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RESUMO

MARTINS, Michele Rodrigues. Aplicacbes da analise protebmica quantitativa no
estudo de neuroesferas e organoides cerebrais humanos. Dissertacdo (Mestrado em
Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

A neurogénese e o desenvolvimento do sistema nervoso humano séo processos de
alta complexidade biolégica. Estudos relacionados ao neurodesenvolvimento séo,
normalmente, baseados em modelos animais que, de certo modo, possuem
limitacbes, devido as suas caracteristicas Unicas e, principalmente, quando
relacionados a origem de mas-formacdes e doencas. Uma delas é disgenesia do
corpo caloso (ACC) é uma ma formacédo congénita em que o corpo caloso, a maior
comissura ligando os dois hemisférios cerebrais encontra-se ausente ou reduzida.
Uma anormalidade que pode ser associada a diversas sindromes e disturbios
neurologicos, com bases moleculares ainda séo pouco conhecidas. Células-tronco de
pluripoténcia induzida (iPSC) permitem a geracdo modelos in vitro do encéfalo
humano, pelo seu potencial de diferenciar-se estruturas teciduais complexas, como
organoides, capazes de organizar, agrupar e recapitular funcdes semelhante a
formacdo in vivo de um 6rgdo. Nesta dissertacdo, organoides cerebrais e
neuroesferas foram obtidos por reprogramacao celular de células sométicas de
doadores saudaveis e pacientes e, estes modelos, foram aplicados em analises
protedmicas. Uma ferramenta poderosa na identificacdo de peptideos, que utilizamos
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e a quantificacdo por
ITRAQ, permitindo a identificacdo e quantificacdo relativa, em larga escala, de
proteinas em multiplas condicbes celulares. Trés etapas foram realizadas com
objetivo de compreender as mudancas no perfil proteico desses modelos e nos
processos biologicos atuantes na formacdo do sistema nervoso. Foram realizadas
analises no curso da diferenciacao neural em neuroesferas humanas, visando mapear
vias de sinalizacdo representadas em diferentes estagios da maturacdo. Em
neuroesferas diferenciadas, encontramos proteinas aumentadas nas vias
relacionadas a maturacdo neuronal e direcionamento axonal e proteinas relacionadas
ao ciclo celular diminuidas, mostrando uma boa cobertura do método para estudar

proteinas e vias relacionadas a orientacdo axonal. A protedbmica de organoides



revelou perfil proteico de regibes cerebrais embrionarias, como marcadores de
prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo e, além disso, proteinas de retina. A
andlise quantitativa de diferentes tempos de diferenciacédo de organoides mostrou que
a complexidade neural aumenta de acordo com o seu amadurecimento. Processos
relacionados ao crescimento e orientacdo axonal mais expresso em 75 dias e o
aumento de processos bioenergéticos e ao estresse oxidativo em 45 dias revela este
periodo chave na de diferenciacdo de neurdnios. Investigamos também o perfil
proteico de organoides cerebrais gerados a partir de iPSC de um caso de paciente
com ACC total comparado a trés tempos distintos de organoides controles. Algumas
funcdes proteicas recapitulam o perfil inicial da diferenciacdo, como metabolismo de
RNA e ao ciclo celular. No entanto, organoides com ACC possuem caracteristicas
morfolégicas mais desenvolvidas e observamos que o estresse celular diminui, como
ocorre em organoides mais maduros. Proteinas e processos que possuem relagcéo
direta a orientacdo axonal sdo modulados, que podem fornecer novas percepcdes
sobre desenvolvimento e projecdo de axobnios calosos. Em resumo, o presente
trabalho oferece valiosos recursos, tanto pela metodologia proposta quanto nos dados
protedmicos promissores para as questdes estudadas, se destacando na

caracterizacdo de modelos neurais derivados de iPSC.

Palavras-chave: Protedmica quantitativa, IPSCs, neuroesferas, organoides

cerebrais, Disgenesia do corpo caloso, neurodesenvolvimento



ABSTRACT

MARTINS, Michele Rodrigues. Applications of quantitative proteomics analysis in the
study of human brain organoids and neurospheres. Dissertagcdo (Mestrado em
Bioquimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

Neurogenesis and the development of the human nervous system are processes of
high biological complexity. Studies related to neurodevelopment are usually based on
animal models that, in a way, have limitations, due to their unique characteristics and,
mainly, when related to the origin of malformations and diseases. One of them is
corpus callosum dysgenesis (CHD) is a congenital malformation in which the corpus
callosum, the largest commissure connecting the two cerebral hemispheres, is absent
or reduced. An abnormality that can be associated with several syndromes and
neurological disorders, with molecular bases are still poorly understood. Induced
pluripotency stem cells (iPSC) allow the generation of in vitro models of the human
brain, due to their potential to differentiate complex tissue structures, such as
organoids, capable of organizing, grouping and recapitulating functions similar to the
in vivo formation of an organ. In this dissertation, brain organoids and neurospheres
were obtained by cellular reprogramming of somatic cells from healthy donors and
patients, and these models were applied in proteomic analyses. A powerful tool in the
identification of peptides, we use liquid chromatography coupled with mass
spectrometry and quantification by iTRAQ, allowing the identification and relative
guantification, on a large scale, of proteins in multiple cellular conditions. Three steps
were carried out in order to understand the changes in the protein profile of these
models and in the biological processes involved in the formation of the nervous system.
Analyzes were performed on the course of neural differentiation in human
neurospheres, aiming to map signaling pathways represented at different stages of
maturation. In differentiated neurospheres, we found increased proteins in pathways
related to neuronal maturation and axonal targeting and decreased cell cycle-related
proteins, showing a good coverage of the method to study proteins and pathways
related to axonal guidance. Organoid proteomics revealed a protein profile of
embryonic brain regions, such as forebrain, midbrain and hindbrain markers and, in

addition, retinal proteins. Quantitative analysis of different times of organoid



XI

differentiation showed that neural complexity increases with maturation. Processes
related to axonal growth and orientation more expressed at 75 days and the increase
in bioenergetic processes and oxidative stress at 45 days reveal this key period in
neuron differentiation. We also investigated the protein profile of brain organoids
generated from iPSC from a case of a patient with total CHD compared to three
different times of control organoids. Some protein functions recapitulate the initial
profile of differentiation, such as RNA metabolism and the cell cycle. However,
organoids with ACC have more developed morphological characteristics and we
observed that cellular stress decreases, as occurs in more mature organoids. Proteins
and processes that are directly related to axonal orientation are modulated, which can
provide new insights into the development and projection of callosal axons. In
summary, the present work offers valuable resources, both for the proposed
methodology and in the promising proteomic data for the studied issues, standing out

in the characterization of neural models derived from iPSC.

Keywords: Quantitative proteomics, iPSCs, neurospheres, brain organoids, corpus

callosum dysgenesis, heurodevelopment.
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CAPITULO 1

MODELOS IN VITRO DE TECIDOS NEURAIS HUMANOS
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1.1 EMBRIOGENESE E A DIFERENCIACAO CELULAR

A diferenciacdo celular € um processo em que as células se especializam e
passam a adquirir caracteristicas distintas, devido a mudancas na expressao génica
e modificacbes pds-traducionais. Em conjunto com a diferenciagcédo, processos como
proliferacdo, interacdo e organizacdo celular sdo essenciais para a formacédo e
desenvolvimento dos 6érgéos e tecidos do corpo humano.

Durante a embriogénese, a partir de uma unica célula zigoto, outras células,
com essa mesma caracteristica totipotente, sdo geradas e estas, dardo origem a todas
as outras as diferentes células de um organismo. A medida que essas células se
desenvolvem, ou seja, se diferenciam, geram outras células-tronco de mesma
caracteristica indiferenciada, mas com o potencial de diferenciacdo diminuido
(MITALIPOV; WOLF, 2009).

As células-tronco pluripotentes embrionarias (ESCs) sdo geradas apoés a
diferenciacédo de células totipotentes em blastocistos e podem dar origem a qualquer
tipo de célula fetal ou adulta, mas ndo podem organizar um embrido. Essas células
possuem potencial de se diferenciar em qualquer uma das trés camadas germinativas:
endoderma, mesoderma ou ectoderma (MITALIPOV; WOLF, 2009).

A formacéao e desenvolvimento dessas camadas sdo processos fundamentais
na diferenciacéo de todos os tecidos e 6érgaos de um embrido. A camada endoderma
se diferencia em um tubo digestivo e um tubo respiratério no embrido. A derivagcédo do
mesoderma dara origem a regides primitivas a formacéo da derme, dos musculos, dos
0sso0s, do sistema reprodutor, das células sanguineas e linfaticas. O ectoderma se
diferencia em ectoderme cutanea e em neuroectoderme, estes tecidos dardo origem
a epiderme e o sistema nervoso, respectivamente (SADLER, 2016).

O isolamento e adaptacdo das ESCs as fazem capazes de se diferenciar
reprodutivamente, in vitro, em diversos tipos de células distintas (DUSHNIK-
LEVINSON; BENVENISTY, 1995; THOMSON, 1998). Em 2006, células somaticas
foram reprogramadas pela transferéncia de fatores de transcricéo (proteinas Oct3/ 4,
Sox2, c-Myc e Klf4) que poderiam induzir a pluripoténcia nessas células (TAKAHASHI;
YAMANAKA, 2006). Em 2007, foi possivel a geracao de células pluripotentes, a partir
de fibroblastos adultos e outras células somaticas humanas, chamadas de células-
tronco pluripotentes induzidas (iPSC), (TAKAHASHI et al., 2007). Essa técnica levou,
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em 2012, John B. Gurdon e Shinya Yamanaka a receberem o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina por sua descoberta.

A criacéo e o desenvolvimento da tecnologia de reprogramacao para geracao
de IPSCs, com caracteristicas semelhantes as células ESCs, a partir de células
adultas, permitiu avanco no estudo de células-tronco, com grande influéncia no campo
da medicina regenerativa e da terapia clinica personalizada (DASHTBAN et al., 2020).
Além disso, esse modelo pode fornecer novos conhecimentos sobre o
desenvolvimento embrionario humano e em processos patolégicos, bem como testes

terapéuticos e descoberta de drogas (LIU et al., 2020)

1.2 O CEREBRO HUMANO EM DESENVOLVIMENTO

O encéfalo humano é uma estrutura altamente regionalizada e heterogénea,
contendo bilhnGes de células nervosas, com um padrdo altamente complexo que
também se reflete no seu processo de desenvolvimento.

A formacao do sistema nervoso no periodo embrionario comeca apoés a fase de
gastrulacéo, com a diferenciacdo de células da camada ectoderma e a formacgéo de
uma placa neural, compondo a regido neuroectoderma, num periodo conhecido como
neurulacédo (SADLER, 2016). O dobramento desta placa dara origem a um tubo neural
e na parte superior em contato com a epiderme, a crista neural, regides embrionarias
que constituirdo o sistema nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico,

respectivamente.
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Figura 1 - Esquemas ilustrando a fase de neurulacdo. A: Vista dorsal do embrido
humano. B a F: Cortes transversais de embrides progressivamente mais velhos,
ilustrando a formacdo do sulco neural, tubo neural e crista neural. (Adaptado de
MORRE; PERSAUD; TORCHIA, 2013)

O tubo neural representa o sistema nervoso central primitivo, com uma porcao
caudal estreita, a medula espinhal, e uma porcédo cefalica mais larga. Células
neuroepiteliais fazem a composicédo do tubo neural e formam uma matriz chamada
zona ventricular (VZ). A medida que essas células se diferenciam, tornam-se
migratorias formando novas camadas: a zona intermediaria e a zona marginal. Todas
as regides do SNC séo elaboradas com o0 mesmo principio basico, contendo essas
trés camadas (GILBERT; BARRESI, 2019).

O processo de proliferacéo de células faz com que ocorram dilatagbes no tubo

neural e, a partir dessas dilatacdes, h4 a formacédo de estruturas vesiculares
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encefalicas. Essas estruturas sao regibes denominadas como o0 mesencéfalo,
prosencéfalo e rombencéfalo. Posteriormente, estas estruturas formaréo outras novas
estruturas vesiculares secundarias, que dardo origem as demais estruturas neurais

do sistema nervoso adulto.
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Figura 2 - Esquematizagdo do desenvolvimento do sistema nervoso central.
(Adaptado de MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2013).

O inicio da neurogénese comec¢a quando células-tronco neuroepiteliais
comecam a mudar seu modo de divisdo celular, regulam negativamente suas
caracteristicas epiteliais e sdo induzidas a gerar células gliais radiais (RG) que
posteriormente se diferenciam em neurbnios no cortex cerebral (BYSTRON;
BLAKEMORE; RAKIC, 2008). A divisdo celular de RGs geram, além de neurdnios,
progenitores intermediarios e RG basais que se translocam e passam residir na borda
de VZ, formando uma nova zona, a zona subventricular (SVZ) (KELAVA;
LANCASTER, 2016; LUI; HANSEN; KRIEGSTEIN, 2011). Os neurdnios formados
nessas regifes usam 0s processos basais para migrar, através da zona intermediaria
gue possui baixa densidade celular, para a placa cortical externa, formando seis
camadas organizadas de outros neurdnios antecessores (KELAVA; LANCASTER,
2016).

Comparado a modelos animais, o encéfalo humano possui caracteristicas
anicas que os tornam mais complexos em sua morfologia. Os camundongos sdo um
exemplo de modelo usado em diversos estudos relacionados ao desenvolvimento
cerebral embrionario, mas que apesar de sua semelhanca, divergem em diversos

aspectos. Quando comparado o desenvolvimento do coOrtex, a placa cortical em
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humanos é mais expandida, a SVZ é mais desenvolvida (com a separacdo em um
SVZ interno e externo) e o cortex, diferente do camundongo € completamente liso, é
altamente dobrado com numerosos giros e sulcos. (KELAVA; LANCASTER, 2016).
Neurdnios surgem a partir de RG, que pode ser ausente ou pouco e rapidamente
presente em roedores (LUI; HANSEN; KRIEGSTEIN, 2011).

1.3 CULTURA DE TECIDOS TRIDIMENSIONAIS: ESFEROIDES E ORGANOIDES

Um avancgo significativo nos modelos neurais, foi o desenvolvimento de
modelos de cultura em que as células sdo crescidas em agregados tridimensionais
(3D) que oferecem um contexto de que reproduz melhor as intera¢des célula-célula
presentes em tecidos humanos, quando comparado a cultivos de células em
superficies planas (culturas bidimensionais — 2D). O desenvolvimento dos modelos
em 3D deve-se a enorme capacidade de auto-organizacdo das células-tronco
pluripotentes, que podem se diferenciar em estruturas similares a tecidos quando
submetidos a fatores de diferenciagéo. A agregacao in vitro de células ESC ou iPSC
leva a formacdo de corpos embridides (EBs) que compreendem as trés camadas
germinativas embrionarias (ITSKOVITZ-ELDOR et al., 2000). Os EB contém células
de endoderma, mesoderma e ectoderma e sdo capazes de receber instrucdes para o
desenvolvimento, semelhantes as do embrido inicial (ITSKOVITZ-ELDOR et al.,
2000).
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Figura 3 - Exemplo do progresso de formacdo de esferéides, obtidos da linhagem
celular MCF-7. (Adaptado de BIALKOWSKA et al., 2020).

Organoides sdo agregados de células que podem ser diferenciados em
estruturas teciduais semelhantes ao tecido humano (KIM, J.; KOO; KNOBLICH, 2020;
ROZICH; BLAIR; BURKHART, 2020). Estes, caracterizam-se por conter tipos de
células diferentes, especificas do 6rgdo ao que remetem; ter a capacidade de
recapitular alguma funcéo especifica deste 6rgéo; e apresentar células organizadas
em citoarquitetura similar ao 6rgao (LANCASTER; KNOBLICH, 2014). Organoides ja
foram desenvolvidos para diversos 6rgaos incluindo figado, rins, intestino e cérebro
(LANCASTER; KNOBLICH, 2014). Devido a semelhanca extraordinaria aos tecidos,
podem ser muito Uteis na modelagem de doencas. Além disso, também podem

fornecer respostas sobre a organogénese humana.
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Figura 4 - Esquema resumindo o processo de formacao de um organoide semelhante
ao que ocorre in vivo, recapitulando caracteristicas de auto-organizacdo do
desenvolvimento de um 6rgdo. (Adaptado de LANCASTER; KNOBLICH, 2014).

1.4 MODELOS DE AGREGADOS DE CELULAS NEURAIS

1.4.1. Neuroesferas

Em 2001, colbnias de células ES cresceram como EBs flutuantes e foram
direcionados a uma linhagem neural para gerar grupos de células neuroepiteliais que
se auto-organizam para formar rosetas, com caracteristicas que lembram o tubo
neural embrionario, recapitulando as propriedades in vivo do RG e exibindo uma
organizacdo que lembra VZ e SVZ (ZHANG, et al., 2001).

Neuroesferas séo agregados celulares gerados a partir de iPSC ou a partir de
progenitores neurais, que sofrem indugdo para diferenciacdo neural. Durante a

diferenciacéo, as neuroesferas apresentam marcadores para neurbnios e astrocitos.
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As neuroesferas trazem como vantagem a possibilidade de representar interacdes
celulares complexa, envolvendo neurénios, astrécitos e progenitores, entretanto nao
hé formacdo em estratos similares ao tecido cerebral. Esse modelo tem sido usado
no estudo de do desenvolvimento neural, em doengas neuroldgicas; e como modelos
para aplicacdes farmacologicas e de drogas neurotoxicas (ASSIS-DE-LEMOS et al.,
2020; PAMPALONI; REYNAUD; STELZER, 2007; PARK et al., 2021; SIRENKO et al.,
2019; WOODRUFF et al., 2020).

1.4.2. Organoides cerebrais

Organoides cerebrais possuem maior complexidade tecidual, com alta
similaridade no desenvolvimento inicial do cértex humano, com zonas progenitoras
semelhantes; SVZ expandidas, contendo também um SVZ externo; possui neurénios
localizados em camadas que reproduzem a organizacdo do cértex humano; com
organizacédo rudimentar da zona intermediaria e com uma zona precursora da placa
cortical (DI LULLO; KRIEGSTEIN, 2017; LANCASTER et al., 2013).
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Figura 5 - Esquemas que representam a composi¢cao celular e a organizagdo do
encéfalo em desenvolvimento. A: Representacdo laminar de estagios iniciais do
desenvolvimento do cérebro humano e de organoides cerebrais, possuem um nivel
morfologico de complexidade semelhante. (Adaptado de KEVALA; LANCARTER,
2016) B: Representacdo laminar de um organoide cerebral tipico, do cortex humano
e de um camundongo em desenvolvimento. O cortex humano e 0s modelos
organoides humanos compartilham uma zona subventricular expandida (SVZ), que
contém um SVZ externo (OSVZ). Células gliais radiais externas (0RGS), caracteristica
da SVZ humana, sao identificadas também organoides. (Adaptado de DI LULLO;
KRIEGSTEIN, 2017)

Essas culturas em 3D séo recentes no estudo cerebral in vitro, recapitulando
muitas caracteristicas neurais embrionarias, com semelhancas extraordinarias na
citoarquitetura, na diversidade celular e na maturagdo durante o desenvolvimento
(CHIARADIA; LANCASTER, 2020). A medida que as estruturas 3D dos organoides
do cérebro se desenvolvem, diferentes tipos de células proliferam, migram e se
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diferenciam. Astrécitos, neurbnios, oligodendrécitos, microglia e até mesmo a
reconstrucdo de vasculaturas foram gerados em organoides cerebrais
(PORCIUNCULA et al., 2021). Os protocolos para este tipo de cultura sdo
diversificados e podem ser adequados quanto a complexidade e a especificidade, com
meétodos que enfoque em regides cerebrais especificas, gerando modelos com maior
homogeneidade ou em métodos que permita geracdo de sistemas complexos, com
conexdes e interacdes de varias regides cerebrais (SIDHAYE; KNOBLICH, 2021).

