
TCL1A
DEPDC1
EPS8L1
RGS5
SNORA78
LILRB3
PRKCH
RBBP6
ITM2C
BCAR3
TMEM204
CYTL1
TRIM34
RPL23AP32
PLCH2
IL36RN
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-1

-1

1

1

-1

-1

.338440
.338039
.337973
.337145
.336360
.336169
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.

1.
-1.
-1.
.322251
-1.
-1.
-1.
.317494

1.
-1.
-1.
.313525
-1.
-1.

1.
-1.
-1.
-1.
-1.

1.
-1.
-1.

336097
332827
332504
332484
331100
331075
328699
328100
327885
325947
324823
324088

321981
318532
318074

314983
314667
313680

312792
312426
311883
310841
310595
310592
309914
309065
309043
307834

.307766
-1.
-1.

1.
.305113
-1.
-1.
-1.
.300669
-1.
-1.
-1.
-1.

1.

1.
-1.
-1.
-1.

1.

1.

1.
-1.

307532
307414
305632

304796
304520
303190

300253
298993
298725
298001
297007
294479
293809
293204
288615
287001
286098
284922
284812

NWPARRPNMNMNUVOPMNWNWORRENNMNWRRRPRPRPOWRWNRWOROONUNRPPAEPMNRPREPRNRPRUNRENNMNAEANRER OWNERPR

.123737e-08
.685856e-03
.918953e-03
.151380e-06
.804111e-07
.708413e-05
.054743e-06
.982957e-05
.072844e-05
.076241e-04
.012012e-03
.575685e-02
.418008e-03
.077621e-05
.055781e-02
.325842e-05
.152975e-02
.632044e-02
.507147e-04
.380961e-03
.211556e-04
.223322e-05
.723208e-03
.425961e-03
.673784e-03
.171450e-04
.632261e-03
.473105e-04
.508757e-06
.241475e-06
.068429e-04
.783889e-03
.999409e-06
.969113e-07
.172820e-05
.801095e-06
.019080e-03
.359711e-05
.462458e-03
.136334e-03
.359877e-07
.794249e-08
.482867e-04
.288656e-02
.582078e-04
.781114e-06
.065940e-02
.884937e-03
.671743e-04
.307170e-05
.224227e-04
.279196e-04
.177401e-05
.812746e-05
.661044e-03
.842003e-05
.900321e-03
.888125e-04
.247363e-03



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P60990
A_23_P97541

A_32_P69149

A_23 P111267
A_23_P397248
A_32_P167705
A_23_P145388
A_23 P123596
A_24 _P541919
A_23 _P72411

A_23_P52227

A_23_P368028
A_23_P304682
A_23_P13364
A_23_P159335
A_23_P120254
A_24 _P235783
A_23_P128554
A_23 P422044
A_24_P365365
A_23_P211680
A_23_P14083

A_23 P62220
A_24 P71938

A_24_P472055
A_23_P4085815
A_23_P136347
A_24_P203000
A_24 P163477
A_24_P233786
A_24 _P710730
A_24_P3508546
A_23 P416751
A_23_P7562

A_24_P343233
A_23_P103617
A_23 P209232
A_24_P204727
A_23_P200866
A_23_P37892

A_24_P85888

A_23_P151046
A_23 P304171
A_23_P71480
A_24 _P93523

A_23_P75430
A_24_P401294
A_23_P47885

A_23_P30634
A_23_P52986

A_23 P114075
A_23_P45786

A_23_P352535
A_23_P322756
A_23_P52552

A_23_P170679
A_23_P132936
A_23_P4286

A_24_P330303

C2orf54
C4BPA
STEAP1
SH3BGRL2
CLCA2
AGBL2
MTCH1
GLDC
DENND5B
CYP4X1
GDF10
TP53I11
EMP2
NUCB2
CD8B
DUSP22
SF1

EBPL
PCDHGA2
TCF3
MLC1
AMIGO2
CD4oLG
SMAD1
RNF125
PYGM
EPS8
IL2RB
QRSL1
FAM129A
SMA4
LOC646976
ZNF610
ACSL6
HLA-DRB1
ANXA9
CLIP4
IGHV3-48///IGHV3-69-1
STMN1
GPT2
SCN3A
KLRC1
RUBCN
DEFB1
IGKV1D-8
SMC04
FLJ35934
LRIG3
BACH2
VWCE
BPTF
COL9SA2
PPP1R16B
TET1
BAG3
COL4A3
SPCS3
XAF1
FRMD6

65

.284760
.281856
.279739
.279531
.279358
.276759
.276668
.276214
.275096
.272230
.271808
.271286
.271201
.271185
.271068
.269811
.269142
.268919
.268865
.266668
.265367
.264129
.262275
.261681
.261126
.260643
.259968
.259855
.259588
.258983
.256491
.256042
.255644
.255565
.255372
.254576
.254499
.253897
.253604
.253205
.252537
.251150
.251108
.250791
.250332
.248536
.248334
.247909
.246364
.246224
. 244695
.244374
.242732
.242482
.242007
.241250
.239961
.238946
.238864

OLWROOMNOURPRNRFPWNOOWOAAAPOOUIRNPDPNRPONNRPROPMAPPONMNOOORRPUROONENUVWAONURUONERENORLO

.096695e-03
.179474e-03
.640576e-05
.401810e-04
.670622e-02
.131958e-06
.337635e-05
.514485e-04
.890342e-07
.020005e-03
.207483e-04
.465822e-12
.485778e-04
.949067e-08
.783517e-04
.951751e-05
.608502e-03
.259019e-07
.800302e-03
.302359e-06
.119576e-06
.358726e-05
.263018e-07
.685856e-03
.246001e-03
.240486e-04
.591832e-03
.063450e-05
.043904e-05
.307170e-05
.180081e-03
.165376e-04
.455805e-07
.745785e-06
.434890e-04
.297037e-04
.422738e-06
.054592e-03
.585736e-04
.046343e-03
.692722e-07
.598030e-04
.077427e-07
.740916e-02
.632240e-05
.107357e-06
.499074e-03
.463788e-04
.621944e-05
.955032e-04
.262859e-06
.637673e-07
.632342e-07
.020111e-08
.289759e-09
.196725e-04
.173732e-05
.128829%e-03
.434360e-04



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P321984
A_24_P104980
A_23_P79259
A_23_P169978
A_23 P118203
A_23_P30655
A_23_P146885
A_23 P155453
A_23_P21990
A_23 P10291
A_23_P129157
A_23_P328545
A 23 P73457
A_23 _P108883
A_23_P214185
A_23_P408095
A_23_P420281
A_23_P52207
A_23_P315571
A_24_P309912
A_24_P306905
A_24 P919399
A_24 P270033
A_23_P93032
A_24_P90923
A_23_P1102
A_23 P57961
A_23 P216167
A_23 P84762
A_32_P206401
A_23_P145916
A_23_P391906
A_23 P209146
A_23_P258862
A_23_P347632
A_23_P141555
A_24 P319647
A_23 P124642
A_24_P377499
A_23_P54100
A_23_P351215
A_23_P74001
A_23_P7582
A_24_P406525
A_32_P15320
A_23_P3413
A_23 P214222
A_23_P6263
A_23_P58604
A_24_P605563
A_23 P102113
A_23 P19243
A_32_P201107
A_23_P318115
A_23_P46429
A_24 _P762886
A_23_P54373
A_23_P5551
A_23_P141699