Além disso, varios fenébmenos bioldgicos que séo especificos aos humanos nao
sdo passiveis de reproducdo em modelos animais e esse tipo de cultura celular
constitui uma melhoria na geracéo de sistemas modelo, com diversos tipos de células
que estdo em condi¢cdes semelhantes aquelas encontradas no corpo humano (KIM,
J.; KOO; KNOBLICH, 2020). Um protocolo para geracdo de organoide de todo o
encéfalo foi aplicado em modelos para microcefalia, reducdo cerebral causada pela
producao insuficiente de progenitores neurais e neurdnios durante o desenvolvimento
fetal. A semelhanca de VZ facilitou o estudo in vitro das divisdes celulares orientadas
em humanos. iIPSCs de pacientes com mutacdo CDK5RAP2 foram usadas para
produzir os organdides que revelaram uma diminuicdo nas divisdes celulares
simétricas, responsaveis pela expansdo dos progenitores neurais, a reducdo das
regides neurogénicas e também a neurogénese prematura (LANCASTER et al., 2013;
PORCIUNCULA et al., 2021).

1.4.3 Organoides como modelos de doencas cerebrais

Os protocolos para culturas neurais estdo em constante evolucdo, sendo eles
direcionados a resolver questdes relacionadas ao desenvolvimento cerebral e, ndo sé
ele, mas também as doencas e distirbios que acometem o sistema nervoso. Alguns
mecanismos de doencas cerebrais e novos fenotipos de doencas ja foram
investigados atraves da cultura 3D, por sua semelhanca e capacidade de recapitular
os processos de diferenciacdo, proliferacdo e morte celular. S&o prototipos com
fisiologia semelhantes a complexidade neuronal, ideais para modelar o
comportamento celular do sistema nervoso central, bem como manifestar falhas
funcionais e alteracbes patolégicas associadas a diversos distarbios que
anteriormente n&o era possivel usando culturas bidimensionais de células neuronais
(COLLINS; HAIGH, 2017).
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A possibilidade de se utilizar células progenitoras de pacientes especificos,
originadas a partir da reprogramacéo génica de células somaticas, permitiu simular
doencas e identificar alteracbes na formacdo cerebral do paciente da célula
reprogramada. Os esferoides e organoides sdo um avanco da neurociéncia no estudo
da origem e do desenvolvimento de doencas, que eram dificultados pela inviabilidade
de amostras ou por limitagdes dos modelos pré-existentes.

Em Shou et al., (2020), e Knoblich; Sidhaye (2021), foram revisadas aplicacdes
de organoides cerebrais na modelagem de doencas do sistema nervoso. Dentre os
trabalhos publicados, baseados na cultura de organoides, eles séo relacionados a
disturbios do neurodesenvolvimento, fenotipos relacionados a microcefalia e
macrocefalia, transtorno do espectro do autismo (ADS e Sindrome de Rett); doencas
neurodegenerativas, como doenca de Parkinson, Alzheimer e deméncia
frontotemporal; doencas infecciosas do SNC; disturbios psiquiatricos; transtornos
relacionados a epilepsia; e efeitos da exposicdo aguda e cronica a toxinas. (SHOU et
al., 2020; SIDHAYE; KNOBLICH, 2021).

1.5 MODELOS NEURAIS DA DISGENESIA DO CORPO CALOSO

Uma das propostas do nosso trabalho é verificar vias e mecanismos que podem
ter associacao a ma-formacédo congénita do corpo caloso, deformidade que ocorre em
aproximadamente 1:4000 nascidos vivos e esta associada a sindromes humanas
(PAUL et al., 2007). A metodologia desenvolvida no presente trabalho foi aplicada no
estudo de organoides cerebrais gerados a partir de iPSCs obtidas através da
reprogramacao de células de pacientes com disgenesia do corpo caloso (ACC).

O corpo caloso (CC) é uma regido cerebral composta por fibras nervosas que
conectam os dois hemisférios cerebrais. O CC é formado principalmente por axénios
neurdnios piramidais, projetados de regides corticais, com conexdes do tipo inter-
hemisféricas, distribuidas de forma organizada em diferentes areas de conexdes
(FAME; MACDONALD; MACKLIS, 2011). Regibes calosas que conectam areas pre-
frontais e temporoparietal sdo caracterizadas por fibras pouco mielinizadas, finas e de
condugdo lenta, enquanto nas regides que conectam as areas responsaveis por
funcbes sensoriais, motoras e cognitivas, sdo de fibras altamente mielinizadas de
condugéo rapida com maior didmetro (ABOITIZ; MONTIEL, 2003). Essas fibras
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nervosas fortemente mielinizadas fazem do CC uma estrutura de substancia branca e

com papel integral na transferéncia inter-hemisférica dessas funcoes.

Esplénio S :

Rostro -

Figura 6 - Representacdes do corpo caloso e as diferentes regides corticais. A: Secao
transversal do cérebro com destaque da regido do corpo caloso, em cinza, com a
identificagdo das principais divisées do corpo caloso. B: Diferentes areas do cortex
onde as fibras do corpo caloso se originam e a se¢édo do corpo caloso onde essas
fibras se cruzam para o outro hemisfério. (Adaptado de BAYNES, 2002)

A formacao do CC inicia-se na 12 a 13 semanas de gesta¢cao, quando as fibras
rudimentares cruzam a linha média até seus alvos, dando origem as primeiras
conexdes corticais. No entanto, a formacao e manutencao do corpo caloso depende
de varios eventos em conjunto para o crescimento e a orientacao correta de axénios
calosos. Os ax6nios que formam o corpo caloso surgem principalmente de neurénios
formados nas camadas corticais Il / 1ll, V e VI, juntamente com outros neurdnios de
mesma camada (DONAHOO; RICHARDS, 2009; FAME; MACDONALD; MACKLIS,
2011).

O processo para a formacdo completa do CC comeca durante o
desenvolvimento cortical, pois sua formacao € dependente da geracao dos neurdnios

calosos, a partir de células progenitoras na zona ventricular, da migracao correta
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desses neurdnios e de sua diferenciacdo. A maturacdo dos neurbnios de projecao
calosa ocorre conforme esses neurdnios estabelecem seus circuitos e conexdes
singpticas com seus alvos no hemisfério oposto (FAME; MACDONALD; MACKLIS,
2011). Para que essas conexdes ocorram, etapas de desenvolvimento caloso séo
auxiliadas e reguladas por diversos mecanismos e fatores.

A orientacédo dos ax6nios é importante processo na formacéo do encéfalo, no
gual os neurdnios estendem seus axonios, frequentemente por longas distancias, para
alcancar alvos especificos (CHILTON, 2006). Os axo6nios precisam ser guiados
adequadamente para formar as conexdes sinapticas, por meio de sinais de atracéo e
repulsédo do cone de crescimento presentes na ponta do axdnio e requerem interacdes
altamente conservadas entre ligantes extracelulares e ligantes transmembranares
com seus receptores (RUSSELL; BASHAW, 2018). Vias de sinalizacdo exercem
controle sobre o movimento das células e axénios, de modo que se tornam criticas
para estabelecer a conectividade neuronal adequada e alocar células funcionalmente
especializadas para subdivisées do SNC e do sistema nervoso periférico (SUTER;
JAWORSKI, 2019).

Os neurénios formados devem diferenciar e migrar para locais adequados que,
por meio de receptores, irdo direcionar axénios em direcdo a linha média (RAYBAUD,
2019). Mdltiplas estruturas gliais estdo presentes na linha média, expressam sinais
para guiar o cruzamento dos axdnios e 0s primeiros axdnios a cruzar a linha média
surgem, expressam o receptor de orientacdo neuropilina 1, desempenhando papel
importante orientacdo durante a formacao do corpo caloso (PAUL et al., 2007; PIPER
et al., 2009). Apés o cruzamento da linha média, respondendo a moléculas de
orientacdo, 0s axodnios crescem no hemisfério oposto em direcdo a um alvo
direcionado, que geralmente € homotdpica, com mesma regido de origem, ou pode
também ser heterotopica, com regides diferentes como alvo (PAUL et al., 2007;
RAYBAUD, 2019).

As falhas durante as diversas etapas do processo de desenvolvimento do CC
resultam na ACC congénita. As causas para casos da ma-formacéao total ou parcial
podem ser resultado de fatores genéticos, infecciosos, vasculares ou téxicos (PAUL,
2011). Nos casos de ACC, em torno de 10% possuem anomalias cromossomicas, 20-
35% sindromes genéticas reconheciveis, mas nos individuos com Agenesia (sem
formacéo do CC), 75% dos casos ndo tém uma causa identificada (BEDESCHI et al.,
2006; SCHELL-APACIK et al., 2008). A maioria dos genes ja associados a ACC
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codifica proteinas que possuem papéis importantes no desenvolvimento embrionario,
envolvendo a migracdo dos neurbénios (ARX), o desenvolvimento, organizacao e
manutenc¢ao do tecido nervoso (L1CAM, KCC3, ZEB2) ou ainda a sintese de proteinas
mitocondriais (MRPS16) (PAUL et al., 2007). A ACC possui complexidade genética
associada a diversas sindromes e esses fatores supracitados mostram que tais genes
modificadores ndo sdo somente a causa para sua ocorréncia, muitas delas ndo sao
nem identificadas. Sendo assim, possivelmente exista uma regulacéo fina de vias,
ativadas por moléculas guia, presentes durante o desenvolvimento encefalico.
Mudancas no proteoma global de organoides cerebrais vindos de pacientes
com ACC poderéo indicar vias e processos envolvidos na formacéao calosa, visto que
seu desenvolvimento pode ser afetado pela interrupcéo da neurogénese, padrao da
linha média telencefélica, migracdo e especificacdo neuronal, orientacdo axonal e

desenvolvimento pos-orientacdo (EDWARDS et al., 2014).
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CAPITULO 2

O ESTUDO PROTEOMICO
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2.1 A ANALISE PROTEOMICA

No final do século passado, houve um grande avan¢o na &rea gendmica e
diversas técnicas de sequenciamento de genes foram desenvolvidas.
Consequentemente, com desenvolvimento em grande escala dessas técnicas,
diversos genomas completos foram sequenciados, porém novas perguntas, em
relacdo a fungdes bioldgicas, continuaram a surgir.

O termo proteoma e protedmica surge na década de 1990, descrito como
mapeamento de produto génico (proteinas) de um determinado organismo em uma
determinada condicéo biologica (WASINGER et al., 1995; WILKINS et al., 1996). A
protedmica se estabeleceu como uma nova ciéncia no estudo de quimica de
proteinas, com técnicas visando a identificacdo de proteinas em escala gendmica e
também analise das funcbes proteicas, modificacdes pds-traducionais, localizagéo
celular e interacdes proteina-proteina (CRAVATT; SIMON; YATES lll, 2007; JAMES,
1997). A gendmica e a protedbmica sdo campos correlacionados. Entretanto, as
informacdes protedmicas sdo diferentes das obtidas somente pelo sequenciamento
gendbmico. As andlises protedbmicas possuem investigacdes mais complexas,
dindmicas e revelam diferentes informacdes e condicbes reais sobre o estado
biol6gico numa célula ou tecido.

O progresso da protedbmica caminhou com o desenvolvimento de diversas
técnicas analiticas e computacionais. Técnicas como a separacdo de
peptideo/proteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia e principalmente a
espectrometria de massa (EM) foram cruciais para o sucesso dessa disciplina, que
hoje € indispensavel para a biologia molecular, celular e para o crescimento da
biologia de sistemas (AEBERSOLD; MANN, 2003; JAMES, 1997).

2.1.1 Espectrometria de massas

A Espectrometria de massas (EM) atualmente € a técnica ouro na analise
prote6bmica e suas medi¢cdes sdo realizadas em analitos ionizados em fase gasosa.
Basicamente ele é constituido por uma fonte para ioniza¢cao; um analisador, que ira

medir a razao massa-carga (m/z) dos ions dos analitos; e um detector que registra o
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namero de ions em cada valor m/z. Dois tipos de fonte de ions tornaram possiveis a
analise de peptideos e proteinas por serem técnicas mais brandas de ionizacao, o
MALDI (do inglés, Matrix-assisted laser desorption/ionization), que € uma técnica que
0 analito cristalizado em uma matriz composta por um acido organico de massa
molecular é ionizado por volatilizacdo promovida por um laser UV (TANAKA et al.,
1988); e 0 ESI (do inglés, Electrospray ionization) que promove a nebulizacéo de ions
do analito soluto em fase liquida sob acdo de um campo elétrico, em baixa presséo
atmosférica (FENN et al., 1989). O ESI ganhou popularidade imediata devido a
facilidade com que poderia ser implementado com diversas técnicas populares de
separacao como a cromatografia em fase liquida (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001).

O analisador de massa é o protagonista em um EM. Em protebmica, seus
parametros-chave sdo sensibilidade, resolucéo, precisdo de massa e a capacidade
de gerar espectros de massa de ions ricos em informacdes a partir de fragmentos de
peptideos (AEBERSOLD; MANN, 2003). Existem diversos tipos de analisadores que
podem ser combinados em um sistema de EM, formando sistemas de EM hibridos.
Com isso, andlises de proteinas avancaram ao longo dos anos por conta de
instrumentos melhores em resolucdo, acuracia, sensibilidade e velocidade que
puderam ser desenvolvidos (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009). Neste
trabalho, foram utilizados dois modelos de sistema de EM hibridos: ESI LTQ Orbitrap
Velos e ESI Q-Exactive Plus.
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Figura 7 - Sistemas hibridos ESI LTQ Orbitrap Velos e ESI Q-Exactive Plus. Adaptado

de thermo fisher scientific®

2.1.2 Abordagens e técnicas protedbmicas

Umas das estratégias mais usadas na protebmica é a estratégia “bottom-up”,
refere-se a caracterizacéo de proteinas por meio da andlise de peptideos liberados da
proteina, por meio de protedlise. Os peptideos sdo mais faceis de serem fracionados,
ionizados e analisados do que proteinas intactas. A andlise realizada em uma mistura
de proteinas, ela é chamada de protedmica shotgun, que fornece uma medicdo
indireta de proteinas por meio de peptideos derivados da digestdo proteolitica
(ZHANG, Y. et al., 2013).
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Figura 8 - Representacdo esquematica geral de uma analise protedmica shotgun
bottom-up. (Adaptado de SCHUBERT et al., 2017).

A protedlise, comumente usada, € realizada por meio de reac¢fes utilizando
enzimas, que possuem sitios especificos de clivagem de diferentes aminoacidos. A
proteina mais comum para esse fim é a Tripsina e sua acao de clivagem ocorre logo
apos residuos de arginina (R) e lisina (K) (no sentido C-terminal, ndo acompanhados
de prolina (P)). Embora o ESI seja um método poderoso e relativamente imparcial
para a introducéo de peptideos na fase gasosa, ele pode ser facilmente prejudicado
pela supresséao de ionizagao.

Peptideos altamente abundantes derivados de uma amostra biolégica de alta
complexidade pela supressdo de ionizacdo ofuscam parcialmente a deteccdo de
outros peptideos presentes na mistura (SANDRA et al., 2009; ZHANG, Y. et al., 2013).
A separacdao de peptideos por cromatografia liquida é critica para a sua deteccdo em
uma mistura proteica complexa, uma vez que as diferencas de carga e hidrofobicidade
podem ser exploradas (ZHANG, Y. et al., 2013).

No entanto, mesmo com a técnica de cromatografia liquida associada a EM
(LC-MS/MS), a analise de amostras altamente complexas ainda sim permanece
desafiadora. A clivagem triptica na proteémica bottom-up gera centenas de milhares
de peptideos numa amostra e com grandes diferencas de concentracao, que resulta
em um numero reduzido de identificacbes peptidicas e aumento na variabilidade da
analise (ZHANG, X. et al., 2010). Uma forma melhorar a andlise protedmica de
amostras biologicas é utilizar sistemas de cromatografia liquida multidimensional, em
gue dois ou mais métodos ortogonais de separacéo independentes sao usados para
maximizar a capacidade de pico e as detec¢cdes no EM (SANDRA et al., 2009). Um
exemplo de seletividade complementar € a combinag&o da cromatografia de interacao
hidrofilica (HILIC) com a cromatografia liquida de fase reversa em pH &cido, que sdo

altamente ortogonais e juntas formam um sistema ideal para separacdo de amostras
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complexas contendo compostos polares, como peptideos e proteinas (XIE; SMITH,;
SHEN, 2012; ZHANG, X. et al., 2010).

1.1.2.1 Prote6mica quantitativa

A partir dos dados que a protedbmica baseada em EM fornece, podemos
descobrir biomarcadores, mecanismos e processos que estdo relacionados a
abundancia das proteinas. A quantificacdo de proteinas € um ponto importante nos
estudos de biologia de sistemas, porque pode prover informacdes sobre o estado de
uma célula ou tecido sob diversas condicfes

Diversas abordagens para protedOmica quantitativa foram desenvolvidas ao
longo do tempo e, no geral, sdo estratégias baseadas em marcacao (label-dependent)
ou sem marcacao (label-free). Além disso é possivel fazer a quantificacdo absoluta,
em gue se determina a concentracdo da proteina, e/ou a quantificacdo relativa, em
gue se estima mudancas na abundancia na proteina (BANTSCHEFF et al., 2012,
SCHUBERT et al., 2017).

A marcacao isotdpica é um padréo outro na quantificacao relativa de proteinas.
A marcacdo é realizada antes da analise por MS/MS, pela aplicacdo de is6topos
pesados de C, H, N e O e pode ser introduzida em proteinas por meios metabdlicos
ou por meio de processos de derivatizacdo quimica (RAUNIYAR; YATES, 2014). Um
desses meétodos por derivagdo € utilizando marcadores isobaricos, que possuem
massa total idéntica, quando os peptideos sdo marcados, mas cada um possui uma
variante isotdpica diferente. S&o comercializados como iTRAQ (Isobaric Tags for
Relative and Absolute Quantification) ou TMT (Tandem Mass Tag).

Este tipo de marcacéo permite que as amostras sejam agrupadas e analisadas
simultaneamente em LC-MS/MS. Os peptideos sdo submetidos a ionizacdo por
eletrospray e, no espectrdmetro de massa, ocorrem dois niveis de medicdo em
tandem (AEBERSOLD; MANN, 2003). Primeiramente, um analisador de massa mede
m/z de ions dos peptideos gerando o espectro MS!. Em seguida, uma lista desses
peptideos é selecionada e isolada para fragmentacdo e sdo detectados valores m/z
de ions fragmentados resultantes gerando espectros de MS? ou MS/MS
(AEBERSOLD; MANN, 2003; SCHUBERT et al., 2017). Os peptideos de mesma

sequéncia de diferentes amostras aparecem com um pico Unico no MS*! e durante o
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evento de MS? séo gerados picos de ion repérter, com as massas distintas, e picos de
ion fragmentados do peptideo.

Para aumentar o nimero de peptideos processados, a aquisicdo dependente
de dados (DDA) é o método mais comum utilizado para controlar o processo de
aquisicao dos espectros em analises shotgun (GRAUMANN et al., 2012). Os métodos
DDA realizam uma varredura de precursor e selecionam-se o0s ions mais abundantes
no MS1, com a criagdo de uma lista de exclusdo dinamica de precursores. As
informacdes processadas sdo armazenadas em um arquivo bruto que é pode ser
analisado com um algoritmo de busca baseado nas correspondéncias de espectro de
peptideos (PSMs) tedricos, por simulacdes in silico de um banco de dados existente
e 0s espectros experimentais (GOLDFARB; WANG; MAJOR, 2016).
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precursor, durante MS?, os quatro ions repérter aparecem como massas distintas

entre m/z.
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CAPITULO 3
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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3.1 JUSTIFICATIVA

As células iPSC podem ser diferenciadas em tipos distintos de neurénios e
constituem uma ferramenta para explorar o0 mecanismo de disturbios neuroldgicos
humanos, o que pode contornar os problemas levantados pela divergéncia entre os
tipos de células e espécies (IMAIZUMI; OKANO, 2014; ONDER; DALEY, 2012).
Igualmente, as células iIPSC sdo um excelente modelo para estudar o
neurodesenvolvimento humano e até o momento, ndo existem estudos em ACC com
o modelo de células reprogramadas.

A reprogramacao de células soméaticas obtidas a partir da urina de pacientes,
por ser um método ndo-invasivo, se torna mais adequado para a obtencdo de
amostras, visto que em grande parte dos estudos héa diversas limitacdes relacionadas
inviabilidade de amostras de tecidos obtidas de pacientes vivos e também nos
modelos animais existentes, contornando pela divergéncia entre os tipos de células e
espécies.

O modelo 3D in vitro consiste na utilizacdo de células obtidas de bancos
celulares e de paciente com ACC reprogramadas e diferenciadas em diferentes
tecidos a partir da formacédo de modelos teciduais. Usamos uma estratégia baseada
em rotulagem iTRAQ para analisar o perfil proteico em diferentes situacbes: Do
processo diferenciacdo de neurbnios no SNC, em neuroesferas; ao longo do
desenvolvimento neural, em organoides; e de organoides de células de paciente com

ACC comparado a diferentes controles.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Implementar uma metodologia robusta para a andlise protebmica quantitativa

de modelos neurais de cultura in vitro para identificar e quantificar proteinas chaves

no processo de desenvolvimento de neuroesferas e organoides cerebrais humanos.
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3.2.2 Objetivos especificos

Analisar quantitativamente o proteoma de neuroesferas e organoides cerebrais
humanos, utilizando a espectrometria de massa juntamente a estratégia de marcacao
isobarica com iTRAQ 4-plex.

Comparar quantitativamente os perfis proteébmicos de neuroesferas cultivadas e
estudar a influéncia de proteinas na diferenciacdo celular neuronal.

Determinar o proteoma de organoides

Comparar quantitativamente os perfis proteémicos de organoides Verificar o perfil das
proteinas diferencialmente expressas ao longo do desenvolvimento.

Comparar o perfil de proteinas de organoides controles, em diferentes tempos, com
organoides gerados um paciente com disgenesia total do corpo caloso (ACC)
Estudar as vias e processos relacionados as proteinas diferencialmente reguladas em
ACC

Comparar os resultados quantitativos com a literatura para compreender as mudancas
no perfil proteico e determinar proteinas e processos chaves durante o

desenvolvimento dos neurdnios.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS
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4.1 FLUXO DE TRABALHO

Foram realizados estudos utilizando a abordagem da protedmica quantitativa
com marcadores isobaricos quimicos, o iITRAQ. As analises de neuroesferas foram
realizadas em uma fase experimental, onde foram utilizadas duas replicatas biolégicas
de neuroesferas em culturas rotacionais em suspensdo com meio de diferenciacao

em dois tempos, por 3 e 10 dias. A figura 10 ilustra um esquema simplificado desta

etapa.
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Figura 10 - Fluxo de trabalho da andlise prote6mica quantitativa baseada em iTRAQ

da diferenciacdo de neuroesferas.

As andlises de organoides cerebrais foram realizadas em trés fases
experimentais. A primeira etapa consistiu em obter o proteoma total dessa cultura. Foi
feita a partir de um pool de organoides do menor estagio de diferenciacdo, com 35
dias, em duplicata biolégica. A figura 11-A, ilustra um esquema simplificado de como
foi realizada esta andlise. A segunda etapa consistiu em uma analise quantitativa,
comparando diferentes tempos de diferenciacdo do organoide. Foi utilizado
novamente pool de organoides de quatro diferentes estagios (35 dias, 45 dias, 60 dias
e 75 dias) em uma estratégia utilizando marcacao isotépica estavel, label-dependent,
para a quantificacdo das proteinas. A figura 11-B, ilustra um esquema simplificado de
como foi realizada esta analise. A terceira etapa consistiu em uma outra analise label
dependent comparando organoides cerebrais, obtidos por IPS reprogramadas de
células de paciente com ACC, com organoides cerebrais em diferentes tempos de
diferenciacdo. Foram utilizados pool de organoide cerebrais de trés estagios

diferentes (45 dias, 60 dias e 75 dias) em comparacdo com organoides proveniente
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de células de pacientes com ACC, em triplicata bioloégica. A metodologia de analise

esta resumida na figura 11-C.
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Figura 11 - Fluxo de trabalho das analises proteémicas em organoides cerebrais. A:
Andlise label-free dos organoides cerebrais de 35 dias de diferenciacdo. B: Analise
label-dependent (iTRAQ) dos organoides cerebrais em diferentes tempos de
diferenciacéo. C: Analise label-dependent (iTRAQ) comparando organoides cerebrais
obtidos por IPS reprogramadas de células de pacientes com ACC, com organoides

cerebrais de diferentes tempos de diferenciagao.

4.2 CULTURA DE CELULAS iPSCs HUMANAS

As IPSCs humanas foram obtidas no repositorio do Coriell Institute for Medical
Research (GM23279A) do repositorio de células NIGMS Human Genetic Cell
Repository ou produzidas internamente com o kit de reprogramacgdo Sendai
CytoTune™ - iPS 2.0 (Invitrogen) a partir de fibroblastos da pele (DA SILVEIRA
PAULSEN et al., 2012) ou células epiteliais da urina (SOCHACKI et al., 2016). As

IPSCs humanas foram mantidas em meio Stem Flex (Thermo Fisher Scientific), em
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placas revestidas com Matrigel (BD Biosciences) a 37°C, em ar umidificado com 5%
de CO2. Os meios de cultivo eram trocados diariamente para evitar a diferenciacao
de culturas. As colbnias foram divididas manualmente ao atingir 70-80% da
confluéncia. A diferenciagéo para NSCs foi induzida por cultivo em meio de indugdo
neural PSC, contendo meio Neurobasal e suplemento de inducéo neural (Thermo
Fisher Scientific), de acordo com o protocolo do fabricante. O meio foi trocado em dias
alternados até o dia 7, durante o qual as NSCs foram divididas e expandidas em meio
de expansao neural (1:1, Advanced DMEM / F12 e meio Neurobasal) com suplemento

de inducédo neural (Thermo Fisher Scientific).

4.3 CULTURA E DIFERENCIACAO DE NEUROESFERAS

A geracdo de neuroesferas e sua diferenciacdo foi feito em parceria com o
Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino (IDOR) conforme descrito em Neuroesferas para
andlise protedmica foram preparadas em suspensao da seguinte forma: ao atingir
90% de confluéncia, NSCs foram destacados da placa usando accutase (Merck
Millipore), centrifugados a 300 xg por 5 minutos e ressuspensos em meio de inducéo
neural com DMEM 1: 1/ F12 (Life Technologies) e meio Neurobasal (Thermo Fisher
Scientific) suplementado com 1x N2 (Invitrogen) e 1x B27 (Thermo Fisher Scientific).
3 x 108 NSCs foram colocados em cada pogo de uma placa de 6 pocos e cultivados
em um agitador orbital a 90 rpm por 3 ou 10 dias a 37 ° C em ar umidificado com 5%
de CO2. O meio foi trocado a cada 3-4 dias (CASAS et al., 2018).

4.4 CULTURA E DIFERENCIACAO DOS ORGANOIDES CEREBRAIS

A geracdo de organoides e sua diferenciacdo foi feito em parceria com o
Instituto D’Or de Pesquisa e Ensino (IDOR) conforme descrito em GOTO-SILVA et al.
(2019). Colodnias de iPSC cultivadas em placas de seis pocos foram dissociadas com
1 ml de solucéo de descolamento de células Accutase (MPBio, EUA) por 4 min a 37 °
C e 1 ml de solugao salina tamponada com fosfato (PBS; LGC Biotechnology, EUA)
foi entdo adicionado. A solucao resultante foi transferida para um tubo coénico de 15
mL e 20 ul de inibidor de Rho-quinase 10 mM (ROCKI, Y27632; Merck Millipore, EUA)
foram adicionados antes da centrifugagcéo para obter uma concentracao final de 10

MM. As células foram contadas em um hemocitdmetro e centrifugadas a 300 x g por 4
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minutos. As células foram plagueadas em meio hESC contendo 50 uM de ROCK:i e 4
ng/ml de b-FGF. O meio hESC continha 20% de substituicdo de soro sem BSA (Life
Technologies), 3% de soro fetal bovino de qualidade ESC (Thermo Fisher Scientific,
EUA), 1% de GlutaMAX (Life Technologies, Canada), 1% de aminoacidos n&o
essenciais de meio essencial minimo ( MEM-NEAAs; Life Technologies), 0,7% de 2-
mercapto-etanol e 1% de penicilina-estreptomicina (P/S; Life Technologies). Foi
utilizado 9.000 células/poco de uma placa de 96 pocos, que demonstrou levar a
formacao de organoides eficientes nas condi¢bes de cultivo. As placas de 96 pocos
foram centrifugadas por 1 min a 300 x g para melhorar a agregacao inicial de EB.
Apos o dia 1, os corpos embridides (EBs) foram cultivados e o meio foi trocado
a cada 48 h ap6s o plagueamento por 6 dias. No dia 6, os EBs foram transferidos para
placas de cultura ultralow-attach de 24 pocos (um/poco) contendo 0,5 ml de meio de
neuroinducéo [1% de suplemento de N2 (Gibco), 1% de GlutaMAX (Life Technologies),
1% de MEM-NEAAs, 1% P/S e 1 pg/ml de heparina em DMEM/F12 (Life
Technologies). Apo6s 4 dias (dia 10), seis organoides foram revestidos com Matrigel
em uma placa de cultura de tecido ndo aderente de 60 mm, diluidos de 3 ml e
incubados por 1 h a 37 °C sob 5% de CO2. Os organoides revestidos foram devolvidos
as placas de fixacao ultrabaixa de 24 po¢os com 0,5 ml de meio de neurodiferenciacao
sem vitamina A (50% de meio neurobasal, 0,5% de N2, 1% de suplemento de B 27
sem vitamina A, 1: 100 2 -mercaptoetanol, 0,5% MEM-NEAA, 1% GlutaMAX e 1: 100
P/S em DMEM/F12) e deixado por 4 dias em cultura estatica. Posteriormente, 0os
organoides cerebrais foram cultivados em suspensdo em placas de direcdo em um
agitador orbital padrdo (placas de cultura de seis pocos), agitado a 90 rpm. Dez
organoides foram colocados em 3 ml de meio de neurodiferenciagdo com vitamina A
(dia 14). O meio foi mudado semanalmente até o 60 de cultura. Eles foram
fotografados com um sistema de imagem de células EVOS (Thermo Fisher Scientific)
em campo claro. A area, o diametro e a circularidade de organdides cerebrais

individuais foram realizadas usando uma macro customizada no ImageJ.
4.3.1 Cultura e diferenciacdo dos organoides de células de pacientes com ACC
A cultura das células IPS foi realizada a partir da urina de um paciente

(SOCHACKI et al., 2016). O voluntario foi esclarecido sobre o estudo e o préprio (ou

o responsavel legal) assinou um termo de consentimento. O Projeto foi aprovado pelo
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Comitté de FEtica em Pesquisa (CAPPesq, IRB00000921; CAAE
32385314.9.0000.5249; INTO 025/2014; HCD 699.862; HCD 978.457) e todos o0s
aspectos de bioética e biosseguranca foram contemplados de acordo com a
recomendacdo do comité de ética.

Células somaticas foram reprogramadas diretamente utilizando vetores de
reprogramacao com os quatro fatores, Oct3 / 4, Sox2, KlIf4 e c- Myc (SOCHACKI et
al., 2016; TAKAHASHI et al., 2007). As colbnias sédo selecionadas quanto a sua
pluripotencialidade e pela capacidade de diferenciacdo, caracterizada pela formacéao
de corpo embrionario (EB) e expressdo de marcadores para trés camadas

germinativas (idem).

4.5 AMOSTRAS PARA AS ANALISES PROTEOMICAS

Para o estudo protedmico utilizando neuroesferas, foram utilizados
aproximadamente n? células de neuroesferas para cada condicdo e/ou replicata
biolégica. Para o estudo protedmico de organoides cerebrais, foram utilizados pool
com trés organoides cerebrais da mesma cultura para cada condicao e/ou replicata

bioldgica.

4.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS PARA AS ANALISES
QUANTITATIVAS

A extracdo de proteinas foi realizada conforme metodologia previamente
descrita em MURILLO et al., (2018). A extracdo foi realizada utilizando um tampéao
com uréia 7M, tiouréia 2M, HEPES 50 mM pH 8, NaCl 75 mM, EDTA 1mM e coquetel
de inibidores de proteases complete (roche). Uma vez adicionado o tampé&o, a solucao
foi homogeneizada suavemente com micropipeta e posteriormente submetida a banho
de ultrassom com frequéncia de 40 kHz durante 10 minutos e, em seguida, foi feita a
centrifugacédo a 10000 g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recuperado
para fazer os processos de quantificacdo e digestdo de proteinas. Esse método foi
aplicado em todas as amostras e etapas desta dissertacéo.

As proteinas obtidas apOs processo de extracdo foram quantificadas pelo
ensaio fluorométrico Qubit® 2.0 (Invitrogen) utilizando 1ul de amostra conforme

instrucbes do fabricante. Esta metodologia foi utilizada também para quantificar os
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peptideos processados nos diferentes passos do protocolo geral.

4.7 DIGESTAO TRIPTICA DE PROTEINAS

Foram processados volumes equivalentes a 100 pg de proteina para realizar a
digestdo. Inicialmente, as amostras foram incubadas para reducdo das pontes
dissulfeto com tris(2-carboxietil) fosfina hidrocloreto (TCEP) a concentragdo final de
10 mM a 30°C por uma hora. Posteriormente, foi adicionada iodoacetamida (IAA), para
a alquilacado, até uma concentracao de 40 mM a temperatura ambiente no escuro por
30 minutos. A mistura foi diluida 10 vezes utilizando tampé&o bicarbonato de
trietilamonio (TEAB) 50 mM para reduzir a concentragdo de uréia/tiouréia na posterior
hidrélise enzimatica. A reacao foi realizada com a enzima tripsina em uma propor¢cao
de 1:50 (m/m) a 35°C, pH 8, durante 18 horas. A reacdao foi interrompida pela adicédo
de &cido trifluoroacético (TFA) 10% até uma concentracao final de 0.1% em pH 2,

aproximadamente.

4.8 DESSALINIZACAO DE AMOSTRAS EM MICRO COLUNAS DE FASE REVERSA

A dessalinizacdo das amostras na metodologia geral foi feita utilizando a resina
de fase reversa. As amostras foram processadas em stage tips confeccionadas com
resina POROS™ R2 (Applied Biosystems) previamente lavadas com Acetonitrila
(ACN) 100% e equilibradas com TFA 0.1%. As amostras foram incubadas com a
resina e eluidas manualmente ou por centrifugacdo a 2000 rpm (duas vezes).
Posteriormente, a resina foi lavada trés vezes com TFA 0.1% e os peptideos retidos
foram eluidos sequencialmente com ACN 50% / TFA 0.1% e ACN 70% / TFA 0.1%.

Em seguida, foram secos a vacuo em um concentrador do tipo speedvac.

4.9 MARCACAO COM ITRAQ 4-PLEX

Nos quatro estagios de desenvolvimento, foram marcados os peptideos
procedentes de cada condi¢ao de diferenciagcdo. Sendo assim, na segunda etapa, o
canal 114 correspondeu ao estagio 35 dias, o canal 116 ao de 45 dias, o canal 115 ao
de 60 dias e o canal 117 ao de 75 dias, de acordo com figura 14. Na terceira etapa,

além dos estagios de diferenciagéo, foi utilizado o estagio 45 dias proveniente de iPSC
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reprogramada de paciente com ACC. O canal 114 correspondeu ao tempo de 45 dias
de diferenciacéo, o canal 116 correspondeu ao tempo de 60 dias, o 116 correspondeu
ao tempo de 75 dias e 0 117 correspondeu ao tempo de 45 dias de células obtidas de
paciente com ACC total, conforme a figura 15.

Seguindo as instrucdes do fabricante (AbSciex), foi padronizado a quantidade
de peptideo de cada amostra para cada um dos reagentes do iTRAQ. Inicialmente, os
peptideos foram solubilizados em 30 pl de TEAB 20mM, pH 8.5 e adicionado o
respectivo reagente iTRAQ previamente dissolvido em etanol absoluto (concentracao
final de etanol na mistura de 70% v/v), a reacao foi incubada a temperatura ambiente
por 1 hora, posteriormente. As solucBes dos 4 reagentes serdo misturadas em um
nico tubo e concentradas até um volume de aproximadamente 10 pL (NUNEZ;
DOMONT; NOGUEIRA, 2017).