CLECL1
IGLL5S
SH3BP4
ZNF608
ZG16B
NFKBIE
UTS2R
UCN2
SLC23A1
CTSE
NEIL1
GABRP
RUFY1
KCNK12
UBE23]1
DSTN
PRKCB
BAMBI
RFTN1
SLC12A3
IGKV2-24
ATP10D
MPZL3
ZBED3
LINCOO304
ACTA1
PLXNB1
PSD3
PARP10
QS0X2
AEBP1
TMEM200A
ZNF91
PDCD4
MTSS1
TBX21
FCRL2
RASGRP1
OSBPL3
ESR2
SKIL
S100A12
TCF7
CSGALNACT1
EEF1A1
OTUD7A
MARCKS
MX2
C5orf45
IGLJ3
WNT10A
AKIRINZ2
HNF4A
SMAGP
CYR61
KIAAQ485
RAB27A
NCL
PARD6G
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.236887
.236862
.236717
.236293
.235951
.235403
.235249
.235090
.234516
.234384
.234038
.233418
.232905
.232417
.231668
.231200
.230915
.230463
.227580
.226659
.226544
.225574
.225026
.223811
.222710
.221795
.221228
.220607
.219866
.218650
.218619
.218328
.217266
.216779
.216223
.215675
.215662
.215486
.215426
.212004
.210777
.210481
.210037
.207582
.207417
.206681
.206570
.205789
.204536
.204116
.203958
.201204
.200911
. 200649
.199592
.199458
.199339
.199113
.199030

PUPNRPRWRERNRPNNPWRWAMNOWRPRWOAONWNUOWPRAWERERNOWRMNUNRRPRPAPRORORPRRPROAORRPNNNRENNREOOOW

.552884e-05
.515821e-03
.278854e-07
.612164e-05
.068744e-04
.643816e-10
.575530e-02
.601441e-04
.837562e-06
.501445e-03
.493017e-02
.338517e-03
.835377e-11
.802737e-04
.867729e-04
.314127e-05
.772327e-08
.510264e-04
.756829e-03
.829472e-04
.164925e-03
.155971e-04
.108449e-08
.334465e-05
.185397e-03
.247502e-02
.604699e-07
.207504e-02
.096835e-02
.879528e-05
.662569e-06
.931514e-07
.508499e-07
.178811e-03
.356784e-03
.638767e-03
.816777e-06
.108217e-05
.325026e-06
.056835e-03
.470502e-05
.092461e-02
.085157e-04
.938535e-03
.212134e-04
.278755e-02
.902215e-03
.451894e-06
.310682e-05
.523347e-02
.736145e-06
.681960e-04
.779419%e-07
.796542e-10
.420746e-02
.607140e-03
.232177e-06
.141236e-04
.558775e-02



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_24 _P285158
A_23_P208143
A_32_P131347
A_24_P270424
A_24 P938313
A_24_P98109
A_23_P106629
A_23 _P16976
A_23_P69810
A_24_P942250
A_24 _P393571
A_23_P93524
A_23 P394304
A_23 P24716
A_23_P354705
A_23_P379649
A_23_P46936
A_23_P328034
A_24 P418809
A_24_P105747
A_23_P417951
A_24 P925314
A_23 P72651
A_23 P147918
A_24_P892494
A_24_P937159
A_24 P211106
A_32_P27991
A_23 P115492
A_23_P32165
A_23_P18406
A_23_P152548
A_23 P18372
A_23_P87853
A_23_P90419
A_23_P121716
A_23_P352266
A_24 _P204290
A_32_P196072
A_23_P6066
A_23_P413051
A_23_P57784
A_24 P166434
A_24_P293089
A_23_P157795
A_23 P211207
A_23_P88069
A_24_P140204
A_23_P65618
A_23_P79217
A_23_P145889
A_24 P18105
A_23_P51085
A_23_P390097
A_23_P130836
A_23_P255104
A_23_P3371
A_23_P45011
A_23_P326760

FCRLB
ZNF397
FAM83B
DPF3
FHIT
SNX1e
IGSF6
ANXA4
GPAT3
CHD9
GDA
SAMD3
PDZK1IP1
TMEM132A
ST8SIA1
BMF
EGR2
C200rf96
GNAS
AP1S3
TSPYL5
GM2A
ECSCR
S100A16
LINCO1096
KLF8
TNFRSF11A
BUB3
VASH2
LHX2
CAMK2N2
SCPEP1
B3GNT5
TMCC3
PBX4
ANXA3
BCL2
GOLGAST
NDFIP2
CPXM1
NOXO01
CLDN1
PSORS1C2
ZNF579
CTNNAL1
ADARB1
LHFP
PXK
TGM1
LCT
CDK14
ASPH
SPC25
TTC39B
GZMM
LHFPL2
RASGRF1
PPP1R14C

MYRIP
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.199018
.198977
.197266
.194612
.194424
.194015
.193555
.193104
.192605
.190579
.188050
.187939
.186838
.186381
.186277
.186228
.186131
.185871
.183544
.182367
.182261
.182213
.182115
.182081
.181949
.180934
.180626
.180178
.179037
.178881
.178712
.178543
.177368
.176126
.176119
.175618
.175306
.175253
.175242
.175084
.174492
.173793
.172388
.171845
.171739
.171210
.170431
.170311
.168217
.167180
.166044
.165905
.165679
.165070
.164664
.164412
.164286
.164120
.163995

VWRFRURRNUNMNRPRPRWURNWANDPDPRRPPAROFRPROWNWORMAPMRUVVWWOPRMNROOCORNWEROWOOWRARRPRWWUWENON

.279526e-02
.226141e-06
.755759%e-04
.194809e-04
.087599e-03
.945025e-06
.015873e-03
.325026e-06
.798065e-03
.296138e-08
.392440e-03
.438505e-05
.777611e-03
.340205e-04
.373596e-05
.955734e-05
.104443e-03
.884733e-04
.989387e-04
.588134e-04
.753987e-04
.858086e-07
.162812e-03
.071516e-05
.893407e-07
.508757e-06
.885872e-05
.486967e-04
.979919e-04
.481503e-05
.416432e-03
.565656e-06
.527771e-04
.721299%e-06
.326062e-05
.486767e-02
.854752e-04
.232657e-03
.159640e-04
.679622e-05
.685985e-04
.445226e-02
.465676e-04
.089137e-02
.108401e-05
.333935e-06
.343170e-02
.523463e-04
.763326e-02
.289762e-02
.504786e-06
.839006e-07
.483011e-03
.272433e-08
.719837e-04
.100989%¢e-04
.823519e-06
.586951e-04
.947415e-07



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_24_P180680
A_23_P90333

A_32_P53234
A_24 _P248251
A_23_P8702

A_23_P422026
A_23_P76109

A_23 P58676

A_24 _P192627
A_23 P434301
A_23_P104193
A_23_P211345
A_23_P374389
A_23_P500614
A_24_P84822

A_24_P109101
A_32_P232413
A_23 P127186
A_32_P217750
A_23_P49878

A_24_P934594
A_23 P214360
A_23 P169819
A_23 P3424

A_24_P134834
A_23_P207170
A_24 P299318
A_24 _P179107
A_23 P417404
A_23_P169017
A_23_P71570
A_24 P163574
A_23_P303087
A_24_P7873