4.10 FRACIONAMENTO DE PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA DE INTERACAO
HIDROFILICA (HILIC)

As misturas das amostras marcadas com iTRAQ foram fracionadas por
cromatografia HILIC. Foi realizado o mesmo protocolo para a amostra de 35 dias de
desenvolvimento livre de marcacdo. As amostras previamente secas foram
ressuspendidas em ACN 90%/TFA 0.1% e injetadas no cromatdgrafo UFLC Shimadzu
utilizando uma coluna TSKGel Amide-80 (15 cm x 2 mm i.d. x 3 ym - Supelco), fluxo
de 0.2 ml/minuto; fases méveis A (ACN 85%/TFA 0.1%) e B (TFA 0.1%); gradiente:
0% de B durante 5 minutos; 0% a 10% de B em 5 a 10 minutos; 10% a 20% de B em
de 10 & 55 minutos; 20% a 100% de B em 55 a 60 minutos; e 100% a 0% de B em 60
a 65 minutos. A eluicdo dos peptideos foi monitorada por meio de leituras de
absorbancia nos comprimentos de onda de 216 e 280 nm. Para cada conjunto de
misturas, coletaram-se 26 de fragdes de 500 ul, que foram agrupadas de acordo com
separacao dos picos intensidade foram agrupadas e foram secas em concentrador a
vacuo tipo speedvac e ressuspendidas em Acido Férmico (AF) 0.1% para a aplicagéo
no LC-MS/MS.



53

4.11 ANALISE VIA ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)

Cada fracdo ou mistura de fracGes foi analisada em trés replicatas técnicas num
sistema de nano cromatografia liquida (nLC) no instrumento Easy-nLC 1000 (Thermo
Scientific) acoplado ao espectrdmetros de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Scientific), na analise qualitativa do estagio de 35 dias, e Q-Exactive Plus (Thermo
Scientific), nas analises quantitativas. Foi utilizado o solvente A (H20 95% / ACN 5%
| AF 0.1%) e o solvente B (H20 5% / ACN 95% / AF 0.1%) em todas as andlises
realizadas.

Na analise qualitativa, foi efetuado um gradiente de trés horas: de 5% até 35%
de B em 160 minutos; de 35% até 95% de B de 160 a 168 minutos e 95% de B 168 a
180 minutos. A ionizacao e transferéncia dos ions foi feita em fonte nano-electrospray
(Thermo Scientific). Os parametros de operacao do espectrometro de massas foram
aguisicao de espectros no modo positivo por aquisicdo dependente de dados (DDA —
do inglés, data dependent acquisition) com uma lista de exclusao dinamica de 45 ms,
voltagem no spray de 2.5 kV, e temperatura de 200°C no capilar aquecido. Varredura
inicial do MS (full scan) em 60.000 FWHM de resolucao para 400 m/z no analisador
Orbitrap. Foram selecionados os dez ions mais intensos para fragmentacdo por
dissociacao induzida por colisdo (CID - do inglés, collision-induced dissociation) com
energia normalizada de 35s, janela de isolamento de m/z 2 e exclusao dinamica de
45 s.

Nas analises quantitativas, foram efetuados gradientes de duas horas, para
diferenciacdo de organoides saudaveis; e uma hora e meia, diferenciacdo de
organoides com e sem ACC: de 5% até 35% de B em 160 minutos; de 35% até 95%
de B de 160 a 168 minutos e 95% de B por 12 minutos. A ionizagéo e transferéncia
dos ions foi feita em fonte nano-ESI. O espectrdbmetro de massas operou com a
aquisicdo de espectros no modo positivo por DDA, com uma lista de exclusdo
dindmica de 30 ms, voltagem no spray de 2.5 kV, e temperatura de 200°C no capilar
aquecido. Full scan ou MS1 na faixa de 375 — 1800 m/z, resolugdo de 70.000 (para
m/z 200), fragmentacg&o dos 10 ions mais intensos em célula de colisdo HCD (Higher-
energy collisional dissociation), com energia de colisdo normalizada de 30 e resolucao
de 17.000 (para m/z 200) na aquisicao dos espectros MS/MS. Janela de isolamento
de m/z 2 e exclusdo dindmica de 45 s. Os cromatogramas e espectros foram

visualizados pelo software Xcalibur v.2.1., nos quais foram verificados o perfil



54

cromatografico e a reprodutibilidade entre as replicatas biolégicas de cada de cada

fracdo, em todas as analises.

4.12 BUSCA POR PROTEINAS BASEADA EM PSM

A analise de dados foi realizada com um conjunto de ferramentas disponiveis
no programa Proteome discoverer 2.1 e 2.4 a partir dos arquivos dos espectros de
massas experimentais (*.RAW files). O programa trabalha com mecanismos de busca,
como o Sequest ™ HT (Thermo Fisher Scientific), para processar todos os dados
coletados e a identificacdo dos peptideos por combinagcédo de espectro de peptideos
(Peptide Spectrum Match - PSM) contra a base de dados. Para a analises dos
modelos neurais humanos, foram utilizados o banco de dados da espécie Human que
foi obtida do repositorio publico UniProt (“UniProt: a worldwide hub of protein
knowledge”, 2019) e também foi acrescido o banco de dados de sequéncias dos
contaminantes comuns em espectrometria de massas.

Na busca os seguintes critérios foram adotados: tolerancia de massa do
peptideo de 10 ppm; tolerancia de massa dos fragmentos de 0,5 Da nas andlises feitas
no Ltg orbtrap Velos e 0,1 Da nas analises feitas no Q-exactive plus; clivagem por
tripsina total, com limite maximo de duas clivagens perdidas; modificacdes variaveis:
oxidagdo da metionina (+ 15,995 Da), marcagcao, quando utilizada, iTRAQ 4plex (+
144,102 Da em lisina, tirosina e extremidade N-terminal) e modificacdo fixa a
carbamidometilacdo da cisteina (+ 57,021 Da). Foram utilizados parametros de filtro
de classificacdo por Target Decoy PSM Validator e validados pela taxa de falsos

positivos (FDR — do inglés False Discovery Rate).

4.13 ANALISES ESTATISTICAS E DE ENRIQUECIMENTO DE GENES

As proteinas identificadas no passo anterior foram analisadas estatisticamente
no programa Perseus 1.6.12.0. (TYANOVA et al., 2016). Os dados de quantificagédo
sdo relacionados a intensidade dos canais do iTRAQ de cada grupo de andlise e suas
respectivas replicatas bioldgicas e técnicas foram obtidos através dos resultados do
Proteome Discoverer 2.1 e 2.4. Esses dados foram processados nos programa
Perseus 1.6.12.0. Na analise, os valores das intensidades de proteinas foram

transformados no logaritmo na base 2 e normalizados com a subtragéo pela mediana.
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Como critério de valores aceitaveis, em ambos os grupos, foi utilizado um filtro, em
gue somente proteinas em que estivesse com pelo menos dois valores validos em
pelo menos uma das condi¢cdes marcadas, eram mantidas para quantificacdo. Para
estabelecer uma quantificacéo relativa, foi realizado um teste estatistico de analise de
variancia unilateral (ANOVA) para comparar as condi¢cdes descrita na tabela 1, com
valores de confiabilidade de 95%, com diferenca significativa para p<0,05. A partir dos
resultados obtidos, foram considerados para os valores com hipétese nula rejeitada
resultante do teste estatistico. A partir desses resultados, foram realizados um pés-
teste ANOVA, Teste de Tukey, com FDR <0,05 e/ou andlises de clusterizacédo
hierarquica, com métricas de distancia euclidiana.

Para o estudo de fun¢des e interacdo das proteinas identificadas nos modelos
neurais humanos, as proteinas analisadas estatisticamente foram contrastadas com
a base de dados de termos do Gene Ontology (GO) (ASHBURNER et al. 2000)
disponivel no site (http://geneontology.org/), REACTOME (JASSAL et al., 2019),
disponivel no site (https://reactome.org/) e KEGG (KANEHISA, 2000; KANEHISA, et
al., 2017), disponivel no site (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) utilizando a
ferramentas como DAVID (HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2009), METASCAPE
(ZHOU, Y. et al.,, 2019) e Enrichr para classifica-las em diferentes categorias

funcionais de ontologia, por enriguecimento dos genes.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES EM NEUROESFERAS
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51 CULTURA E DIFERENCIACAO DE NEUROESFERAS E ORGANOIDES
CEREBRAIS

A cultura de neuroesferas e organoides cerebrais humanos utilizados neste
projeto foi realizada em colaboracdo com o IDOR. Os modelos desenvolvidos nesta
instituicdo séo utilizados na modelagem da origem do SNC, como também como
modelo para o estudo de disturbios, anomalias e doencas neurais. Neste presente
trabalho, sdo utilizados como alternativa para o estudo de vias, processos e proteinas

que estao relacionadas com o desenvolvimento de neurdnios e do SNC.

5.2 PROTEOMICA DE NEUROESFERAS

O proteoma das neuroesferas humanas foi analisado quantitativamente em
dois momentos. Ap6s a formacdo das neuroesferas, o primeiro momento de
manipulacdo para a mudanca foi no terceiro dia, momento escolhido para iniciar o
estudo da diferenciacdo da neuroesfera. Um tempo posterior, 10 dias apds a
diferenciagéao, foi um ponto relatado anteriormente para derivar neuroesferas que,
apos o plagueamento, pois elas podem migrar e projetar axbénios radialmente,

eventualmente formando redes neurais funcionais (NAGESHAPPA et al., 2016).

Figura 12 - Neuroesferas cultivadas por 3 dias e 10 dias.

Foram utilizadas duas replicatas biologicas de neuroesferas cultivadas por 3
dias e outras duas replicatas de células cultivadas por 10 dias, em meio suplementado
com B27 e N2 (figura 12). As proteinas dessas condi¢cdes foram digeridas e o0s
peptideos foram marcados com iTRAQ e misturados em uma relacdo 1:1:1:1 e
fracionados off-line com HILIC. Esta etapa foi realizada por Murillo et al., (2017).

Foram utilizados os dados brutos obtidos anteriormente e foram refeitas as analises
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desses dados. Apds analise no Proteome discoverer 2.4, foram identificados 6697
grupos de proteinas (proteinas com redundancia na identificacdo) considerando um
FDR de 1%.

5.2.1 Correlacéao das proteinas identificadas

A correlacéo do perfil de proteinas da neuroesfera com o perfil de proteinas do
cortex fetal valida o uso de neuroesferas para estudar o encéfalo humano. Djuric et al.
2017, analisaram o desenvolvimento cerebral humano de maneira espaco-temporal,
especificamente a VZ, a zona intermediaria interveniente (1Z), a subplaca e o cortex
cerebral frontal. Foram calculadas as correlacdes de Pearson de neuroesferas, a
partir dos valores de PSM transformados para log2, comparado com dados
protedmicos do cortex fetal de 16-41 semanas e do cortex adulto e os valores estéao
resumidos na figura 13 (DJURIC et al., 2017). A correlacdo é mais alta na semana
embrionéria 20 (r = 0,52) e mais baixa com o cértex adulto (r = 0,34), mostrando que
o perfil molecular das neuroesferas é mais semelhante ao cértex humano nas

primeiras semanas embrionarias.
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Figura 13 - Identificacéo de proteinas em neuroesferas que estao correlacionadas com
proteinas do cortex fetal.
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5.2.2 Andlise protebmica quantitativa das neuroesferas

Para verificar o perfil das proteinas reguladas, foram consideradas
diferencialmente expressas considerando um limite de 0,5 do log2 fold change de 3 e
10 dias (10D / 3D) ou seja para as razdes de iTRAQ (115/114 e 117/116) com valores
21,5 ou <0,67, no intervalo de confianca de 95% pelo teste t de Student (p significativo
<0,05). Proteinas diferencialmente reguladas foram representadas na figura 15-A em
um grafico do tipo Vulcano plot. De 3 a 10 dias de diferenciagdo da neuroesfera, um
total de 433 proteinas foram reguladas negativamente e 479 foram reguladas

positivamente.
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Figura 14 - Proteinas diferencialmente expressas e seus processos bioldgicos em
termos de GO enriquecidos significativamente os entre 3 dias e 10 dias de
diferenciacdo. A: Gréafico do vulcdo exibindo variacdes significativas. O eixo vertical
corresponde ao negativo do log valor p do teste t e 0 eixo horizontal exibe o valor log2
fold change. As proteinas foram consideradas reguladas positivamente e reguladas
negativamente com os valores de fold change 21,5 ou <0,67 no valor-p <0,05. B: Visado
geral do enriquecimento de processos biolégicos [-log10 (valor p)] de genes com
regulacdo negativa em um gréafico de barras. C: Visédo geral do enriquecimento de

processos bioldgicos [-log10 (valor p)] de genes regulados positivamente em um
gréafico de barras

Foram realizadas andlise de enriquecimento de termos GO para processos

bioldgicos das proteinas reguladas, e o resultado obtido foi resumido em forma de
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gréafico de barras na figura 14-B, para processos negativamente regulados e 14-C para
processos positivamente regulados. Esta andlise revelou que as proteinas mais
expressas em 10 dias estéo relacionadas com processos de regulagéo da transcricao,
regulacdo do metabolismo de DNA, reparo de DNA, ou seja, sdo proteinas
relacionadas ao ciclo celular. Enquanto as proteinas reguladas positivamente estao
relacionadas a processos como sinalizacao trans-sinaptica, regulacéo da plasticidade
sinaptica, desenvolvimento do cérebro, orientacdo do axdnio, ou seja, essas proteinas

estdo relacionadas a maturacdo neuronal.

Durante a diferenciacdo, as proteinas relacionadas a orientacdo dos axénios
foram reguladas positivamente em neuroesferas de 10 dias. Das proteinas
identificadas observa-se pelo esquema da figura 15, que das 96 proteinas na via de
orientacdo do axoénio (banco de dados KEGG), 42 foram identificadas em nosso
conjunto de dados, dos quais 16 foram reguladas positivamente. Nao ha proteinas
reguladas negativamente no conjunto de dados que estéo relacionadas ao processo
de orientacdo dos axodnios. As proteinas reguladas na via de orientacdo do axdnio
fazem parte da sinalizacdo de Netrina, Slit, Semaforinas, Netrina-G2 e moléculas de

adesao celular (CAMSs).
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Figura 15 — Via completa da orientagdo do axénio. As proteinas relacionadas a esta
via que foram identificadas nos dados sdo destacadas em azul e as proteinas
reguladas, com aumento de abundancia estdo destacadas em vermelho. Os blocos
em verde representam proteinas que nao foram detectadas no conjunto de dados.
Setas continuas representam interacao ou relacdo molecular direta. Setas pontilhadas
representam efeito indireto ou mudanga de estado. + p: fosforilagcdo. —p: nao
fosforilado. Adaptado do banco de dados de vias do KEGG (KANEHISA, M., 2000).
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Netrina-1 foi uma das proteinas identificadas em nosso conjunto de dados. Ela
€ uma proteina produzida pelo piso da placa neural e foi a primeira pista de orientacao
do axonio identificada na medula espinhal. A sinalizag&do de Netrina pode promover o
crescimento ou repulsdo dos axonios, dependendo se dois genes que Sdo seus
receptores, UNC5A e DCC, sao expressos nas células (JARJOUR et al., 2003;
POWELL et al., 2008). Acreditava- se que Netrina-1 atraia 0s axénios comissurais por
um gradiente com alta concentragcéo na placa assoalho e também no canal central, do
tubo neural (KENNEDY et al., 1994). Principalmente porque sua auséncia prejudica
gravemente a extensdo do ax6nio comissural para a linha média (BIN et al., 2015;
SERAFINI et al., 1996. No entanto, netrina-1 também € expresso por progenitores
neurais na zona ventricular (VZ), sendo esta principal guia os axdnios comissurais
espinhais, fornecendo um substrato de crescimento de axdnio para orientar sua
extensdo em direcdo a linha média ventral, de uma maneira dependente de DCC
(DOMINICI et al., 2017; VARADARAJAN et al., 2017). A ligacdo ao DCC, isolada,
promove o crescimento do axonio, mas a associacdo de UNC5A e DCC dispara a
sinalizacao para repulsdo (HONG, K. et al., 1999; KENNEDY et al., 1994).

Durante o desenvolvimento cerebral, a repulsdo é necessaria para guiar 0s
axbnios até seus alvos adequados. Por exemplo, as fendas sé@o secretadas pela linha
média, um revestimento de células gliais que separa os dois hemisférios cerebrais.
Neurdnios que expressam o receptor ROBO se afastam da linha média, enquanto os
neurdnios que expressam baixos niveis de ROBO podem cruzar a linha média. Depois
de cruzar a linha média, os neurdnios aumentam a expressao do ROBO, o que impede
o retorno dos axonios ao seu hemisfério de origem (KIDD et al., 1998). As semaforinas
também atuam como moléculas quimiorreflexivas quando se ligam aos receptores da
plexina, em associagdo com a molécula de adesdo de células neurais L1 (LLCAM)
(BASHAW; KLEIN, 2010; DICKSON, 2002). O aumento da expressdo de UNC5A,
DCC, ROBO2 e Plexinas sugere que, durante a diferenciagdo, as neuroesferas
adquirem a maquinaria molecular para responder as dicas de orientacdo dos axonios.

Diversos genes da via de orientagdo do axdnio estdo envolvidos em disturbios
neurolégicos, causadas por mudangas na expressao ou funcédo dessas proteinas que
podem induzir mudancas patologicas nos circuitos neurais (VAN BATTUM;
BRIGNANI; PASTERKAMP, 2015). Os genes de orientacdo do axonio identificados
em nosso conjunto de dados foram contrastados com bancos de dados que mostram

arelacdo de genes com diversas doencas, DISGENET (disturbios neurodegenerativos
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e neuropsiquiatricos) e ARCHS 4 (disturbios do neurodesenvolvimento). A pesquisa
foi realizada usando a ferramenta Enrichr (KULESHOV et al., 2016). Esta analise foi
realizada para abordar o futuro potencial do uso de neuroesferas para explorar
proteinas relacionadas a orientacdo do axénio que predispdem ou causam doencas
gue afetam o sistema nervoso humano. Na Tabela 1 mostra os genes de orientacéo
do axoénio identificados em neuroesferas com sobreposicdo significativa para

distarbios neurodegenerativos, neuropsiquiatricos e do neurodesenvolvimento.
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Tabela 1 - Genes da via de orientacdo do axodnio correlacionados com disturbios

neuroldgicos.

Transtorno neurolégico

Genes

Neurodegenerativo

Doenca de Alzheimer

Doenca de Parkinson

Doenca de Huntington

ITGB1; GSK3B; EPHA4; ROCK1; ROCK2; LRRC4; CXCR4; NTN1;
RHOA; GNAI1; CDC42; PPP3CA; PPP3R1; CDKS5; DPYSL2; CFL2;
ABL1; MAPK1; FYN; RAC1; EPHB2; EPHB1; MAPK3; PLXNA3

GSK3B; ROCK2; CXCR4; CDC42; CDKS; RASA1; ABL1; MAPKY; FYN;
RAC1; SRGAP3; EPHB2; EPHB1; MAPK3

GSK3B; ROCK1; CDK5; DPYSL2; LIMK1; MAPK1; RAC1; EPHB2;
EPHB1

Neuropsiquiatrico

Esquizofrenia

Transtorno de
Depress&o maior

Transtorno Bipolar

GSK3B; DCC; NFATC3; CXCR4; LICAM; EFNB2; CDC42; PPP3CA;
PPP3CB; PPP3R1; CDK5; DPYSL2; CFL1; PLXNA2; MAPK1; FYN;
RAC1; SRGAP3; EPHB2; PAK3; EPHB1; PAK2; MAPK3

NRP1; GSK3B; CDKS; MAPK1; RAC1; EPHB2; EPHB1; MAPKS3;
PLXNA3

GSK3B; PPP3CB; NRAS; DPYSL2; MAPK1; FYN; RAC1; EPHB2;
MAPK3

Neurodesenvolvimento

Agiria-paquigiria tipo 1

Disgenesia do corpo
caloso, ligada ao X,
recessiva

Macrogiria, paralisia
pseudobulbar e retardo
mental

Hipoplasia cerebelar

Heterotopia de banda
familiar

Sindrome de lissencefalia

do tipo 1

ROBO2; GSK3B; DPYSL5; DCC; DPYSL2; SRGAP3; PAK3; L1CAM;
PAKS; ROBO1; PLXNA3

ROBO2; GSK3B; DPYSLS; DCC; DPYSL2; PLXNA1; PAK3; PAKS;
ROBO1; PLXNA3

ITGB1; GSK3B; ARHGEF12; DPYSLS; DPYSL2; PLXNA1; PAK3;
L1CAM; ROBO1

GSK3B; DPYSLS; DCC; PLXNAT; SRGAP3; L1CAM; ROBO1; PLXNA3

GSK3B; ARHGEF12; DPYSL5; DPYSL2; PAK3; L1CAM; ROBO1

GSK3B; ARHGEF12; DPYSLS; PLXNA1L; PAK3; L1CAM; ROBO1

Esses genes podem ser divididos em receptores de membrana, efetores de

sinalizacdo e quinases. Seria promissor abordar se receptores da via de orientacao
do axdnio séo regulados ou mal localizados em modelos neurais para as doencas

listadas na Tabela 1. Como por exemplo, a proteina LICAM por estar altamente
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enriquecida na superficie de axénios em desenvolvimento e em regeneracao. LLICAM
durante o desenvolvimento encefalico, € critica em varios processos, incluindo
migracao neuronal, crescimento axonal e fasciculacdo e sinaptogénese. No cérebro
maduro, a LLCAM desempenha um papel na dinamica da estrutura e funcao neuronal,
incluindo a plasticidade sinaptica, e esta envolvido na orientacéo, na ramificacao e na
mielinizacdo axonal. O L1CAM ¢ alterado em disturbios do neurodesenvolvimento e
pode ser regulado por disfuncdo dos circuitos cerebrais. Um estudo protedmico de
proteinas nascentes em axo6nios in vitro demonstrou que L1CAM é traduzido em
axbnios, em resposta a netrina, semaforina e BDNF (CAGNETTA et al., 2018). Eles
mostraram que a producao rapida de proteinas € relevante durante o crescimento
axonal e que ndo pode ser estimada por andlise transcriptdbmica (idem).

Além disso, as cascatas de sinalizacdo desencadeadas por esses receptores
poderiam ser estudadas a nivel molecular em células humanas e servir como alvos
de drogas para a remodelacdo dos circuitos cerebrais, com possivel aplicacdo em

doengas neurodegenerativas e neuropsiquiatricas.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES EM ORGANOIDES CEREBRAIS
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6.1 PROTEOMICA DE ORGANOIDES CEREBRAIS

Foi realizada a andlise protedmica da cultura dos organoides cerebrais que
foram utilizados neste projeto, para verificar o seu potencial como modelo do
desenvolvimento neuronal. A analise consistiu em obter via LC-MS/MS o proteoma
total do organoide, do menor estagio de desenvolvimento, para caracteriza-lo por sua
natureza qualitativa, como informagdes sobre a estrutura do organoide diferenciado,

as interacdes proteicas e as suas principais fungdes celulares.

Os organoides possuem uma alta complexidade celular e, apdés o
processamento e obtencdo dos peptideos originados pela digestdo triptica das
proteinas, foi realizado o pré-fracionamento com coluna HILIC de organoides com 35
dias de desenvolvimento. A figura 16 ilustra as fracdes obtidas deste fracionamento.
Para a analise via LC-MS/MS foram utilizadas 13 fracGes, em que 10 corresponderam
a fracBes individuais (0 a 2 e 12 a 18) e as outras trés compreendem um pool de

fracBes com baixa intensidade na cromatografia (3-11, 19-20 e 21-25).

Max intensity : 3.906.591 %
c. 21.34]

Conc.(Method)

MAU(x1,000,
act-2

A (1.00) ilme

2(3|4(5(6|7 (8|9

Figura 16 - Cromatograma obtido pelo fracionamento HILIC. Cada cor corresponde a
uma fragéo analisada por LC-MS/MS.

Os dados gerados po6s analise via LC-MS/MS das frac6es foram processados
juntamente no software Proteome Discoverer. Em nameros, foram identificadas 4.099
proteinas de caracteristica Master (grupos de proteinas com redundancia de
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identificacdo), 14.993 peptideos, desses 13.834 sdo peptideos Unicos e foram
determinados 63.580 PSMs.

6.1.1 Perfil de proteinas identificadas

As 100 proteinas mais abundantes, utilizando como parametro a relacao de
PSMs, foram analisadas por enriquecimento de genes no programa on-line DAVID
(HUANG; SHERMAN; LEMPICKI, 2009) para verificar as principais caracteristicas
fenotipicas desses organoides. Os termos mais enriquecidos foram resumidos na

figura 17.

Figura 17 - Gréfico relacionando regides teciduais e os genes das proteinas mais

abundantes, em porcentagem de genes.

A andlise de enriguecimento de um conjunto de proteinas é um método para
identificar classes de genes que estédo super-representadas quando comparadas a um
grande conjunto de genes, como o0 genoma. Tais dados foram enriquecidos em termos
‘Tissue_Expression’ e a maioria (76,6%) das proteinas identificadas correspondeu as
partes cerebrais. Além disso, algumas regifes cerebrais relacionadas ao



70

desenvolvimento cerebral embrionario foram identificadas com um alto
enriquecimento dos genes correspondente a esse grupo de proteinas (figura 17).

Em torno de 47,4% dos genes estéo relacionados a célula de Cajal-Retzius,
com um grande enriquecimento em relagcdo ao genoma completo (valor p = 1,90.10°
61). Esse tipo celular representa um neurénio transitério que é a principal fonte de
Reelin, uma grande glicoproteina da matriz extracelular, que ajuda a regular os
processos de migracdo e posicionamento neuronal, na zona marginal do neocortex e
hipocampo em desenvolvimento. Outra regido embrionaria que corrobora com o
enriguecimento anterior é o coértex fetal (valor p = 4,8.10%) pois, durante
desenvolvimento inicial dessa regido, ha a presenca de células Cajal-Retzius atuando
como os primeiros neurdnios desenvolvidos (MARA-N-PADILLA, 2015; MEYER;
GONZALEZ-GOMEZ, 2018).

Em nossa andlise foram identificadas também proteinas que sdo marcadores
de regides do SNC embrionario como o mesencéfalo, o prosencéfalo e o
rombencéfalo. Essas regides posteriormente se diferenciardo em novas regides
cerebrais que compreenderdo a regido do encéfalo. Uma dessas é a proteina
homeobox, um fator de transcricAo que € necessario para especificacdo e
regionalizacao de partes do sistema nervoso central durante o desenvolvimento inicial
(FRANTZ et al., 1994; SIMEONE, 1998). O Otx2 tem um papel regulatério e controla
diferencialmente o surgimento dos subdominios dorsais do progenitor mesencefalico,
sendo um dos principais determinantes genéticos desse processo. A perda de Otx2
gera modificacdes tanto na identidade e quanto no destino de progenitores, o que faz
o Otx2 ser necessario em varios niveis nesses processos de formacdo do
mesencéfalo (DI GIOVANNANTONIO et al., 2014; PUELLES, 2004).

Foi identificado também o BCL11B, também conhecido como CTIP2, que € um
fator de transcricdo do tipo “Zinc Finger protein”, fundamental no desenvolvimento
fetal, com papéis importantes para a diferenciagdo e no desenvolvimento de varios
subtipos neuronais. Sua expressao foi identificada nas camadas IV/V do cortex,
sistema limbico, bulbo olfativo, ganglios da base e regides CA1/2 do hipocampo
durante o desenvolvimento embrionario de murinos e essa expressao foi mantida no
cortex, hipocampo e ganglios da base até a idade adulta (LEID et al., 2004). O Bcll11lb
€ altamente expresso no hipocampo por células granulares pos-mitéticas no giro
denteado em desenvolvimento e no adulto. Ele é necessario para o desenvolvimento

estrutural e funcional do giro dentado assim como para sustentar a integridade



71

estrutural e funcional do hipocampo adulto (SIMON, R. et al., 2016; SIMON, Ruth et
al., 2012; SIMON, Ruth; WIEGREFFE; BRITSCH, 2020). Possui também papéis
criticos na diferenciacéo e regulacdo do desenvolvimento de neurdnios espinhosos
médios estriados, portanto € fundamental a sua expressao para o estabelecimento da
arquitetura celular do estriado (ARLOTTA et al., 2008). BCL11B/CTIP2 é encontrado
no sistema vomeronasal, que funciona e desenvolve suas func¢des durante o
desenvolvimento do embrido em humanos. A proteina é expressa principalmente em
células em proliferagéo e/ou neurénios imaturos com papel critico no desenvolvimento
adequado desse sistema em formacdo, diminuindo sua expressdo apos a
embriogénese (ENOMOTO et al., 2011). Frequentemente é usado como um marcador
para células neuronais do coértex pois, Bclllb estd presente extensivamente nos
interneurdnios GABAérgicos do cOrtex somatossensorial e em neurdnios de projecao
corticospinal (ARLOTTA et al., 2008; LENNON et al., 2017; NIKOUEI; MUNOZ-
MANCHADO; HIERLING-LEFFLER, 2016).

Outras proteinas que sdo marcadores da regido do prosencéfalo foram
identificadas, como DBI, CLU e SPARC. O DBI, inibidor de ligacdo ao Diazepam,
também denominada como proteina de ligacéo a acil-CoA (ACBP), esta presente em
varias areas do encéfalo, e atua na regulacdo da atividade dos receptores GABAA.
(CHRISTIAN et al., 2013; TONON et al., 2020; UJJAINWALA et al., 2019) possui a
seus genes expressos diferencialmente na zona ventricular do neocortex embrionario
(VIED et al., 2014). Também é expresso na SVZ, sendo um modulador positivo da
neurogénese poés-natal da SVZ por estimular a proliferacdo de células progenitoras
desta regido (ALFONSO et al., 2012).

A Clusterina (CLU) é uma glicoproteina com distribuic&o e func¢des variadas em
diversos tecidos. Ela interage com uma ampla gama de moléculas e, portanto, possui
papéis multifuncionais numa célula, mas geralmente é expressa em resposta ao
estresse térmico, oxidativo ou mecanico na célula (JONES, S., 2002). Ela é produzida
em neurdnios e, mais abundantemente, em astrocitos e pode sofrer regulagcéo positiva
sob varias condi¢des neuropatoldgicas, nas quais ocorre morte ou proliferacéao celular
anormal (DAS GUPTA et al.,, 2019; FOSTER et al., 2019; HERRING et al., 2019;
ROHNE; PROCHNOW; KOCH-BRANDT, 2016). Apesar da sua associacdo a
neurodegeneracdo, a expressao de clusterina ja esta presente na vida fetal, em
astrocitos corticais, hipocampais e em neurénios motores durante os estagios iniciais
do desenvolvimento do SNC (CHARNAY et al., 2008).
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A proteina SPARC / osteonectina é altamente expressa por glia radial,
astrocitos e vasos sanguineos em formacéo durante o desenvolvimento do SNC,
podendo desempenhar um papel importante na regulacédo do desenvolvimento da
sinapse excitatéria, na neurogénese, na angiogénese, na modulacdo da migracao
celular e em processos regeneracdo e reparacdo neural (ALKABIE et al., 2016;
JONES, E. V. et al, 2011; JONES, Emma V. et al.,, 2018; JONES, Emma V,;
BOUVIER, 2014; LLOYD-BURTON; ROSKAMS, 2012; VINCENT; LAU; ROSKAMS,
2008). No cérebro maduro, sua expressdo € comum em microglias e em barreiras
cerebrais, tornando-se abundante no coértex, no hipocampo e em substancia cinzenta
da medula espinhal (LLOYD-BURTON; ROSKAMS, 2012; VINCENT,; LAU;
ROSKAMS, 2008). Ela também ¢é utilizada como padrdo de modulacdo da
sinaptogénese, por antagonizar esse processo (KUCUKDERELI et al., 2011; MOREL
et al., 2017)

Os genes Hox sdo fundamentais na atribuicdo de identidade segmentar no
encéfalo posterior em desenvolvimento e a especificidade é imposta pela expressao
diferencial desses genes (GAVALAS, 2003). Em nossas analises identificamos a
proteina Homeobox Hox-Al (HOXA1) que € expressa ho mesoderma recém-formado
e no neuroectoderma (sobrepostos, formam o precursor do tronco cerebral) e possui
importantes fungdes na especificacao da crista neural, no padrao do encéfalo posterior
e no desenvolvimento do coragéo e do ouvido (DE KUMAR, B. et al., 2017; MAKKI,
CAPECCHI, 2010, 2011). Sendo a HOXAL1 essencial para desenvolvimento adequado
de varios tecidos embrionarios.

Também foram identificadas proteinas importantes no processo sinaptico,
como sinaptotagmina, um sensor de Ca?* que medeia a exocitose da vesicula
singptica (VS), desencadeando a liberagdo de neurotransmissores em neurdnios
(SUDHOF, 2014); A sinaptobrevina (Syp - também conhecidas como VAMP), uma
proteina abundante na VS, que em conjunto com outas duas proteinas, a sintaxe 1 e
o SNAP-25, formam o complexo SNARE, um sistema que impulsiona na fuséo da
membrana vesicular durante a sinapse neuronal, sendo a Syp fundamental na
montagem desse sistema (JAHN; FASSHAUER, 2012; LAKOMEK et al., 2019); a
sinaptojanina, uma enzima lipidica que no processo sinaptico interage com uma outra
enzima, a endofilina, e ambas sédo necessarias para que um mecanismo de reciclar e
formar as VS, por endocitose, funcione de forma ultra-rapida (SONG; ZINSMAIER,
2003; WATANABE et al., 2018); e receptor do acido y-aminobutirico (GABA), que ira
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transportar esse neurotransmissor do citoplasma do terminal pré-sinaptico para fora
da membrana da VS (SUDHOF, 2014). Além disso, proteinas de células relacionadas
a regides da retina também foram identificadas: células da retina — marcador geral
(GS), Muller glia (DKK3), fotorreceptores (RCVRN) e células ganglionares da retina
(NEFL).

6.1.2 Analise protedmica quantitativa de organoides cerebrais

Nessa etapa do estudo, foram utilizados de quatro estagios com tempos de
diferenciacdo diferentes dos organoides cerebrais, utilizando a estratégia de
quantificacdo iTRAQ. De acordo com o esquema descrito na figura 11-B do capitulo
4, foram utilizados pools de organoides cultivados por 35, 45, 60 e 75 dias. As
proteinas dessas condi¢cBes passaram por digestao triptica e os peptideos resultantes
foram marcados com iTRAQ 4-plex e misturados na mesma razdo. A mistura de

peptideos foi fracionada off-line em um HPLC com uma coluna HILIC em 25 fracdes.

O perfil cromatogréfico esté descrito na figura 18
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Figura 18 - Cromatograma obtido pelo fracionamento HILIC. Cada cor corresponde a
uma fragéo ou pool de fra¢cdes analisadas via LC-MS/MS.
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Para a analise via LC-MS/MS no Q-exactive Plus foram utilizadas 13 fracdes e
pool de fracdes, em que oito corresponderam a fragces individuais (4 e de 13 a 18) e
as outras cinco compreenderam a um pool de fracbes na cromatografia (0-2, 2-3, 5-7,
8-12 e 18-25). Cada fracéo foi analisada, em triplicata e, posteriormente, os dados
gerados dessa analise foram processados em conjunto no Proteome discoverer.

Foram identificadas 5407 proteinas de caracteristica Master, grupos de
proteinas com redundancia de identificacdo, 28.197 peptideos, desses 27.436 séo
peptideos Unicos e foram determinados 118.749 PSMs. Os ions repérteres do iTRAQ
foram usados para identificar e quantificar relativamente os peptideos marcados e as
proteinas correspondentes dos estagios de diferenciacdo, conforme o exemplo na

figura 19, de um ion fragmentado obtido em uma das fra¢des analisadas.
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Figura 19 — Esquema exemplificando a identificacdo dos ions reporteres do iTRAQ
em organoides cerebrais. A: Cromatografia do nLC de uma das fracdes. B: Espectro
msl de um peptideo identificado correspondente e o espectro ms2 gerado pela
fragmentacdo de um ion. Neste, observa-se a fragmentacdo dos ions reporteres do
iTRAQ.
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Entre os diferentes tempos de diferenciacdo, ndo foram observadas diferencas
significativas em termos de identificacdo de proteinas. A sobreposi¢cdo de proteinas
identificadas j& era esperada, devido a existéncia de ions co-eluidos e co-
fragmentados junto aos ions reporteres do iTRAQ na analise LC-MS/MS. Para
verificar as diferencas entre os estagios, sera explorado principalmente os resultados
quantitativos do iTRAQ, visto que estes apresentam maior confiabilidade e precisao
quanto a abundancia relativa das proteinas nas amostras. Para estas analises, foi
realizado previamente a padronizacao das abundancias dos canais do iTRAQ, relativa

as proteinas identificadas, resumidas na figura 20.
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Figura 20 — Qualidade dos dados proteémicos. A: Graficos de linha e box-plots mostrando antes e depois da normalizacdo dos valores
brutos de abundéancia dos canais do iTRAQ apds analise no PD dos dados obtidos via LC-MS/MS. B: Histograma correspondente a
normalizacdo dos dados. C: Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as replicatas técnicas de cada amostra.



77

Para comparar cada estagio de desenvolvimento e verificar as diferencas entre
os diferentes tempos de diferenciacao, foi realizada uma analise ndo-paramétrica de
componente principal (PCA), figura 21, onde é possivel visualizar as observaveis em
um mapa bidimensional o quao separados estdo os grupos. Observa-se um maior
distanciamento do menor estagio (35 dias) em relacdo aos demais estagios, sugerindo
gue ele seja o mais diferente, 0 que nos faz supor que ocorra menor diferenciacao
neural destes organoides, quando comparado aos demais estagios. Apesar de ser
menor a diferenca de tempo (10 dias) entre os estagios de 35 dias e 45 dias, ha uma
maior diferenca entre eles, indicando que possivelmente ha maior diferenciacdo a
partir do estagio de 45 dias. Entre os demais tempos de diferenciacdo (45, 60 e 75

dias) observa-se uma distancia semelhante e gradual entre os estagios.