A_23_P257111
A_23_P390639
A_23_P68851

A_23_P352402
A_24_P405992
A_23_P302207
A_32_P96036

A_23 P145935
A_24 _P356930
A_23_P168567
A_23_P93988

A_23_P84018

A_23 P102950
A_23_P131935
A_32_P104841
A_23_P91390
A_24 _P79617

A_23_P28507

A_23_P100420
A_23_P80040
A_23_P395054
A_24_P108401
A_23_P74701

A_23_P411723
A_24 P234921

LAPTM4B
ZNF404
LINCO14860
HLTF

PIP

ME1
RILPL2
NPR3
MLLT3
PTMA
ITGB1
TBX1
PWWP2B
TNFRSF8
GUSBP1
TMPRSS11A
KCNN3
TACC2
IL3RA
FAM64A
AKAPSL
IRF4
EPHA3
RPP25
RHBDD1
CSH1
FAM101B
IGLV6-57
FAM129B
DEFB103B
OSR2
GIGYF1
PTN
ELFN1
FBP1
LINCO1105
KREMEN1
PROSER2
SYNPO
ZNF853
MEX3A
EPHB6
CYP24A1
GTF2I
ARHGEF5
PPIC
RSPH1
FERMT1
MED12L
THBD
KIAA0Q40
MGAT4A
ZCCHC14
PROCR
ANXAS8L1
KLK3
COL24A1
PLAG1
CCR6
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.163730
.163151
.163022
.162724
.161255
.161181
.160673
.160270
.159159
.159157
.159109
.158769
.158715
.156667
.156367
.154658
.153162
.151237
.150400
.147907
.147669
.147432
.146279
.145569
.144953
.144334
.144146
. 144055
.143932
.143649
.143331
.143300
.141544
.141520
.140997
.140969
.139932
.139856
.139711
.139502
.139467
.139321
.137461
.137226
.134965
.134560
.133957
.131599
.131485
.130626
.129425
.129268
.128967
.128934
.128542
.128348
.126742
.126677
.126472
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.679759%¢e-04
.616936e-03
.247698e-03
.381449e -05
.821671e-03
.079945e-03
.068954e-07
.569161e-04
.692722e-07
.217060e-08
.380069e-05
.772007e-02
.881799e-07
.435517e-08
.651433e-05
.548137e-02
.144378e-06
.146486e-04
.385533e-03
.883073e-04
.545570e-03
.960718e-07
.651177e-05
.450263e-05
.727524e-08
.002486e-05
.863697e-04
.139713e-04
.031998e-03
.879827e-02
.562679%e-03
.006086e-04
.404154e-03
.265024e-03
.238952e-03
.017177e-02
.235650e-04
.000760e-04
.090015e-05
.504039e-05
.258567e-04
.975590e-05
.911016e-07
.456706e-06
.707568e-06
.098871e-03
.341302e-02
.581947e-03
.781114e-06
.206556e-02
.695563e-06
.410893e-06
.164203e-05
.059850e-02
.447897e-03
.243555e-03
.924525e-07
.208380e-03
.487523e-03



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
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H##
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H##
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H#H#
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A_
A_
A_
A_
A_

23_P354387
23_P24507
23_P401076
23_P91350
23_P391228

A_23_P31006
A_23_P75310
A_32_P48825

A_23_P128624

A_23_P1374

A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_
A_

23_P257672
23_P366453
32_P99055

24 _P921584
23_P39481

23_P145054
23_P384044
23_P384663
24 _P209455
24 P231132
23 P17130
23_P254512
24 _P148750
23_P59388

32_P158966
23 _P168211
32_P6646

23_P6362

23_P500400
24 _P129813
24 _P246406
23_P344451
23_P112596
23_P12292

23_P256663
23_P146554
24 _P219808
24_P174793
23 _P73114
23_P103932
23_P348146
23_P18751

23_P41217

23_P329152
23_P360744

A_23_P78980
A_23_P54447
A 23 P91221
A_23 P48029
A_23 P51787

A_
A_
A_
A_

23 P157628
23_P168847
32_P135336
23 P404162

A_23_P9214
A_23_P54968
A_23_P55682

A_23_P163087

A_32_P48054

MYOF
LOC643733
SusD3
GPCPD1
MANEAL
HLA-DRB5
ARHGAP22
KRT72
CARS2
PRKCQ
LYNX1
KHDRBS2
WNK3
ALDOA
ABCA7
FAM162B
CNIH3
MPP7
GIMAP4
ACVR2B
C20orf88
EFNA1
SH3BP5
DST
KLRF1
VOPP1
ZNF366
DERL3
ABCA6
SMARCC2
FAM69A
HDGFRP3
ADK
Clorflle
GALR3
PTGDS
PTOV1
PCSK1
PROS1
FGR
SLAIN1
TMPRSS11E
CD206R1
ILF3
RAG1
B3GNT3
LINCOO597
PKIG
CLEC4A
AMPD1
DEFB4A
FBX016
LOC388242
HDAC9
NANS
ST6GALNAC1
ZSCAN18
NID2
CNR2
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.126085
.125441
.125343
.125313
.124586
.123958
.123951
.123092
.122698
.121966
.121254
.120868
.120536
.120381
.120266
.119999
.119489
.119432
.119206
.118026
.117812
.116961
.115917
.115594
.115524
.114118
.113949
.112482
.110336
.110241
.109894
.109821
.109794
.109577
.109148
.108939
.108573
.107737
.107686
.105700
.104229
.103476
.103375
.102806
.102673
.102391
.102360
.102121
.102038
.101891
.101462
.100779
.099678
.099648
.099179
.098322
.098092
.097632
.097599
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.971107e-03
.490417e-07
.281836e-03
.325576e-06
.640334e-07
.631768e-03
.011458e-03
.199449e-03
.651832e-04
.026613e-06
.777132e-04
.522879%e-02
.800972e-05
.565378e-02
.812448e-03
.540076e-03
.260102e-05
.276193e-07
.931655e-03
.300029¢e-04
.341987e-05
.379515e-03
.131958e-06
.041924e-02
.460032e-03
.670015e-06
.561611e-04
.810676e-03
.669684e-03
.519033e-03
.542203e-04
.256570e-04
.960718e-07
.436582e-03
.734638e-03
.075158e-03
.685278e-07
.514972e-03
.240954e-02
.181349e-04
.214427e-04
.822590e-02
.506260e-05
.640861e-06
.618865e-05
.119129e-06
.128039e-03
.245044e-04
.999748e-04
.330616e-04
.927809%e-02
.823519e-06
.187800e-06
.911744e-03
.931406e-08
.421421e-06
.195156e-04
.598030e-04
.517546e-06
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H#H#
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##

A_23_P26854
A_23_P61371
A_23_P100263
A_23 P331928
A_23_P204847
A_24_P459739
A_23_P98565
A_23_P66473
A_23 P152160
A_24 P69095
A_23_P44105
A_23_P16944
A_23 P331895
A_23 P74278
A_23_P159305
A_24 _P129107
A_23_P121602
A_24 P133905
A_23 P41789
A_23_P211007
A_23_P74145
A_23 P217269
A_23_P5831
A_23 P345799
A_32_P181513
A_23_P134854
A_23 P6746
A_23 P110253
A_23_P66608
A_23_P48198
A_23_P2705
A_24 P136866
A_23 P146274
A_23_P46118
A_32_P39003
A_23_P502488
A_24 _P5305
A_23_P61466
A_24_P944253
A_23_P102481
A_23_P428887
A_24 P322756
A_32_P234184
A_23_P10025
A_23_P363275
A_23_P54816
A_32_P4262
A_24_P35228
A_32_P224498
A_24_P227993
A_23_P99260
A_24 P329487
A_23_P118065
A_23_P137276
A_23_P19894
A_23_P16225
A_24 _P115007
A_23_P423331
A_24_P41629