« 44 dias

: | « 64 dias

Figura 21 - Grafico PCA representando os quatro estagios de diferenciacdo dos
organoides (35 dias em vermelho; 45 dias em azul; 60 dias, em verde; 75 dias, em

amarelo).
6.1.2.1 Proteinas diferenciais do desenvolvimento

A analise quantitativa das proteinas foi realizada utilizando teste estatistico
ANOVA (p<0,05) e resultou em 257 proteinas diferencialmente expressas entre os
estagios de desenvolvimento. Para verificar o as diferencas dos organoides pelas
proteinas com reguladas, foram definidos grupos dessas proteinas diferenciais com a
mesmo comportamento, de acordo com a diferenciacéo ao longo do tempo. Para isso,
analises de clusterizacao hierarquica foram realizadas e através delas proteinas com

mesma tendéncia de expresséao foram definidas (figura 22 e tabela 2)
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Figura 22 - Proteinas diferencialmente reguladas entre os estagios de diferenciacéo.
A: Mapeamento das proteinas diferenciais por diferenca de expressédo (Heatmap) B:
Gréficos de linhas de grupos de proteinas com mesma tendéncia na diferenca de

expressao.
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Tabela 2 - Genes diferenciais correspondentes as linhas de tendéncias da

diferenciacdo dos organoides (continua)

A B C D E F
NCSTN CSTB PQBP1 SCAMP1 TXN PDIAG6
ACTR1B PCBD1 TBCA CBX5 HMGB2 CRABP1
PCSK1N FH HDGF JPT2 SNRPB2 PCNP
DCX PAFAH1B3 TPM4 RBM14 EIF5 SEPTIN2
GANAB SUCLG1 OXR1 WASHC3 CAST PDIA4
FABP7 PHB2 PGM5 NASP MIF DCXR
LGALS3 CLIC6 PRDX2 BCL2L2 CSRP2 ECHDC1
NAGK CRYAB CNPY4 MCM2 RPL23 AKR7A2
SRI UCHL1 PSMDA4 RPSA TRH PRDX1
SRR TAGLN2 PDCD5 ILF2 RPS13 SUGT1
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Para uma interpretacdo funcional desses grupos de proteinas com a mesma

caracteristica diferencial, foram realizadas analises por enriquecimento de genes,

contrastando os conjuntos de genes com as bases de dados do GO, para processos

bioldgicos e do REACTOME, para vias, na ferramenta online metascape.
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Os grupos de proteinas A e B tendem a aumentar a expressédo ao longo do
desenvolvimento. Processos e vias bioldgicas de maior enriquecimento desses dois
grupos estdo descritas na figura 23, em forma de grafico de barras. No grupo A,
observa-se a expressao dessas proteinas crescente com o tempo de diferenciagéo,
com regulacéo positiva nos dois estagios mais maduros. Como resultado, vias e
processos com maior complexidade e especificidade neuronal estdo mais
enriquecidos. A via de maior enriquecimento em relacdo a essa classe de genes € a
regulagdo negativa da organizacdo celular, indicando que ao longo do
amadurecimento dessa cultura de organoides, ha a reducao de processos envolvidos

na formacéo e arranjo de estruturas celulares.
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Figura 23 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos

em forma de grafico de barras dos grupos A e B com mesma tendéncia de expressao.

Subsequente, vias relacionadas a formacdo do sistema nervoso estao

enriquecidas, como a via de orientacdo do axonio e a via de intera¢des da familia L1
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de moléculas de adeséo de células neurais, conhecidas como L1CAMs. Essa familia
€ constituida por quatro proteinas transmembrana da superfamilia das
imunoglobulinas, atuam como co-receptores e estdao implicadas em processos
essenciais para o desenvolvimento do sistema nervoso (SCHMID, R. S.; MANESS,
2008). Essas moléculas tém papéis criticos no crescimento e orientacdo dos axénios,
na migracao e sobrevivéncia neuronal, na plasticidade sinaptica e na regeneragao
apos algum trauma (MANESS; SCHACHNER, 2007). Muitas das funcbes das CAMs
sdo realizadas por meio de interacbes homofilicas e heterofilicas com outros
receptores da superficie celular (MANESS; SCHACHNER, 2007; SCHMID, R. S,
MANESS, 2008).

As proteinas do grupo A que estdo relacionadas a essas vias e processos
biol6gicos s&o cruciais no SN em desenvolvimento. Duas proteinas da familia de
proteinas mediadoras da resposta a colapsina, CRMP1 e CRMP4, estédo entre elas.
Essa familia de proteinas, que sao predominantes do SNC em formacéo, regulam o
desenvolvimento neuronal e a plasticidade ao mudar seu estado de fosforilagéo
(YAMASHITA; GOSHIMA, 2012). A CRMP1 é uma fosfoproteina que estéa relacionada
na orientacdo do axénio, na maturacao de sinapses, a regulacdo da migracéao celular
e até mesmo em funcdes cerebrais adulta (NAKAMURA; OHSHIMA; GOSHIMA,
2020). CRMP1 também esta envolvida na sinalizacdo de Reelin, para regular a
migracdo neuronal no cortex cerebral (YAMASHITA et al.,, 2006). Reelin é uma
proteina importante no desenvolvimento inicial, como ja discutido no tépico 5.2, e é
implicada em diversas doencas cerebrais, quando est4 presente em niveis
desregulados.

A CRMP4 é uma fosfoproteina citosélica com efeitos inibitérios do crescimento
de neurites da mielina e do crescimento excessivo do axonio (ALABED et al., 2007,
2010), da ativacdo, migracdo e capacidade fagocitica da microglia,
consequentemente, reduzindo a neuroinflamagédo (MANIVANNAN et al., 2013). Foi
demonstrado que CRMP4 é expressa em neurdnios imaturos no cérebro em
desenvolvimento e também em adultos, mas é expressa na zona subgranular do giro
dentado e na SVZ bulbo olfatério, regides de neurogénese adulta ou migracao
neuronal, sem ter expressao em outras regides sem essas caracteristicas (TSUTIYA;
OHTANI-KANEKO, 2012). Estudos mostraram que deficiéncia da funcao reguladora
de CRMP4 pode ter relagbes com caracteristicas dos transtornos do espectro do

autismo (TSUTIYA et al., 2017). Os organoides cerebrais diretamente de pacientes
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podem ser uma alternativa viavel para estudar e elucidar a relacdo dessa proteina
com o transtorno de autismo.

Outro gene diferencial envolvido nessas fungdes é o DCX, que codifica a
proteina de ligagdo aos microtubulos doublecortin, também conhecida como doublin.
DCX é uma proteina especifica do SN, expressa nos neurdnios em migracéo, sendo
uma proteina essencial para a neurogénese durante o desenvolvimento do SN, no
cérebro pré-natal e nas duas areas neurogénicas do cérebro adulto. (BROWN et al.,
2003; GLEESON et al., 1999). A DCX também foi relatada como crucial na proliferacéo
de células progenitoras durante a neurogénese em cérebros embrionarios
(AYANLAJA et al., 2017).

A regulacéo do desenvolvimento da projecédo neuronal apesar de ser negativa,
é de suma importancia durante a formacgéao cerebral. Proteinas encontradas nessa via
como a NOGO e RUFY3 sao importantes inibidores de crescimento e alongamento
axonal. A proteina diferencial RUFY3 participa de fun¢gBes importantes nesta fase
regressiva do desenvolvimento do SNC, como na remogéo de neurdnios excedentes,
na retirada de conexdes inadequadas, no controle da formacdo do axbnio e na
morfogénese do cone de crescimento (HERTZ et al., 2019; WEI et al., 2014). NOGO,
também conhecido como inibidor de crescimento de neurite ou Reticulon 4, esta
presente na mielina possuindo papéis cruciais na restricdo da regeneracdo axonal e
no crescimento de fibra compensatoria, quando ha danos no SNC (SCHWAB, 2004).
Esta proteina também pode desempenhar papéis importantes na coordenacao do
desenvolvimento da vasculatura cerebral (RANA et al., 2016) e na orientacdo do
crescimento do axdénio em regides decisivas da via optica (WANG, L. et al., 2016).
Durante o desenvolvimento, nossos resultados mostram que NOGO aumenta sua
expressdo ao longo do desenvolvimento. Haybaeck demonstrou que NOGO-A foi
expressa nas seguintes zonas corticais: Epéndima, zona ventricular, zona
subventricular, zona intermediaria, subplaca, placa cortical e zona marginal; e com o
aumento da idade gestacional, o nimero de células positivas para esse gene diminuiu
significativamente (HAYBAECK et al., 2012).

Foram também encontradas neste grupo A, diversas proteinas beta tubulinas,
uma familia de proteinas globulares que fazem parte da composi¢édo dos microtubulos
(TUBB2A, TUBB3,TUBB4A). A pB-tubulina 1l € uma proteina expressa quase
exclusivamente em neurdnios, que esta envolvida na neurogénese e na orientacéo e

manutencdo dos axénios. Seu papel na formac¢do neuronal concebe seu uso como
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marcador inicial da diferenciacdo em células neurais em progenitores (SIEBER-BLUM
et al., 2006). Defeitos nos genes TUBB2A e TUBB3 estdo associados a displasia
cortical complexa com outras malformacdes cerebrais (FALLET-BIANCO et al., 2014).

Em B, ha regulacdo negativa somente no menor tempo de diferenciacao e
observa-se que essas proteinas estdo relacionadas ao metabolismo energético. A
glicose € o combustivel de energia cerebral fetal e pds-natal, mas inicialmente a
utilizacéo de glicose cerebral é baixa e aumenta com a maturagdo e com o aumento
da heterogeneidade regional (VANNUCCI; VANNUCCI, 2000). Uma das vias com
maior enriquecimento € a gliconeogénese. Apesar de ser descrita como uma via
presente no figado, rim, intestino ou musculo, existe evidéncias de que a
gliconeogénese existe em astrocitos cerebrais, com hipéteses de ser uma importante
fonte alternativa de glicose para os neurdnios (YIP et al., 2017). Estudos em modelos
animais sugerem a expressao de enzimas reguladoras especificas que catalisam a
gliconeogénese, em periodos de tempo especificos durante o desenvolvimento
cerebral (KALHAN; PARIMI, 2000).

Os grupos de proteinas C e D, tendem a diminuir a expressdo ao longo do
desenvolvimento. Processos e vias bioldgicas de maior enriquecimento desses dois

grupos estao descritas na figura 24, em um gréfico de barras.
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Figura 24 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos

em forma de gréfico de barras dos grupos C e D com mesma tendéncia de expressao.

Em C, observa-se a expressao decrescente dessas proteinas ao longo do
tempo de cultura, com regulacao positiva nos dois estagios iniciais. Esse grupo de
proteinas apresentam, em vias e processos enriquecidos, termos relacionados com a
sintese proteica, como processamento e regulacdo do RNA e mRNA. J4 em D, ha
somente regulacdo positiva no menor estagio de diferenciacdo. Esse grupo de
proteinas possui termos enriquecidos de vias e processos relacionados a proliferacao
celular e a sintese proteica, como metabolismo de RNA, tradugcdo de mRNAs,
biossintese de peptideos, ciclo celular e processos relacionados ao transporte celular,
com trafego de moléculas intracelular e por membranas.

Ha enriquecimento também de uma série de vias relacionadas as Rho
GTPases, pequenas proteinas de ligacao que controlam uma variedade de processos
biol6gicos. Reguladores e efetores Rho GTPases desempenham importante papel
para desenvolvimento adequado dos neurdnios, principalmente no crescimento e

diferenciacao de neuritos, estabelecendo a morfologia neuronal. Esses e 0s outros
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processos indicam que o perfil dessas proteinas (grupo C e D) é diferente das

proteinas mais expressas nos estagios mais amadurecidos (grupo A e B). Apesar

dessas vias relacionadas a Rho terem relacédo ao desenvolvimento dos neurénios, as

vias aumentadas nos demais estagios indicam regulacdo positiva para eventos

relacionados a maturacdo de neurénios.

Os grupos de proteinas E e F, tendem a ter maior expressao no estagio de 45

dias de desenvolvimento. Os processos e vias bioldgicas de maior enriquecimento

desses grupos estdo descritas na figura 25, em gréficos de barras.
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Figura 25 - Termos GO e reactome [-log10 (valor p)] significativamente enriquecidos

em forma de grafico de barras dos grupos E e F com mesma tendéncia de expressao.

No grupo de proteinas E, ha maior expressdo no estagio de 45 dias de

diferenciacdo e os termos mais enriquecidos dessas proteinas, em geral, estao

relacionados ao enovelamento de proteinas e também a resposta celular ao estresse

e estimulo. Hansberg (2008), descreve que o processo de diferenciacdo celular é uma
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resposta ao estresse oxidativo. A transicdo entre o estado indiferenciado para o
estado diferenciado, que sdo ambos estaveis, ocorre por meio de um estado
transitério instavel, no qual ha presenca de ROS em niveis maiores que a capacidade
da célula, com a indugcédo de mecanismos antioxidantes (HANSBERG et al., 2008). A
modulacdo do equilibrio redox é capaz de conduzir diferentes funcdes celulares,
desde a diferenciacéo até a proliferacao.

O estresse térmico moderado faz parte do processo de diferenciagdo neural. A
ativagdo de uma resposta a um estresse celular induz a expresséo de proteinas de
choque térmico, que atuam como chaperonas, para facilitar o dobramento e
redobramento correto de proteinas, sendo essenciais para a recuperacao dos danos
celulares causados pela conformacédo proteica em neurdnios (FAN, 2012). Células
progenitoras neurais, com caracteristicas ainda indiferenciadas, quando diferenciam
a um estado semelhante a de neurdnios diminuem a inducédo da resposta ao calor e
conseguentemente ocorre um aumento da vulnerabilidade neuronal (YANG et al.,
2008). O estresse térmico moderado pode exercer efeitos benéficos sobre os
neurbnios ao desacelerar as alteragdes neuropatolégicas, evitando o dobramento
incorreto de proteinas e consequentemente aumentando a sobrevivéncia do neurénio
sob estresse (MANE; GAJARE; DESHMUKH, 2018). Condi¢cdes que poderiam
beneficamente proteger neurdnios em distlrbios neurodegenerativos, como doenca

de Alzheimer, Parkinson e Huntington, por exemplo.
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CAPITULO 7

RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES EM ORGANOIDES CEREBRAIS
DE PACIENTE COM AGENESIA DO CORPO CALOSO
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7.1 ANALISE PROTEOMICA QUANTITATIVA DE ORGANOIDES CEREBRAIS E
ORGANOIDES CEREBRAIS DE PACIENTE COM ACC

Nessa etapa de estudo, propomos inicialmente comparar, por protedmica
guantitativa, organoides cerebrais de células de paciente com ACC versus organoides
cerebrais controle. O tempo chave para nosso estudo proteémico foi o estagio de 45
dias, escolhido de acordo com as premissas anteriores, de ser um tempo chave de
diferenciacdo desses organoides cerebrais. No entanto, algumas caracteristicas
fenotipicas das culturas celulares, geradas a partir das células epiteliais
desdiferenciadas de pacientes com ACC, fizeram-nos modificar algumas estratégias
de andlise e criar novas perspectivas para este estudo proteémico.

Ao comparar organoides com 45 dias de diferenciagéo e organoides do mesmo
tempo, mas cultivados a partir de células de paciente com ACC, observou-se
diferencas morfologicas entre as diferentes culturas. Organoides com ACC
apresentam tamanhos maiores, mais regionalizagdo e mais zonas proliferativas em
sua estrutura, semelhante a organoides mais amadurecidos, como pode ser

observado nas imagens da figura 26.
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Figura 26 — Ressonancia magnética da regido encefalica do controle e do paciente

com ACC e os respectivos organoides cerebrais com 45 dias de diferenciacéo.

Para nova estratégia protedmica, foram utilizados trés tempos de diferenciacao
dos organoides cerebrais, 45, 60 e 75 dias para comparar com o tempo chave, de 45
dias de organoides cerebrais com ACC. Esta analise também foi realizada utilizando
estratégia de quantificacdo com marcacao isotopica, de acordo o fluxo de trabalho
descrito na figura 11-C, do capitulo 4. As trés replicatas biol6gicas de cada uma
dessas condi¢cbes foram submetidas a digestéo triptica. Os peptideos resultantes de
cada biologica foram marcados com um kit iTRAQ 4-plex e misturados na mesma
razao 1:1:1:1. A mistura de peptideos foi pré-fracionada em um HPLC offline utilizando
uma coluna HILIC em 25 fra¢des. O perfil cromatografico de cada réplica biolégica
esta descrito na figura 27.
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Figura 27 - Cromatogramas obtido pelo fracionamento offline HILIC e cada cor

corresponde a uma fracdo ou pool de fracdes analisadas via LC-MS/MS. A:

Cromatografia referente a primeira biolégica. B: Cromatografia referente a segunda

bioldgica. C: Cromatografia referente a terceira biologica.

Para a andlise via LC-MS/MS no Q-exactive Plus, foram utilizados 10 fracdes e

pool de fracdes de cada replicata bioldgica, de acordo com a intensidade dos picos.

Cada fracéo foi analisada, em triplicata e, posteriormente, os dados gerados dessa

analise foram processados em conjunto no Proteome discoverer 2.4. Foram

identificadas 5.252 proteinas de caracteristica Master, grupos de proteinas com

redundancia de identificacao, 28.258 peptideos, foram determinados 118.749 PSMs.
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Para as analises dos dados obtidos, foi realizado previamente a padronizacdo das

abundancias dos canais do iTRAQ, relativa as proteinas identificadas (figura 28).
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Figura 28 — Qualidade dos dados protedmicos. A: Graficos de linha e box-plots
mostrando antes e depois da normalizacdo dos valores brutos de abundancia dos
canais do iTRAQ ap0s analise no proteome discoverer 2.4 dos dados obtidos via LC-
MS/MS. B: Histograma correspondente a padronizacdo dos dados das replicatas
técnicas e biolégicas de cada amostra.

Para comparar cada estagio de desenvolvimento, foi realizado uma analise
discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA), onde interpreta-se, por
representacdes, diferencas significativas entre os grupos experimentais. E um método

supervisionado, que fornece a representacdo visual dos dados também por meio de
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reducdo de dimensionalidade como o PCA, mas orienta as dimensfes transformadas
pela variabilidade entre os grupos (BARKER; RAYENS, 2003). A PLS-DA pode ser
aplicado a diversos casos, permitindo tratar conjuntos de dados com o baixo nimero
de observacdes e alto numero de variaveis. Além disso, também pode ser aplicado

em conjuntos com valores ausentes.
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Figura 29 - Gréaficos PLS-DA em 2D e 3D representando os trés estagios de
diferenciacéo dos organoides (45 dias em vermelho; 60 dias, em violeta; 75 dias, em
azul) e o organoide com 45 dias com ACC (em verde).

Por PLS-DA verificou-se as semelhancas e diferencas entre os organoides
analisados, baseadas na representacdo da figura 29. A partir deste resultado,
verificamos se a hipétese dos organoides de 45 dias com ACC amadurecem mais
rapidamente e se sdo semelhantes a algum estagio mais maduro em relacdo as
proteinas. E 0 que se observa, pelas interpretacbes do PLS-DA, que o grupo dos
organoides com ACC nao se sobrepde ou se aproxima de nenhum outro, indicando

gue diferem dos demais organoides normais, em diferentes tempos e que
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possivelmente possuem caracteristicas Unicas em suas funcbes bioldgicas
relacionadas as proteinas identificadas.

Este tipo de analise por PLS-DA pode ser eficaz tanto como seletor quanto
como classificador e tem aumentado a sua popularidade de uso em dados 6micos,
gue sao conjuntos de dados que costumam ter muito menos amostras do que
variaveis, além de ruidos em seus valores e muitos dados ausentes (ROHART et al.,
2017; RUIZ-PEREZ et al., 2020). No entanto, os dados estdo sujeitos overfitting e a
validacdo cruzada é de suma importancia, pois indica quando PLS-DA esta sendo
usado de forma ineficaz (RUIZ-PEREZ et al., 2020). Para nosso PLS-DA predito
anteriormente, foi feita a validacdo cruzada pelo método 10-fold e o resultado esta

descrito no gréfico da figura 30.
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Figura 30 - Grafico representando resultado da validacdo cruzada 10-fold do PLS-DA.

O indice Q2 acumulado mede a qualidade global do ajuste e a qualidade
preditiva dos modelos. Idealmente, Q2 deve ser proximo a 1, e nesta validacdo Q2
permanece alto nos 5 componentes gerados pela regressao PLS, indicando que a
qgualidade do ajuste ndo é muito dependente dos modelos e descreve uma boa
classificacdo. Os indices R2 dos 5 componentes sdo muito préximos de 1, indicando
que correspondem as correlagdes entre as variaveis e observaveis. Portanto, este
modelo predito possui qualidade em suas interpretacdes pois a validacdo cruzada
mostra que € uma descricdo mais proxima da realidade experimental e ndo um modelo

altamente ajustado aos grupos descritos.
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7.1.1 Proteinas diferenciais entre organoides cerebrais e organoides cerebrais
com ACC

Para verificar as possiveis proteinas diferenciais comparando os organoides
ACC com 45 dias com os demais estagios saudaveis com 45, 60 e 75 dias, foram
realizados testes estatisticos classicos, como ANOVA (p<0,05). Além deste, foi
necesséario realizar um teste da diferenca honestamente significativa (honestly
significant difference - HSD), conhecido como teste de Tukey, que indica entre quais
grupos a diferenca determinada no teste ANOVA é significativa.

A analise resultou em 446 proteinas reguladas entre as amostras e foram
determinadas as proteinas reguladas positivamente e negativamente (up e down
regulated), nos seguintes pares: 45 dias / ACC; 60 dias / ACC; 75 dias / ACC. Foram
determinadas através do Teste de tukey e os nimeros estédo descritos na figura 31-A.
Essas analises foram realizadas com para verificar o perfil das proteinas reguladas
em relacdo ao ACC, quando comparadas aos demais estagios. Também foram
realizadas essas comparac¢des com o intuito de confirmar o resultado obtido no PLS-
DA, se esses organoides sdo Unicos e diferentes, durante seu processo de
diferenciacdo. Ao observar os genes diferenciais em comum, a grande maioria se
sobrepbe em relacdo a ter ou ndo ter o ACC, figura 31-B. Essa sobreposicdo de
proteinas esté relacionada ao ACC e ndo esta totalmente aleatdria, indicando que ha
maiores diferencas entre os organoides gerados de células de pacientes com ACC.
Na figura 31-C, foi feito um diagrama de Venn, através da ferramenta online
InteractiVenn (http://www.interactivenn.net/) mostrando, as diferencas e interseccdes

dos genes desses grupos, em nimeros (HEBERLE et al., 2015).
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Figura 31 — Proteinas diferenciais dos organoides com ACC. A: Tabela com total de

cada comparacdo em pares. B: Sobreposicdo das proteinas diferenciais, indicando

que a sobreposicao dos genes regulados é em relacdo ao ACC e ndo aleatéria entre

os diferentes tempos. C: Diagrama de Venn dos trés pares comparativos contendo

ACC regulado positivamente e negativamente. (Adaptado de HEBERLE et al., 2015)
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As variacdes entre os organoides gerados das células de paciente com ACC e
dos organoides com diferentes tempos, poderiam ser por influéncia de fatores
genotipos desse individuo. Foram verificadas quais das proteinas diferenciais sdo em
comum por um diagrama de venn, da figura 32. Foram observadas que em ACC(+) e
ACC(-), 17 genes (fig. 32-A) e somente 1 (fig. 32-B), respectivamente, intercedem

todas as comparacdes.

A B

20 14 32 28

17 1

14 22 \ 5 17

34 76

Figura 32 — Diagrama de Venn das proteinas diferenciais ACC(+), em A, e ACC(-),
em B. (Adaptado de HEBERLE et al., 2015)

Dos 17 genes ACC(+) que fazem parte das trés comparagbes, foram
determinados as ontologias genéticas, em processos biolégicos e componentes
celulares, que cada uma dessas proteinas pode estar relacionada. As seguintes
informacdes, descritas na tabela 3, foram obtidas no repositorio UniProt

(https://www.uniprot.org/).

Tabela 3 - genes diferenciais que coexiste nos diferentes pares de comparacdes com
ACC(+) (continua)

Uniprot  Gene Proteina GO (processo biolégico) GO (componente celular)
P78347  GTF2l  Fator de regulagéo negativa da citoplasma; membrana; nucle
transcricdo geral angiogénese; regulacdo oplasma; nucleo

1l positiva do reparo de DNA por
transcrigdo do promotor de RNA

polimerase Il
P06744  GPI Glicose-6-fosfato glicolise canodnica; processo citosol; exossomo
isomerase metabdlico de extracelular; regido
carboidratos; gliconeogénese; extracelular; [limen do granulo

processo metabdlico de glicose rico em ficolina-|



https://www.uniprot.org/
https://www.uniprot.org/uniprot/P78347
https://www.uniprot.org/uniprot/P06744
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Q9BUQ8 DDX23 Provavel

P56545

P13489

P27708

CTBP2

RNH1

CAD

RNA
helicase DDX23
dependente  de
ATP

Proteina de
ligacdo C-terminal
2

Inibidor de
ribonuclease

Proteina CAD

6-fosfato; processo

glicolitico; hemostasia; resposta
imune humoral; desgranulacdo
de neutréfilos; regulagéo
positiva da migracdo de células
endoteliais; regulagdo positiva
da producéo de imunoglobulina

montagem cis de spliceossomo
pré-catalitico; processamento
de MRNA, via
spliceossomo; Desmontagem
do R-loop; Splicing de
RNA; Splicing de RNA, por meio
de reacoes de
transesterificacdo

resposta celular ao fator inibidor

da leucemia; regulacéo
negativa da proliferacdo da
populacao de

células; regulacdo negativa da
transcricdo, modelada  por
DNA,; regulagdo negativa da
transcricao pela RNA
polimerase II; regulacao
positiva da ligacédo a
cromatina; regulacdo  positiva
da via de sinalizacdo do

receptor do acido
retindico; regulacéo positiva da
transcrigéo pela RNA
polimerase II; encaixe  da

vesicula  sindptica; replicagédo
do genoma viral; diferenciacéo
de gldbulos brancos

processo catabdlico do
mRNA,; regulacéo da
angiogénese

processo biossintético ‘de novo'
de nucleobase de
pirimidina; processo

biossintético 'de novo' de UMP

; regeneracao de orgaos
animais; resposta celular a
droga; resposta  celular ao
estimulo do fator de
crescimento

epidérmico; processo
biossintético da
citrulina; processo  metabdlico
de drogas; gravidez

feminina; processo metabdlico
da glutamina; desenvolvimento
do

1; membrana; nucleoplasma;
membrana plasmatica; limen
do granulo secretor

spliceossomo catalitico da
etapa 2; cromatina; exossomo
extracelular; nucléolo; nucleo

plasma; nacleo; Complexo U4

/ U6 x U5 tri-snRNP; U5
SnRNP
Sinapse GABA-

érgica; sinapse
glutamatérgica; nucleo; sinap
se da fita do
fotorreceptor; componente
citoplasmatico da zona atival
pré-sinaptica; citosol pré-
sinptico; complexo repressor|
de transcrigéo

complexo angiogenina-
PRI; citosol; exossomo
extracelular; nucleoplasma

projecao de
células; citoplasma; citosol; e

X0SS0MOo

extracelular; membrana; corp

0 celular neuronal; matriz
nuclear; nucleoplasma; nucle

0; complexo contendo
proteina; botéo terminal



https://www.uniprot.org/uniprot/Q9BUQ8
https://www.uniprot.org/uniprot/P56545
https://www.uniprot.org/uniprot/P13489
https://www.uniprot.org/uniprot/P27708
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Q93009

USP7

Ubiquitina
carboxil-terminal
hidrolase 7

coracao; lactacdo; desenvolvim

ento do figado; processo
metabdlico de compostos de
nitrogénio; fosforilagdo de
peptidil-

treonina; autofosforilagdo  de
proteinas; processo
biossintético do nucleosideo de
pirimidina; resposta a
amina; resposta a
cafeina; resposta ao
cortisol; resposta a
insulina; resposta a
fome; resposta a

testosterona; Processo
biossintético UTP

desubiquitinacdo da lisina C-

terminal conservada  com
histona H2B; manutencdo da
metilagédo do
DNA,; desubiquitinagéo de
proteina

monoubiquitinada; desenvolvim
ento de organismo
multicelular; regulacido negativa
da atividade do fator de
transcrigéo NF-
kappaB; regulagédo negativa do
processo catabdlico da proteina
dependente  da  ubiquitina
proteassomal; regulacao

positiva da desmetilacdo do

DNA, desubiquitinagéo de
proteinas; desubiquitinacéo

ligada a proteina
K63; estabilizacdo de
proteinas; ubiquitinagédo de
proteinas; regulagdo do ritmo
circadiano;regulacao da

atividade do fator de transcricédo
de ligacdo ao DNA; regulacdo
da gliconeogénese; regulagdo

da estabilidade da
proteina; regulacdo do
transporte retrogrado,
endossomo para

Golgi; regulacdo da transducao
de sinal pelo mediador da
classe p53; regulacdo  do
capeamento dos
teldmeros; processo

ritmico; reparo de excisdo de

nucleotideo acoplado a
transcri¢éo; processo
catabolico de proteina

Cromossomo; citosol; corpo
nuclear; nucleoplasma; nucle
0; PML body; complexo
contendo proteina



https://www.uniprot.org/uniprot/Q93009
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P49458 SRP9 Proteina de
particula de
reconhecimento
de sinal 9kDa

Q00796 SORD  Sorbitol
desidrogenase

P60228 EIF3E  Fator de iniciacao
da traducéo
eucariotica 3
subunidade E

P04040 CAT Catalase

dependente de
ubiquitina; processo viral

regulagéao
alongamento
translacional; Direcionamento
de proteina cotranslacional
dependente de SRP para a
membrana

negativa do

motilidade espermatica
flagelada; processo
biossintético da

frutose; processo metabdlico da
glicose; processo catabdlico de
glucuronato em 5-fosfato de
xilulose; Processo catabdlico de
L-xilitol; Processo  metabdlico
do L-xilitol; resposta ao ion

cadmio; resposta ao ion
cobre; resposta a
droga; resposta ao

hormonio; resposta aos niveis
de nutrientes; resposta  ao
estresse 0smotico; processo
catabdlico de sorbitol

formacdo de complexo de

iniciagao de traducéo
citoplasmatica; regulacao
negativa da iniciagéo

translacional; processo
catabdlico do mRNA transcrito
nuclear, decaimento mediado
por nonsense; regulagéo
positva da  ligagdo do
MRNA; regulacdo positiva da
traducdo; regulamentacdo da
iniciagdo translacional; iniciacao
translacional

respiragao

aerobica; envelhecimento; resp
osta celular ao estimulo do fator
de crescimento; resposta
celular ao estresse
oxidativo; processo metabdlico
do colesterol; processo
metabdlico da
hemoglobina; processo
catabdlico de peroxido de
hidrogénio; regulacdo negativa
do processo
apoptotico; regulagdo negativa
da atividade do fator de
transcricao NF-
kappaB; desgranulacdo de

citosol; particula de
reconhecimento de sinal,
direcionamento de reticulo)

endoplasmatico; complexo
receptor de particula de
reconhecimento de sinal

citosol; exossomo
extracelular; espaco
extracelular; membrana; mem
brana mitocondrial; cilio movel

citoplasma; citosol; complexo
de pré-iniciacao 43S
eucariotico; complexo de preé-
iniciagéo 48S
eucariético; complexo
eucarigtico do fator de
iniciagéo da traducao
3; complexo eucariético do
fator de iniciacdo da traducéo
3, elF3e; exossomo,
extracelular; membrana; nucl
eoplasma; nacleo; Corpo PML|

citoplasma; citosol; reticulo
endoplasmético; exossomo
extracelular; regido
extracelular; [limen do granulo
rico em ficolina-1; adesao
focal; Aparelho de
Golgi; organela delimitada por|
membrana

intracelular; lisossoma; memb
rana; espacgo intermembranar
mitocondrial; mitocondria; mat
riz peroxissdbmica; membrana
peroxissbmica; peroxissomo;
membrana

plasmatica; complexo



https://www.uniprot.org/uniprot/P49458
https://www.uniprot.org/uniprot/Q00796
https://www.uniprot.org/uniprot/P60228
https://www.uniprot.org/uniprot/P04040
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P56211  ARPP19 Fosfoproteina 19

regulada por
cAMP
075525 KHDRBS Proteina 3
3 associada a
transducao de
sinal contendo
dominio KH,
ligacdo a RNA

P62312 LSM6 Proteina
semelhante a Sm
associada a
snRNA U6 LSm6

neutréfilos; diferenciagdo de
osteoblastos; regulacéo positiva
da divisdo celular; regulagdo
positiva da atividade do fator de
transcri¢@o NF-
kappaB;regulagcédo positiva da
sinalizacdo de fosfatidilinositol

3-quinase; localizagao de
proteinas; resposta a
atividade; resposta  ao  ion
cadmio; resposta a
droga; resposta ao
estradiol; resposta ao

etanol; resposta a0  acido
graxo; resposta ao peréxido de
hidrogénio; resposta a
hiperodxia; resposta
hipOxia; resposta
inatividade; resposta
insulina; resposta ao acido L-
ascorbico; resposta ao ion de
chumbo; resposta a intensidade

Q-

da luz;resposta ao
0z6nio; resposta ao
fenilpropandide; resposta a
espécies reativas de
oxigénio; resposta a vitamina
A; resposta a vitamina

E; processo  metabdlico de
triglicerideos; desenvolvimento
do botdo ureteral; prote¢éo UV

divisdo celular; Transicdo G2 /
M do ciclo celular mitético; ciclo
celular mitético; regulagdo
negativa da desfosforilacao de
proteinas; regulacéo positiva da
gliconeogénese; regulagdo
positiva da importagdo de
glicose

processamento de
MRNA; regulacdo de splicing
alternativo de mRNA, via
spliceossomo; regulacéo de
splicing de MRNA, via
spliceossomo; processo viral

catabolismo exonucleolitico de
mRNA

deadenylated; maturacdo  de
SSU-rRNA; processo catabdlico
do mRNA; processamento de
MRNA, via
spliceossomo; Splicing de
RNA,; processamento de tRNA

contendo proteina;limen do
granulo secretor

citoplasma; nucleoplasma

nucleoplasma; nacleo; compl
exo contendo proteina

citoplasma; citosol; Complexo
Lsm2-

8; nucléolo; nucleoplasma; nu
cleo; Corpo P; pequeno
complexo de
ribonucleoproteina

nuclear; sno (s) complexo de
ribonucleoproteina contendo



https://www.uniprot.org/uniprot/P56211
https://www.uniprot.org/uniprot/O75525
https://www.uniprot.org/uniprot/P62312
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075152 ZC3H11AProteina 11A
contendo 0
dominio CCCH
indicador de zinco

Q96L92 SNX27 Classificando
nexin-27

Q12962 TAF10 Subunidade 10 do

fator de iniciacao
da transcrigédo
TFIID

processamento da extremidade
3 'do mRNA; exportacdo de
mRNA do ndcleo; poli (A) +
exportacdo de mRNA do
nucleo; Exportagdo de RNA do
nudcleo

transporte
endossomal; transporte do
endossoma para o

lisossoma,; estabelecimento da
polaridade da célula natural
killer; transporte intracelular de
proteinas; transporte
retrogrado, endossoma para a
membrana

plasmatica; transducao de sinal

processo apoptético; conjunto
complexo contendo proteina
celular; Transcricdo modelada
por DNA, iniciacdo; Transicao
Gl / S do ciclo -celular
mitético; diferenciagdo de
hepatdcitos; desubiquitinagéo
de histonas; acetilacdo de
histona H3; crescimento de
organismo

multicelular; desubiquitinacéo
de proteinas; regulacdo da
ligacdo ao DNA; regulacdo da
expressdo génica; regulagdo da

transducdo de sinal pelo
mediador da classe
p53; transcricdo  por  RNA
polimerase II; iniciacdo da

transcrigdo do promotor da RNA
polimerase Il

RNA,; Spliceossomo pré-
catalitico do tipo)
U2; Complexo U4/ U6 x U5 tri-
SnRNP; U6 snRNP

nucleoplasma

citosol; endossomo

inicial; membrana
endossdmica

inicial; endossomo; sinapse
imunoldgica; nucleoplasma

citoplasma; nucleoplasma; nu
cleo; Complexo PCAF; regido
perinuclear do|
citoplasma; Complexo
STAGA,; complexo de fator de
transcricdo  TFIID; complexo
de fator de transcrigdo TFTC

Fonte: uniprot

Observa-se que a grande maioria das proteinas descritas na tabela acima esta

correlacionada ao ciclo e desenvolvimento celular, com processos envolvendo

transcricdo, traducéo e diviséo celular. Além disso, outros processos biol6gicos como

a resposta ao estresse oxidativo e ativagcdo de vias glicoliticas estdo em comum na

cultura ACC, com genes participantes da regulacédo da glicolise e gliconeogénese,
como GPI, ARPP19, SORD e USP7 (JIANG et al., 2017). A proteina USP7 € uma

protease que cliva a ubiquitina de proteinas alvo e ja foram observados que a


https://www.uniprot.org/uniprot/O75152
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005654
https://www.uniprot.org/uniprot/Q96L92
https://www.uniprot.org/uniprot/Q12962
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haploinsuficiéncia de USP7 pode causar transtornos do neurodesenvolvimento, com
atrasos de fala, comportamentos alterados e anomalias neuroldgicas, sendo
geralmente uma dessas anomalias a escassez de substancia branca, impactando a
formacdo de um CC delgado com vérios graus de dismorfismo (FOUNTAIN et al.,
2019). Esses processos sdo comuns a cultura de células iPSC (FOLMES et al., 2012;
KIM; HEO; HAN, 2006) visto que essas vias metabdlicas celulares influenciam o
processo de proliferacao, reprogramacéao ou diferenciacdo (ZHANG et al., 2018). Séao
semelhantes as vias e processos super expressos nos estagios mais tardios, que foi
supracitado no capitulo 6, figura 23.