ARHGAP44
TMEM173
CMIP
CD109
LCP1
LOC100505622
MS4A14
PITPNC1
SNN
ENC1
LAT
sDC1
TTYH3
PDE4B
TAF15
NKD2
SAP30
ccL23
SLC27A6
NRIP1
cD48
VSIG4
HPCAL1
FAM129C
ZNF730
CLDN23
IQSEC1
KIT
KAT2A
GLT8D2
LPAR6
SLC8A1
STMN2
CHML
LOC100133050
ATGA4C
SPG7
CD163L1
KLHL6
CTLA4
KLHL34
TRPM2
HES5
NELL2
WDR66
ATP6VOC
CFAP61
GRHL2
cLU
UBE2I
METAP2
FAM84B
HSD17B2
AKAP13
AQP1
BEST2
ALDH5A1
NTNG2
RPL21P44
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.097560
.096419
.095790
.095424
.095033
.094787
.093910
.093875
.092132
.092039
.091682
.091471
.091357
.090924
.090901
.089594
.089216
.089188
.088609
.088497
.088340
.088065
.087949
.087717
.087677
.087428
.087154
.086962
.085712
.085510
.084885
.083732
.083418
.082415
.080788
.080564
.077911
.077785
.077266
.075893
.075313
.075072
.074394
.074265
.074118
.073183
.072847
.072688
.071735
.071684
.071285
.071005
.070310
.069642
.069603
.069305
.068964
.068479
.068474
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.758718e-03
.813333e-06
.111141e-03
.816941e-04
.546966e-05
.475406e-05
.593018e-02
.211663e-08
.362656e-06
.130167e-05
.556858e-04
.024600e-06
.682884e-07
.026613e-06
.543580e-03
.841103e-04
.518281e-03
.001457e-06
.743177e-03
.874984e-04
.127516e-03
.911383e-02
.744283e-09
.361185e-04
.688730e-06
.966480e-03
.570785e-05
.579815e-03
.360740e-05
.776351e-04
.313396e-04
.854752e-04
.726183e-02
.840709¢e-06
.155833e-04
.005439%e-07
.725023e-07
.337768e-03
.073628e-04
.765682e-05
.278468e-03
.356156e-07
.569848e-04
.315650e-02
.467868e-03
.192153e-05
.426470e-05
.707200e-04
.899145e-03
.692468e-07
.053675e-03
.642145e-04
.484190e-03
.799248e-05
.130846e-02
.116405e-03
.342751e-04
.395134e-03
.437248e-03
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H##
##
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##
H##
H##
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

A_23_P163647
A_23_P415663
A_32_P128701
A_23 P103522
A_23 P135381
A_23_P400298
A_24_P936319
A 23 P31725
A_23_P73982
A_23_P250607
A_24 P161973
A_24 _P221385
A_23_P319423
A_32_P51237
A_32_P199292
A_23_P410115
A_23_P410965
A_24 P602507
A_23_P387057
A_23_P34554
A_23_P153022
A_23 P134484
A 23 P11742
A_23 P107963
A_23_P156327
A_32_P176701
A_32_P66881
A_32_P64016
A_23_P29655
A_23_P46588
A_23_P86012
A_23_P430068
A_23_P654
A_23_P69171
A_23_P105251
A_23_P413021
A_24_P497437
A_23 P151106
A_24_P728920
A_23_P105862
A_24 _P57898
A_32_P144708
A_23_P32233
A_23_P101380
A_24_P67980
A_23_P70968
A_23 P415021
A_23_P206324
A_23_P45185
A_23_P76529
A_32_P168973
A_24_P37441
A_23_P216080
A_23_P74629
A_24 _P193435
A_23 _P26713
A_23_P427148
A_23_P106145
A_23_P68824

ECI1
TIGD3
USP53

SELL

SP5
PRSS22
GAB1

BLK

NDC1
PLS3
ATP11A
LOC101928068
KCNK5
KANK4
FAM6OA
ENTHD1
KIAA1522
HYKK
TUBB
CACNA1E
KRTAP2-4
CALCR
WASH2P

FUT1

TGFBI

CFAP65
TLR4
SNX29P2
C3orfl4
IRF2BP2
LAMB3
PDPN
ZBTB17
SUCNR1

GLI1
MAP10

LOC283788

PHB2

FIRRE

FRY

BHLHE23
CTBP2

KLF4

B3GNT8
L0C100129447
HOXA7
METTL7A
HSDL1

FIGF
ITGB7

KRT16P3

PDK1
HOOK3
RPS27

TIP1
RPL23

PROCA1
ERO1A
SMARCB1
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.068399
.068232
.067878
.067788
.067655
.066834
.065659
.065583
.065108
.064916
.063889
.063783
.063314
.062716
.062384
.062143
.062107
.061515
.061342
.060136
.060060
.059487
.059070
.059061
.058503
.057220
.057156
.057122
.056893
.056693
.056647
.056627
.056371
.055023
.054671
.054658
.053746
.053369
.052892
.052829
.052638
.052408
.051748
.051313
.051310
.050776
.050706
.049819
.049171
.049027
.048897
.048872
.046341
.046327
.046068
.045912
.045726
.045447
.045079
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.377095e-05
.362770e-05
.900628e-05
.235650e-04
.224530e-03
.605590e-05
.677249%e-04
.974697e-04
.386698e-04
.524258e-02
.216951e-06
.584336e-03
.377638e-06
.431601e-05
.994175e-08
.465676e-04
.103268e-03
.407750e-06
.291674e-05
.311288e-03
.322143e-04
.172174e-05
.043768e-07
.540461e-05
.541053e-02
.329412e-02
.460032e-03
.260045e-03
.861012e-02
.347222e-05
.857969e-03
.057070e-02
.092300e-07
.863064e-03
.935598e-07
.744792e-05
.872230e-02
.952146e-04
.886262e-04
.259905e-03
.618125e-02
.672499%e-03
.334678e-04
.595926e-05
.205415e-02
.613657e-02
.153252e-05
.623101e-06
.514656e-04
.451170e-03
.601417e-02
.900015e-09
.062214e-04
.297285e-04
.436587e-03
.261456e-04
.764814e-06
.220085e-02
.526375e-05
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A_24 P314159
A_23_P502320
A_32_P207169
A_23 _P122662
A_23_P149975
A_32_P141768
A_23_P250347
A_24_P411749
A_23_P64828

A_23_P90845

A_24 _P110719
A_32_P94667

A_32_P820503
A_23_P382065
A_23_P93690
A_24_P931443
A_23_P4083335
A_23 _P337753
A_23 P34767

A_23_P360316
A_23_P427023
A_23 P397543
A_24 P808522
A_23_P303803
A_23_P340148
A_23_P321920
A_23 P119593
A_23 P117852
A_32_P118397
A_23_P403398
A_24_P928052
A_24 P234701
A_23 P431591
A_32_P144908
A_23_P133146
A_23_P384056
A_23_P85082

A_23 P1759

A_32_P142028
A_24_P375421
A_23 P92161

A_23 P216429
A_24 P65292

A_23_P84705

A_24_P200162
A_23_P385126
A_23_P368996
A_23_P70007

A_23_P143713
A_23_P382811
A_32_P347617
A_32_P133072
A_24_P141481
A_23_P41796

A_23_P353524
A_23_P155257
A_23 _P168898
A_24_P254278
A_24_P788878

APP

AGRP
SERTAD4-AS1
GFOD1
FAM107B
AGPAT4
CAMK4
ADGRG6
OAS1
TIAl
ZNF236
PDE4DIP
FTH1
EMCN
MCM7
GPR68
EXPH5
SP140L
YBX1
FUT3
GIMAP1
LINCOO174
RPS14
C19orf18
ZNF711
CCL3L3
EPHX3
KIAA9101
HEPACAM2
DKFZP58611420
NRP1
APBB2
ANXA2R
ZNF254
H2AFZ
CCDC14
RHOXF1
JAML
HNRNPC
SNX22
ARL14
ASPN
SOX8
TNFRSF13B
HIGD1A
DEPDC7
LRRC56
HMMR
APOBEC3G
SNX31
APOBEC3H
SPON1
CD59
MAP3K1
IVL
FOXP1
RPS20
SLC23A2
C2CD4B
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.044913
.044307
.044119
.044018
.043451
.043322
.042989
.042408
.041842
.041719
.041626
.041594
.040994
.040690
.040314
.040277
.040014
.039169
.038615
.038551
.037431
.037326
.037166
.037113
.035549
.033893
.033357
.033285
.032796
.032509
.032353
.030626
.030461
.030400
.029950
.029647
.029322
.029084
.029042
.028962
.028544
.027602
.027428
.027301
.026552
.026060
.025315
.025196
.025190
.024756
.024714
.024498
.024031
.024031
.023811
.023531
.023485
.021531
.021278
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.744792e-05
.715115e-08
.035713e-03
.130940e-03
.809504e-03
.942283e-04
.875571e-08
.798720e-05
.518873e-04
.514454e-06
.938869e-06
.651410e-03
.566019e-03
.710118e-02
.508768e-03
.415039%e-04
.208195e-03
.843402e-06
.664703e-04
.281704e-02
.438524e-04
.915572e-03
.907436e-03
.209757e-04
.218123e-02
.220226e-05
.323389e-03
.704464e-02
.055248e-04
.534744e-05
.579384e-03
.418072e-04
.055542e-04
.937412e-05
.680521e-03
.095179%e-05
.143116e-04
.000496e-03
.661909¢e-04
.956829%e-07
.624812e-02
.851302e-02
.205514e-05
.654816e-04
.217288e-04
.287738e-04
.918777e-06
.407700e-02
.770955e-05
.257219%e-03
.144378e-06
.281836e-03
.022571e-05
.021994e-03
.984071e-03
.057718e-03
.201070e-03
.759006e-05
.575184e-02



##
##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
H##
#i
#i
#i
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
#i
#i
H##
H##
H##
##
##
H##
H##
##
##
##
H##
H##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
H#H#

A_24 _P234116
A_23_P57020
A_24_P150676
A_23_P40664
A_23_P54770
A_32_P230828
A_24 _P177585
A_23_P56494
A_24 P135092
A_32_P88892

A_23_P402804
A_23_P128147
A_23 P250156
A_32_P177300
A_23_P252642
A_24_P66522

A_23_P8281

A_23 P162579
A_23_P204208
A_23_P15247

A_23_P253317
A_23 P24332

A_23 P71037

A_32_P87697

A_23_P208182
A_23_P417942
A_23_P96599

A_23_P126803
A_23_P23346

A_32_P168342
A_23_P116235
A_23 P142849
A_24 P141214
A_24 _P385611
A_23_P119344
A_32_P154256
A_24 P213884
A_24 P208909
A_23_P79251

A_23_P59261

A_24 P483145
A_24 P361457
A_23 P112726
A_23_P368278
A_24_P892612
A_32_P11372

A_32_P184727
A_23 _P76312

A_24_P917492
A_23_P127579
A_32_P129265
A_23_P93562

A_23_P162668
A_32_P152348
A_23_P207967
A_23_P206920
A_23_P77965

A_23_P40174

Clorf56
GTSF1L
TRAPPC2L
CSNK1E
APOBR
GAS5
GEN1
SLC38A11
ANKRD36B
RPL7A
NKX6-3
TUBA1B
IGF2BP2
ZADH2
BBS5
CEP131
IFNGR1
HSPBS8
KLRD1
CDIP1
GPR171
MUC15
IL6
HLA-DRA
SIGLEC10
FNBP1L
TMSB15B
ARPC5
MLLT11
Céorf25s
MDK

RND3
STOM
SP100
TEAD2
YWHAQ
TNXB
TRIM2
EHD3
TPBG
L0C286272
ENDOV
SCNOA
FCHSD2
L0C100128164
FGF7P6
KPNB1
GUCY2C
TTLL3
PTS

GDF7
SESN1
CPM
HIST1H2BD
CTIF
MYH11
HEATR6
MMP9
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.021272
.021019
.020369
.019889
.019675
.019592
.018973
.018358
.017142
.017096
.016585
.016253
.016057
.015777
.015323
.015172
.014233
.013916
.013843
.012324
.012258
.010501
.009861
.009341
.009298
.009174
.009104
.008886
.008842
.008578
.008303
.007534
.007417
.006809
.006451
.006426
.006404
.006083
.006046
.005465
.005277
.005060
.004697
.004561
.004512
.003899
.003762
.003277
.003159
.003143
.002765
.002692
.001902
.001081
.000981
.000870
.000699
.000118

NOWWOVUWNNRWNNRWRUWNOROREPNNRPRERPPRARNWNMNOWRRERRWNPMPOAOCPORNMNWRADMNRPWNRRRR W

.236511e-04
.348019e-05
.577051e-07
.767208e-04
.745969e-05
.051270e-02
.701751e-03
.894130e-04
.840526e-03
.000716e-05
.257332e-03
.066388e-04
.188942e-09
.476188e-04
.056684e-03
.614841e-907
.424347e-04
.040297e-04
.114811e-06
.951751e-05
.310670e-03
.340429e-02
.581098e-02
.542464e-02
.151380e-06
.314009e-04
.840778e-03
.270139%e-04
.599161e-03
.391785e-04
.209294e-02
.479540e-02
.333138e-03
.286384e-06
.281370e-07
.010976e-03
.351765e-02
.005898e-04
.614172e-04
.431384e-04
.210347e-06
.269656e-07
.469039e-04
.291674e-05
.407989e-05
.118562e-03
.018108e-03
.536259e-03
.842395e-03
.541079e-06
.424940e-03
.325662e-05
.991243e-03
.967538e-02
.829847e-05
.104870e-04
.077427e-07
.761976e-02



Annex 3. Llista dels 461 GDEs de GSE9327

#it Gene.Symbol logFC adj.p.val
## 5930 HLA-DMB 3.532267 8.551422e-05
## 6001 IL24 3.460703 8.452010e-12
## 4949 CHL1 3.359551 3.250915e-05
## 2156 MAP2K2 -3.031351 1.350592e-08
## 6034 TNFSF4 3.028547 5.318366e-06
## 2115 TCL1A 2.924089 2.648031e-03
## 1301 NTN4 -2.722661 2.938664e-07
#it 4842 LTB 2.715000 2.910037e-06
## 2275 SFRP1 -2.677247 3.218791e-12
## 2760 AKAP13 2.640505 4.863976e-03
## 3457 OAS2 2.601721 2.782940e-06
## 4870 AGT -2.566215 7.408218e-06
#i# 4430 ITGAS9 2.558333 5.955803e-07
## 5730 RORA -2.511892 5.389106e-06
## 824 SEPP1 -2.503451 2.441355e-08
## 4025 RASSF2 2.491316 1.333983e-08
## 2186 TSPAN7 -2.407794 6.381031e-10
## 1351 PDGFRA -2.379757 3.836165e-07
## 3319 BLVRB -2.350790 1.565556e-16
## 1853 MAF -2.316377 1.891580e-10
## 4685 ITGA6 -2.310810 3.218791e-12
## 5861 RAP2A -2.300748 1.921543e-06
## 3232 LHFPL2 2.294858 6.014202e-11
## 6058 TDGF1 -2.289838 1.010756e-05
## 4663 MMP9 2.249818 1.727892e-02
## 2003 EPS8 -2.237692 8.317385e-12
## 3438 PBX1 -2.228958 1.466322e-04
## 552 ATF3 -2.194657 9.664989%e-12
## 5919 CCND1 2.183430 2.909466e-06
## 2297 MS4A7 -2.168125 1.211373e-04
## 5537 IGF2 -2.166619 3.114552e-05
## 3456 PLCB3 -2.157778 9.690299e-06
## 2208 ALDH1A1 -2.121235 4.524147e-11
## 2888 RERE 2.114188 2.436998e-08
## 4741 POU2AF1 2.107814 6.381031e-10
## 890 CTGF -2.080270 5.469382e-05
## 4658 CD27 2.077976 1.038637e-02
## 755 ST14 2.060567 1.766494e-11
## 2039 NME3 -2.031923 4.960852e-06
## 3388 GPC3 -2.030915 1.652447e-08
## 5141 ENO1 -2.021206 1.214342e-03
## 415 CCL15 -2.019670 1.430784e-08
## 4956 ETV1 -2.013360 5.393459e-09
## 4967 DKFZp547E087 1.998279 6.381031e-10
## 5925 ABI2 1.997432 6.385424e-09
## 4902 PDE2A -1.976303 1.372272e-06
## 3165 RAB31 -1.965967 1.156559e-09
## 168 KLF4 -1.961902 9.223040e-08
## 194 PTP4A1 1.959000 2.450831e-02
## 614 PRKAR2B -1.955445 2.999729e-12
## 521 CD36 -1.952571 1.253304e-05
## 5594 PRDM2 1.950833 1.845836e-03
## 2558 CTNNAL1 -1.946645 3.218791e-12
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##
#H#
##
##
#H#
##
##
##
##
#H#
##
##
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#i
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H##
H##
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H##
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##
H##
H##
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
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##
##
##
H#H#
H#H#
H#H#
##
##

3347
3229
4688
560
5673
936
1873
4095
947
3088
52
5771
4698
5129
1010
5807
4818
4690
4022
5569
3222
4794
2138
815
586
3889
4699
5780
888
4466
5866
3577
5689
5052
3408
5395
3138
2846
6011
3183
5197
5882
2147
5868
6040
3219
1235
3627
2283
3421
604
3378
3300
2415
1933
1286
4145
4933
5314

SPP1
AREG
YES1
VIM
CYBASC3
NNMT
SPIB
PPP1R3C
TNFSF10
RAB3B
ETS2
MMP20
TIMP3
RHOB
LDB2
FBX011
ARHGAP25
EDG1
HDDC2
KRTAP5-9
ASS1
MAGEA6
CXCL1
HCK
CXCL12
WIPF1
IFITM3
MAP4K1
FLJ42258
CEPT1
MAP3K13
SPCS1
BRDG1
MAML2
PIK3CD
BCL11A
GUCY1A3
MRFAP1
USP45
CYTL1
NPDC1
FANCC
FOSL1
CD74
CD63
DLK1
SORBS1
POU2F2
MAFB
DNAJC4
RDBP
CSPG2
IGSF1
EPAS1
LTF
LHFP
ERBB3
USP3
CDKN1C

.935891
.923181
.916498
.912667
.899561
.897571
.886498
.882672
. 880286
.875769
.867713
.853798
.853502
.853401
.838220
.811135
.807510
. 804668
.800830
.792308
.790648
. 788649
.775253
.769103
.768205
.758857
.748623
.743381
.733826
.733253
.712549
.709737
.698138
.694838
.693279
.687895
.687244
.685714
.678083
.667011
.660020
.659210
.648158
.647692
.647227
.642735
.637222
.633258
.632890
.627081
.623055
.620556
.616857
.615842
.613547
.609015
.602911
.595506
.595260

RPRPNNRPRPONRPRRPRUUOCOREREPNNRPODWWWORRPADMNMRORNPAPRANRPNNNRPOPMPRPRWNRWROUORENDUNPAMRPR

.588648e-04
.226508e-11
.895881e-05
.695930e-03
.066188e-09
.300698e-10
.688769e-05
.189872e-06
.146762e-09
.877421e-06
.776468e-09
.298883e-03
.572160e-07
.396428e-09
.190450e-08
.362169e-09
.576662e-04
.264073e-02
.407981e-08
.143273e-03
.194263e-07
.752091e-03
.621262e-05
.207804e-02
.076423e-08
.996805e-06
.408468e-07
.490487e-05
.833370e-06
.101690e-07
.073632e-04
.319911e-04
.559290e-06
.531451e-05
.352543e-07
.579680e-08
.442085e-08
.398726e-11
.888619e-04
.310390e-08
.146600e-12
.355050e-03
.821623e-06
.130648e-03
.449454e-08
.808427e-06
.199082e-08
.034831e-03
.750913e-05
.366963e-03
.127495e-05
.796757e-06
.655196e-07
.858208e-09
.753871e-02
.436998e-08
.531215e-06
.661337e-05
.350592e-08
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#H#
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#H#
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H#H#
H#H#
H#H#
##
##

5791
5301
2743
6074
4755
3925
2372
1204
4804
6004
1396
5324
3379
3069
5147
3609
150

3471
4327
174

2562
1948
782

4345
4547
4830
3986
5623
5146
2060
5322
4852

3237
5139
951
893
699
3988
1867
4908
1994
3143
3564
163
3238
509
2477
515
4226
5350
433
1774
3831
3115
4546
79
3392
3841

MAGEA2
CTSL2
NHLRC2
cuL1
IFITM2
Cl2orf47
IL6ST
TRAF5
MAGEC1
FBXL20
NSF
RGS2
UPP1
LOC493869
LOC645619
TGFBR3
ITGB1
ATF1
SEMA4C
TFAP2C
MPP6
IFITM1
DDX17
DUSP22
GLTSCR2
CCRL2
SLC6A10P
PCAF
TRRAP
P2RY5
FLNC
CcD6
ANXA1
SMARCC1
PIK3C2B
SFRP4
Cc7

LGMN
S100A9
TEK
MAGEB3
RAB32
DNAJC6
RLF
IGFBP1
STMN1
CX3CR1
LAPTM4B
CDH11
SEC11C
AATF
TRIM22
ALDH1A2
PPP1R9B
EPB41L3
PSAT1
CCL4L2
GAS7
CDC42BPA

.594049
.587207
.583918
.583430
.578618
.578212
.577692
.575911
.572602
.565275
.561111
.560769
.557089
.553401
.552065
.542599
.541372
.540497
.538857
.537490
.529167
.528806
.518000
.516579
.512530
.511102
.507380
.504798
.499737
.497158
.495876
.494605
.493988
.492206
.490648
.486403
.485177
.475223
.472874
.464591
.463776
.458087
.443114
.442620
.441781
.440520
.435863
.434190
.428158
.423722
.423708
.422620
.419717
.410040
.406284
.406093
.397758
.393138
.392183

UVITNMNNUVOORFR OFRPRRFRPRONRPRBABNWUNMPBEANENMNNENMNONNUNWNWRARRNOROPONMNWUOONNMNNREPENMNPAARPRPRWERERWOLR

.836534e-02
.399850e-08
.211881e-04
.175357e-06
.365160e-05
.082777e-05
.488742e-07
.214905e-07
.984114e-06
.004173e-07
.481556e-10
.582839%e-03
.558782e-11
.206084e-05
.256899e-06
.114552e-05
.387670e-07
.066918e-04
.664989e-12
.493280e-05
.047090e-07
.337648e-04
.419231e-04
.199700e-06
.617355e-05
.180899%e-05
.082777e-05
.030219e-05
.990415e-07
.438142e-07
.612144e-05
.479507e-07
.051417e-05
.381031e-10
.361486e-04
.160314e-07
.832336e-03
.194263e-07
.268491e-02
.655196e-07
.688990e-06
.194263e-07
.555951e-06
.182328e-08
.316059%¢e-04
.255053e-06
.910262e-06
.170881e-04
.938664e-07
.283887e-08
.279203e-06
.839477e-08
.399252e-05
.481566e-08
.479958e-09
.203096e-06
.898365e-02
.556520e-07
.342987e-09
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4868
417
1160
4163
4765
6119
2625
2451
3227
3980
22
2178
1213
4459
3126
5004
3167
683
3110
5895
3014
390
3832
3998
1452
541
2143
4388
5354
1039
5291
2129
5757
1551
1135
16
2299
1928
2851
3557
842
4692
446
5844
807
4559
411
5744
88
3314
2620
5751
2509
5926
4657
5199
5345
4757
4935

PTTG1
TGIF
EGFLAM
MMRN2
CA9
CDCAS8
MGC16121
WBP5
GPC6
ANGPTL2
RPS16
CTSL
FYB
ZNF395
VANGL1
KIAA1212
MICAL2
GPM6B
BAG2
FZD1o
SPRY2
COL6A3
CDC2L2
TKTL1
MAN1C1
ANXA4
FGF7
HLA-A
IL1RAP
RRAS2
PTPN6
NFIL3
MAGEA1
PRELP
RBM4
PLOD2
SLC43A1
LYz
RAB38
RBL1
TRAF4
PRKCD
GLDC
SP110
CSRP2
LYN
PELO
MT2A
RALA
AK1
PCDH17
EVI1
KLF8
ITGA4
TOB1
INPP5B
ST3GALS
COX7A2
ANLN

.390081
.388097
.388089
.387086
.384514
.381655
.381567
.381538
.380534
.380027
.378377
.375385
.372037
.369011
.366389
.364144
.361476
.357389
.356923
.356061
.354553
.349798
.348907
.348613
.347602
.346599
.345085
.343472
.342778
.342719
.339332
.339293
.338221
.336804
.333785
.333514
.332201
.329647
.327094
.324615
.319408
.318866
.317934
.317834
.314973
.314960
.312453
.311507
.309518
.307609
.306690
.304721
.303649
.303158
.302510
.302267
.301958
.301040
.300830

P AP WANRPRPRPREPNMNPANMNUVOUUDNORPPDPOWWNOURWERRUNMNENMNOPAANMNMONOGOCONPANRPRORRERPERPRPROOCOWWORNIERE

.474182e-06
.692312e-10
.284558e-02
.401104e-03
.661217e-03
.612662e-06
.402680e-07
.363185e-06
.175357e-06
.317837e-06
.412980e-05
.377467e-05
.293590e-05
.551467e-07
.996827e-08
.538290e-04
.300698e-10
.749973e-07
.487449e-04
.010965e-06
.266089%e-11
.546737e-06
.170994e-08
.476483e-05
.899664e-08
.154047e-08
.695958e-06
.560604e-05
.412632e-06
.555951e-06
.766672e-03
.171612e-05
.033692e-02
.996827e-08
.664989%e-12
.901376e-07
.693876e-06
.410383e-05
.722087e-08
.174000e-09
.575513e-04
.532117e-08
.341058e-05
.411984e-04
.644272e-07
.280515e-04
.742401e-05
.058649¢e-04
.030219%e-05
.920746e-08
.449852e-03
.965941e-07
.614667e-02
.332576e-06
.680520e-06
.851322e-05
.916112e-07
.774355e-07
.842700e-03
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2166
3411
1122
4354
3056
3323
1877
4793
4391
4047
4154
3303
3914
4689
2017
3195
5683
2020
1100
1246
109

4819
4817
3449
1456
5305
5298
3348
4364
1687
6113
4084
5781
2033
609

957

2356
4642
5801
3601
689

3669
3415
310

2165
370

5701
1960
2716
5221
563

3491
185

371

4210
4845
6097
1438
803

CYP21A2
XRCC3
CXXC5
BCAR3

NFIA
uUTXx
STAT4
FIGF
PLCB1
HLA-F
ZC3H12A
IRF4
BCL7B
BTK
Cloorflile
CTNNB1
UGCGL2
TSC22D1
Clorf38
MPDZ
PAM
HSPB2
ICAM5
ARL4D
MTAC2D1
FCGR2B
PPFIA4
CYR61
CRLF1
SLC6A16
MARCKSL1
FLJ21839
IL8
FCGRT
PRG1
HRASLS3
QSCN6L1
PRKAA1
HSF1
RBM4B
KRT7
PCSK9
NUCB2
TRAF6
CCNE1
CYFIP2
HIG2
RXRG
ZHX1
CCL20
MYBL2
SAPS3
RAGE
HYAL1
NLK
SH2D1A

DCUN1D5
MEIS2
PROCR

.297976
.294636
.294190
.290457
.289356
.287407
.286476
. 284005
.283472
.282515
.281944
.281115
.279966
.279170
.275906
.273514
.272489
.270850
.267976
.267108
.265983
.265031
.262391
.260951
.259210
.258484
.257950
.254574
.253826
.253785
.253718
.252308
.250709
.248623
.245769
.242146
. 240567
.236053
.227834
.224137
.220249
.219509
.218644
.217838
.215897
.210243
.203611
.201516
.201282
.199919
.195506
.193401
.192000
.191227
.191026
.190211
.189838
.188030
.187895

P RPRWNRPRPONPONMRPNOUOCOARNRERPRERPNOPAARORPRNEFREPNMNREPWNUNMNOOUNNRERPRRERPUUOROOREPOORPANDODNDNOO

.984464e-06
.062037e-04
.283281e-09
.901517e-05
.310341e-07
.487086e-05
.730415e-03
.746201e-04
.396390e-05
.244274e-03
.665711e-06
.258701e-06
.034878e-05
.497008e-03
.087626e-05
.662744e-06
.333983e-08
.695377e-08
.533513e-04
.744677e-06
.892169e-08
.175789e-05
.136428e-04
.200409e-06
.619753e-05
.443569e-03
.004554e-06
.236486e-02
.280046e-04
.241015e-03
.327673e-03
.938781e-05
.056430e-02
.366956e-05
.093957e-06
.490243e-08
.420211e-05
.950914e-06
.628095e-07
.844627e-08
.209389e-06
.698300e-03
.040341e-07
.877421e-06
.630647e-06
.739792e-08
.496410e-08
.859387e-05
.498540e-09
.175186e-02
.256899e-06
.102770e-05
.092238e-09
.358575e-06
.143640e-06
.289320e-04
.288066e-04
.966618e-05
.901759%¢e-04
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#i
#i
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H##
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H##
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H##
H##
##
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H##
H##
##
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##
##
##
##
##
##
##
##
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62
1880
6107
1931
2262
5289
246
3407
524
105
378
4608
4877
5188
2472
3790
5613
3252
4024
2104
5150
5215
3926
6086
465
526
1283
5739
766
3150
5950
3029
485
1324
4008
760
3230
4802
2587
5304
506
4696
3103
3871
4123
635
4672
3447
3905
1225
4568
816
5444
3752
3053
2420
2650
5204
4667

THBD
SCG2
TNFSF13B
LIPA
CREG1
SECTM1
SLK
CDC14A
BRCA1
PLCG2
CCT2
RIPK3
SMARCA1
ZDHHC5
LATS2
FzD4
ATP8A1
UBA52
MEA1
PTTG1IP
PFTK1
CDH19
GBP1
TPI1
FMOD
CEACAM1
MLXIPL
TNFRSF18
EIF2AK1
DDIT4
MAGEL2
COL12A1
DPYD
BCL2
MDK
DKK3
COX8A
GDF5
ALDH5A1
ZFYVE9
COL15A1
AHR
SNCAIP
DPY19L3
UHRF2
MEST
TNC

ADA
Cl2o0rf32
LOC727820
CPT1A
ST5
GNG12
CTTNBP2NL
HSPA4L
OLFM1
SDC3
TNF

ID2

.186377
.184888
.183636
.181247
.178826
.178761
.174449
.171991
.171174
.170694
.169798
.167828
.166134
.162308
.161275
.160956
.159621
.158860
.157470
.153806
.153522
.152692
.152008
.151964
.150865
.148246
.147738
.147521
.146609
.144844
.144638
.141754
.141561
.139956
.138725
.138543
.136417
.135198
.134857
.132505
.128462
.124703
.124548
.124314
.123887
.123823
.122490
.121721
.121718
.121255
.116781
.116674
.115197
.114264
.109802
.107778
.107464
.107048
.106050

R UONNRPFPORNMNMNPRPUDMNONIOREPRPRNWUDUNRORWPRAWNORNPAPROOOWUOWRANMUREROUUR, OUTRL R U RAERWUV

.643702e-07
.199094e-06
.631857e-03
.004730e-04
.916112e-07
.174392e-07
.188026e-06
.634782e-08
.695377e-08
.236493e-05
.381031e-10
.295540e-03
.471757e-05
.329106e-05
.200409e-06
.688990e-06
.721183e-04
.403268e-05
.646349e-04
.012087e-07
.399252e-05
.128065e-04
.355709e-04
.108777e-04
.071453e-04
.888350e-07
.532736e-04
.172030e-05
.933153e-06
.309525e-04
.563428e-02
.124634e-06
.215137e-05
.258701e-06
.498279%e-03
.242273e-05
.789344e-08
.038041e-04
.090353e-03
.425927e-06
.999717e-03
.831268e-04
.145865e-07
.487679e-06
.683009e-06
.694395e-08
.180899e-05
.442652e-06
.137023e-03
.339739%e-04
.172651e-06
.149133e-06
.598454e-05
.717596e-06
.065369e-05
.444095e-05
.293595e-04
.821348e-03
.392741e-06
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2130
5999
5038
4557
3655
2092
4718
4535
4671
2475
4901
1146
2204
4800
5262
5789
1516
4255
4652
4151
3018
5241
5994
698

3431
3594
892

3249
565

3265
1963
1967
4356
3412
4321
3992
4797
1367
1764
4433
5467
3441
5356
3260
898

4078
4907
2867
2154
3380
939

2871
4273
257

3254
5069
5123
449

1734

DAPK1
LHCGR
NFYA
CDH16
GNAI1
AUTS2
DCC1
SLC15A3
GNAS
TMLHE
SPG3A
GSDML
ANK3
HRK

GAL
IL17C
JMID2B
PSTPIP2
BIRC3
MRPL22
HOXA5
HDAC5
RASA2
DPYSL2
HDAC1
C200rf116
c2
TOMM40
PLAU
CTSA
PLA2G7
DOC1
PLEKHG1
AIM2
SMARCB1
CD82
FER
KIF13B
ZBTB46
LARP5
FOXP1
LOC90925
GNAQ
CKB
COL1A2
PPFIBP2
ccL23
MICALL2
DHFR
NID1
PCMT1
RPAIN
DNAH11
SP140
HIST1H4C
SLC25A33
SNX13
GSTM3
PXK

1

.105470
.101174
.099560
.097500
.097500
.094352
.094008
.092045
.088333
.087925
.086989
.086842
.082914
.082513
.078340
.077060
.076383
.076019
.074413
.072557
.070588
.070121
.069824
.067814
.067470
.067267
.067166
.066437
.066134
.064765
.063774
.062765
.061601
.059808
.059534
.058526
.058437
.056791
.056362
.056199
.051797
.051746
-1.
-1.
-1.
.047778
-1.
-1.
-1.
-1.
-1.

1.

1.

1.
-1.

1.

1.
-1.

1.

050718
050220
050096

047543
047131
046895
044703
044656
044579
043430
043178
041985
040192
039910
039514
039231

P ANNRPROUNORPPPPRPRORNMNWONUVWNUNMBPANMNNWNOUNOORANNYNWNOTWWREARRARRNPPRERPPONRPRORPE R

.101690e-07
.419572e-03
.601743e-06
.391334e-04
.658826e-08
.796757e-06
.040465e-02
.440078e-03
.810977e-03
.515666e-06
.085907e-07
.058468e-03
.565199e-08
.422995e-04
.306300e-04
.112481e-03
.644505e-07
.556367e-04
.352246e-03
.671525e-06
.948009e-08
.051426e-04
.332926e-05
.006243e-04
.926468e-10
.199094e-06
.047090e-07
.332926e-05
.175789e-05
.008100e-07
.120604e-02
.008100e-07
.439397e-03
.010134e-02
.926487e-07
.317587e-03
.018374e-05
.578684e-07
.188815e-09
.620349e-03
.404635e-03
.096635e-04
.790325e-07
.133352e-03
.698908e-04
.056079e-04
.954059e-05
.722773e-06
.985684e-03
.809724e-09
.941869e-06
.288460e-05
.714131e-06
.141012e-03
.379062e-03
.002561e-05
.008100e-07
.381097e-05
.504535e-05
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4594
6085
4135
5810
1592
4556
153
66
5228
5175
2031
1474
1584
5793
2581
3268
1999
3406
4903
1389
5798
1810
5265
5399
884
4704
3928
941
4107
2290
5727
4994
3804
2110
34
1804
4665
47
3548
1418
6006
6036
1726
3563
1392
975
4536
5050
4292
4422
2792
5452
5529
4314

NOTCH4
UCHL3
KIAA1545
CCBP2
Cl4orfle
RNF34
ITGBS
TUBB
IL18RAP
SPI1
DUSP4
ACSS2
ABCB5
TPM3
CBFA2T2
GTF3C2
FGF12
PTPN7
FGFR10P
SMAD6
HDAC8
XBP1
GCNT1
BMPR1A
CYP2B6
EIF5B
JAK3
ZCCHC11
GNA13
SLC2A8
IL1RAPL1
LDLRAP1
CGGBP1
EBP
ACTN1
LOC728871
TCEB1
VHL
AP1GBP1
EHD1
AURKA
TFF1
MXRAS5
KIAA1267
TUSC3
NCOR1
ARPCS5L
FTO
STEAP4
TNPO3
MTA3
CDK5RAP2
CLK4
LRRC7

1
RRRRRRRRRRRRRRPERRRRR

1
[N

1 1 1 1
R R R R

.038248
.035385
.034782
.034692
.034264
.034029
.033947
.032715
.032564
.031975
.031422
.030324
.029792
.029231
.029049
.028345
.028299
.028145
.027363
.026620
.025874
.025121
.024839
.023285
-1.
.022765
.022466
.021417
.020830
.020541
.017833
.017591
.017360
.016113
.014656
.014649
.014211
.012571
.012449
.010648
.009393
.008704
.004722
.004484
.004252
.004054
.003502
.003487
.003333
.001711
.001697
.001695
.000747
.000278

023052

NURAONNWNNNUNDNOOORRLRUORNMNWURUNDMRNYNDMRREPDMNONRARUNRRRERRPNNRRORRRERR

.812355e-03
.665641e-07
.599568e-05
.035975e-06
.075654e-07
.173074e-07
.347940e-02
.743173e-04
.383266e-02
.348339%e-03
.236796e-10
.205942e-04
.718243e-06
.911364e-03
.200409e-06
.589569e-08
.752847e-06
.795510e-05
.965941e-07
.683009e-06
.713406e-03
.614213e-03
.444341e-06
.017773e-04
.694192e-04
.318264e-05
.439994e-02
.291595e-08
.332926e-05
.645546e-08
.027695e-07
.325456e-04
.114562e-04
.064285e-08
.541557e-07
.342064e-05
.428756e-07
.027695e-07
.809039%e-07
.677921e-04
.340362e-03
.817300e-03
.786039e-02
.936022e-05
.624392e-07
.046113e-05
.655196e-07
.121453e-04
.038505e-05
.051417e-05
.914047e-04
.867655e-07
.740246e-05
.157800e-07
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