Em relacéo as proteinas em comum de ACC(-) (figura 32-B), somente um gene
faz parte das trés comparacdes, o gene MTHFD1L, que codifica a proteina C1-
tetrahidrofolato sintase monofuncional mitocondrial. Essa proteina est4 envolvida na
via de interconversao do tetraidrofolato, que faz parte do metabolismo de um carbono,
importante na sintese ‘de novo’ de purinas, timidilato e também na regeneracao da
metionina a partir da homocisteina (PRASANNAN et al., 2003; WALKUP; APPLING,
2005). Apesar de sua semelhanca com a C1-THF sintase citoplasmatica humana, a
distribuicdo tecidual da C1-THF sintase mitocondrial € bastante diferente, com
transcritos relativamente baixos no figado e rim (onde a isoenzima citoplasmatica é
mais abundante), no entanto mais elevados na placenta, seguidos pelo timo, baco,
cérebro e pulmao (PRASANNAN et al., 2003). Segundo as informacdes depositadas
do repositério UniProt para esta proteina, dados de ontologias genéticas em
processos bioldgicos indicam a sua relagcdo com 0s seguintes processos: Processo
biossintético do 10-formiltetrahidrofolato; morfogénese do neurocranio embrionario;
morfogénese do viscerocranio embrionario; processo metabdélico de compostos
contendo &cido félico; processo metabdlico do acido félico; processo metabdlico de
formato; fechamento do tubo neural e interconversdo de tetraidrofolato. Esses
processos biolégicos se correlacionam com o desenvolvimento neural.

Durante o desenvolvimento embrionario, a exclusdo de MTHFD1L pode causar
letalidade embrionaria e também defeitos no desenvolvimento craniofaciais € no
fechamento do tubo neural (MOMB et al.,, 2013). O desenvolvimento normal do
embrido necessita de uma interacao precisa de proliferagcdo e morte celular, como
também da migragéo e diferenciagdo, fazendo com que o metabolismo do folato
provavelmente seja critico durante a embriogénese (MOMB; APPLING, 2014). O

impacto da exclusdo de MTHFD1L também se estende ao metabolismo energético,
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com interrupces em varios metabdlitos das vias envolvidas na producao de energia
e no metabolismo de aminoacidos, podendo refletir distarbios nos metabdlitos do ciclo
do TCA e da via glicolitica (BRYANT et al., 2018). J4 foi demonstrado que a
suplementacdo com folato durante a gestacao normaliza as concentracées de uma
grande proporcdo de metabdlitos, que séo perturbados pela perda de MTHFDI1L
durante o desenvolvimento do embrido (BRYANT et al., 2018; MOMB et al., 2013;
SHIN et al., 2019).

As falhas do tubo neural sdo um dos defeitos congénitos bastante comuns em
humanos. A baixa expressdo deste gene pode estar associada ao nao
desenvolvimento do CC, visto que o fechamento adequado do tubo neural, durante o
periodo de neurulagdo, pode ser crucial para a formacao correta dos neurénios e a
orientacdo adequada dos axonios calosos. Isso pode estar diretamente ligado a
suplementacao ineficiente de acido folico durante os primeiros meses gestacionais
e/ou outros fatores genéticos pré-existentes que associados a diminuicdo da
expressdo de MTHFD1L, ocasionaram na agenesia total deste corpo caloso.

Como néo € interessante verificar somente os genes diferenciais em comum
pela amostra, mas também fazer a interpretacdo funcional das demais proteinas de
cada par comparativo (ACC com 45, 60 e 75 dias), foram realizadas analises de
enriguecimento de gene de cada par regulado positivamente e negativamente. Essas
analises foram realizadas contrastando os respectivos conjuntos de genes com as
bases de dados do GO, para processos biolégicos e do REACTOME, para vias,
utilizando ferramenta online METASCAPE. A figura 33 representa um resumo dos
termos enriguecidos dos pares comparativos com ACC regulado positivamente e a
Figura 34, um resumo dos termos enriquecidos dos pares comparativos com ACC

regulado negativamente.



105

A | |R-HSA-72203: Processing of Capped Intron-Containing Pre-mRNA
] GO:0006403: RNA localization
] G0:0022613: ribonucleoprotein complex biogenesis
] G0:0016197: endosomal transport
] G0:1903649: regulation of cytoplasmic transport
1 G0:0019319: hexose biosynthetic process
] GO0:0072594: establishment of protein localization to organelle
GO0:0000070: mitotic sister chromatid segregation
B G0:0034248: regulation of cellular amide metabolic process
_,—.__] GO0:0048024: regulation of mRNA splicing, via spliceosome
I G0:0008203: cholesterol metabolic process
L G0:0000723: telomere maintenance
_ G0:0010921: regulation of phosphatase activity
G0:0009199: ribonucleoside triphosphate metabolic process
] GO0:0099504: synaptic vesicle cycle
I G0:0044772: mitotic cell cycle phase transition
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B 1 |R-HSA-8953854: Metabolism of RNA

GO:0006401: RNA catabolic process
] GO0:0000381: regulation of alternative mRNA splicing, via spliceosome

G0:0016973: poly(A)+ mRNA export from nucleus
GO0:0019319: hexose biosynthetic process

———— GO0:0008608: attachment of spindle microtubules to kinetochore
G0:0009142: nucleoside triphosphate biosynthetic process
R-HSA-1640170: Cell Cycle
G0:0001649: osteoblast differentiation
R-HSA-6782210: Gap-filling DNA repair synthesis and ligation in TC-NER
R-HSA-6798695: Neutrophil degranulation
G0:0034248: regulation of cellular amide metabolic process
GO0:0071363: cellular response to growth factor stimulus
G0:0080135: regulation of cellular response to stress
R-HSA-162906: HIV Infection
GO0:0043666: regulation of phosphoprotein phosphatase activity
G0:0042177: negative regulation of protein catabolic process
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C P I | R-HSA-8953854: Metabolism of RNA

] G0:0006402: mRNA catabolic process
1 G0:0002181: cytoplasmic translation
1 R-HSA-1640170: Cell Cycle
] G0:0072594: establishment of protein localization to organelle
1] R-HSA-72165: mRNA Splicing - Minor Pathway
] GO0:0006611: protein export from nucleus
1 G0:0016578: histone deubiquitination
] G0:0016197: endosomal transport
R-HSA-168255: Influenza Infection
] G0:0043044: ATP-dependent chromatin remodeling
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G0:0009165: nucleotide biosynthetic process
I G0:1903829: positive regulation of cellular protein localization
— G0:0033044: regulation of chromosome organization
1 G0:0043484: regulation of RNA splicing
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R-HSA-9679506: SARS-CoV Infections
G0:0048193: Golgi vesicle transport
G0:0031110: regulation of microtubule polymerization or depolymerization
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Figura 33 — Graficos de barra contendo os pares comparativos em que ACC é
regulado positivamente contra os demais tempos diferenciais de organoides, 45 dias,

em A (azul); 60 dias, em B (verde); 75 dias, em C (roxo).

Foram observados em A, nos termos GO e REACTOME enriguecidos de
45/ACC (+), maior enriguecimento de uma via da etapa de processamento de pré-
MRNA, via em que uma série de reacdes complexas de processamento ocorrem para
que o transcrito de mRNA primario seja convertido em um mRNA maduro, antes de
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sua traducdo em um polipeptideo. O processo para estabelecimento e manutencéo
da localizacdo de RNA também aparece altamente enriquecido, no qual o RNA é
transportado ou mantido em um local especifico dentro da célula. Subsequente, é
enriquecido um processo celular que resulta na biossintese de RNA, proteinas e
macromoléculas que estdo envolvidas ou sdo constituintes na formacao de um
complexo ribonucleoproteico. Outros processos relacionados a manutencdo do DNA,
a regulacao da biossintese de peptideos, ao estabelecimento da localizagéo proteica
e ao ciclo celular estdo enriquecidos em relacdo a 45 dias. Observa-se que esses
processos e vias estao relacionadas a transcricdo e traducao de proteinas e também
a proliferacao celular, conforme foi encontrado no tépico 5.3, figura 24, semelhante ao
organoides com menos tempo de diferenciagdo, como em 35 e 45 dias. Processos
que estavam enriquecidos no grupo de proteinas com maior expressao somente no
menor estagio, de 35 dias também foram enriquecidos em ACC, como transporte de
moléculas intracelular e por membranas. contrariando as suposi¢cdes de que 0s
organoides de 45 dias com ACC desenvolvesse mais rapidamente, sustentada pelas
suas caracteristicas fenotipicas.

Diversas proteinas reguladas estdo relacionadas ao transporte nuclear, um
importante regulador do desenvolvimento que possui papéis criticos na diferenciacéo
e sobrevivéncia celular. Diversos fatores de transporte estdo envolvidos em varios
estagios de diferenciacdo celular das iPSCs, sdo chaves no destino celular e
alteracdes podem ocasionar defeitos no transporte nuclear que causariam diversos
distirbios de desenvolvimento (YASUHARA; OKA; YONEDA, 2009). Foram
identificados diversos genes regulados positivamente em ACC comparado com 45
dias: NUP98 codifica o precursor de Nucleoporina 98 e 96 e faz parte da familia das
nucleoporinas, compostos que desempenham papéis na montagem e/ou manutencgao
do complexos de poros nucleares; RAN é o gene correspondente a proteina nuclear
relacionada com ras, essencial para a translocacdo de RNA e proteinas, através do
complexo de poro nuclear; ZC3H11A esta envolvido na exportacdo de RNA nuclear;
ELAVL1 codifica a proteina de ligacdo a RNA 1 e esta envolvido na diferenciacdo de
ESCs; NXF1 € um fator de exportacdo de RNA nuclear e é envolvido na exportacao
nuclear de espécies de mMRNA com elementos de transporte constitutivos retrovirais e
na exportacdo de mRNA do nucleo para o citoplasma; CPSF3 codifica um membro da
familia metalo-beta-lactamase, o fator especifico de clivagem e poliadenilacdo 3, que

€ uma proteina necessaria para o processamento seletivo de microRNAs durante a
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diferenciacdo de ESCs; (BATEMAN et al., 2021; DU et al.,, 2018; TANG; WONG-
STAAL, 2000; WANG, Y. et al., 2014)

No entanto, o processo metabdlico do colesterol e o ciclo da vesicula sinaptica
estar enriquecido em relagdo ao estagio de 45 dias ndo descarta que o sistema
bioldgico desses organoides com ACC tenham, de certo modo, maior robustez quando
comparados seu controle de tempo com 45 dias. O encéfalo detém de uma boa parte
do colesterol corporal, por ser um dos componentes mais presentes da bainha de
mielina e também de microdominios lipidicos, enriquecidos de colesterol e
esfingolipidios, presentes membrana plasmatica (Jangadas lipidicas, de lipid rafts, em
inglés) de neurdnios e astrocitos (ALLEN; HALVERSON-TAMBOLI; RASENICK, 2007,
JACKSON SNIPES; SUTER, 1997).

A maior parte do colesterol cerebral € derivado por sintese “de novo”,
independente da absorcdo alimentar ou da sintese hepatica e se acumula entre o
periodo perinatal e na adolescéncia quando os neurdnios sdo mielinizados (ORTH,;
BELLOSTA, 2012).Tanto os neurbnios em desenvolvimento quanto os astrécitos
liberam colesterol em seu ambiente local, no entanto os niveis de colesterol no estado
estacionario sdo maiores nos neurdnios do que nos astrocitos (GENARO-MATTOS et
al., 2019; HUSSAIN et al., 2019). Em nosso conjunto de dados foi identificado a
apolipoproteina E (ApoE). O desenvolvimento de neurdnios corticais € dependente da
sintese de colesterol enddgeno e, para isso, utiliza colesterol complexado com ApoE
e precursores de esterol (MAHLEY, 2016).

O colesterol € uma molécula necessaria também para a formacéo de sinapses
e dendritos, revelando papéis importantes no processo de diferenciacdo neuronal
(GORITZ; MAUCH; PFRIEGER, 2005). O processo biolégico do ciclo das vesiculas
sinjpticas também esta enriquecido nesses organoides e, juntamente com
metabolismo de colesterol enriquecido, sugere um aumento da sinaptogénese e
estabilidade da liberagcédo de neurotransmissores.

Presente nas membranas, as jangadas lipidicas sdo destaque em diversos
estudos, por estarem envolvidas em muitas funcdes celulares como migracao celular,
plasticidade neuronal orientacdo e regeneracao de axdnios, intimamente relacionadas
aos processos envolvidos no desenvolvimento neural e na recuperacéo funcional apés
lesGes e doencas (GUIRLAND; ZHENG, 2019; HERNAIZ-LLORENS et al., 2021). Elas
fornecem um ambiente para interacdes moleculares especificas entre receptores de

membrana e componentes de sinalizacdo intracelulares e, ja foi demonstrado que,
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medeiam respostas de orientacdo especificas dos cones de crescimento de nervos
por BDNF (Fator neurotrofico derivado do encéfalo), da netrina-1 e da Semaforina-3A,
com transducéo de sinais (GUIRLAND et al., 2004).

Subsequente, observa-se na figura 33-B e 33-C os termos GO e REACTOME
enriquecidos de 60d/ACC (+) e 75d/ACC (+), respectivamente. As vias e processos
enriqguecidos em ambos sdo semelhantes, com maior enriquecimento da via de
metabolismo de RNA, em que abrange os processos pelos quais 0os produtos da
transcricdo de RNA s&o posteriormente modificados para produzir suas formas
maduras e a regulacdo desses e outros processos (JASSAL et al., 2019). Outros
processos enriquecidos sao a degradacao de RNA e mRNA, traducéo, ciclo celular e
modulagdo de splicing alternativo de mRNAs nucleares. Processos semelhantes ao
de organoides com menos tempo de diferenciacdo, como em 35 e 45 dias, como
supracitado acima, na comparacao 45d/ACC (+).

Especificamente em 60d/ACC (+) (figura 33-B) observa-se a presenca de
alguns processos e vias relacionadas ao estresse celular e sistema imune, como a
regulacao da resposta celular ao estresse e a degranulacao de neutréfilos, que € uma
resposta a uma infeccdo. Como ja citado anteriormente, S0 processos comuns a
cultura celular e que indicam a diferenciacéo celular. Além desses, outros processos
enriquecidos indicam a mesma condi¢cdo, como resposta celular ao estimulo do fator
de crescimento, que resulta em uma mudancga no estado ou atividade para que ocorra
a proliferacao e diferenciacdo celular; e diferenciacéo de osteoblastos, processo pelo
qual se adquire as caracteristicas de osteoblastos, possivelmente relacionado a
diferenciacdo em crista neural. Essas condi¢des levam-nos a crer que 0s organoides
com ACC passam por um estado transitério de diferenciacdo, como observado no
tépico 4.3, em 45 dias.



109
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] G0:0060627: regulation of vesicle-mediated transport
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] G0:1903362: regulation of cellular protein catabolic process
] G0:0080135: regulation of cellular response to stress
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G0:0030968: endoplasmic reticulum unfolded protein response
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R-HSA-3299685: Detoxification of Reactive Oxygen Species
0 5 10 15 20
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Figura 34 - Gréaficos de barra contendo os pares comparativos em que ACC é
negativamente regulado contra os demais tempos diferenciais de organoides, 45 dias,

em A (azul); 60 dias, em B (verde); 75 dias, em C (roxo).

Em relacdo ao enriqguecimento dos genes negativamente regulados da figura
34, foram observados em A, termos GO e REACTOME enriquecidos de 45d/ACC (-).
Termos relacionados ao estresse celular estdo enriquecidos como a resposta ao
estimulo da temperatura, processo mais enriquecido, com genes diferenciais MAPK3,
SOD1, APPL2, NUP133 e EIF2AK4. Genes que também compreendem vias e
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processos como a resposta ao estresse, ao calor e a estimulos externos. A proteina
superéxido dismutase 1 (SOD1), é fundamental na liberacdo de espécies reativas de
oxigénio durante o estresse oxidativo e sua expressao aumentada eleva a producgao
de peroxido de hidrogénio, um agente altamente oxidante. A proteina adaptadora
APPL2 participa da regulacdo de muitas atividades e processos biologicos, com
grande potencial para modular o crescimento celular e da neurogénese. APPL2 € um
potencial fator modulador para promover a gliogénese e regula a escolha do destino
da célula durante a diferenciacdo de NSCs (GAO et al.,, 2020). Esses resultados
surpreendem, pois indicam que o possivel estado transitério de diferenciacdo dos
organoides com ACC semelhante aos organoides de 45 dias, conflitam com esses
termos de menor expressdo em ACC. No entanto, corroboram com a hipétese de
serem mais desenvolvidos, tendo em vista um meio intracelular menos oxidativo, com
estresse mais atenuado no processo de diferenciacao.

Foi identificado no conjunto de proteinas o gene DCC, que ja foi amplamente
associado a méa formacdo do corpo caloso (MARSH et al.,, 2017, 2018). Essa
associacao, deve-se a sua relacdo com o desenvolvimento de neurbnios comissurais
gue expressam e estendem seus axonios, mediados pela atratividade quimica de
netrina-1 (SERAFINI et al., 1996). A proteina DCC é um receptor que ativa a
sinalizacao da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) e esta contribui para a
sinalizagdo de netrina (FORCET et al., 2002; KEINO-MASU et al., 1996). J& foi
demonstrado que para o crescimento e orientacdo apropriada dos axénios, a proteina
ACC se associa a jangadas lipidicas para funcionar como receptor do sinal da netrina-
1, ativando a via MAPK / ERK (HERINCS et al., 2005). MAPK é uma proteina que
apresentou regulacdo negativa nos organoides com ACC comparado a organoides de
45 dias. A expressdo diminuida de MAPK e o enriquecimento positivo de vias do
colesterol indica que o crescimento e a orientacdo axonal dos neurénios obtidos via
reprogramacgdo génica de paciente com ACC sofre interferéncias no seu processo
metabdlico que, possivelmente, prejudicam seu funcionamento normal durante o
desenvolvimento.

Dos termos GO e REACTOME enriquecidos de 60d/ACC (-) conforme descrito
na figura 34-B, ha uma série de vias e processos relacionados ao metabolismo
energético. No SNC, o consumo de energia é dindmico e o aumento da atividade
neuronal impulsiona 0 aumento do consumo de energia, necessitando de um
fornecimento continuo de energia na forma de ATP (WATTS; POCOCK;
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CLAUDIANOS, 2018). O ATP exigido pelos neurénios € gerado predominantemente
dentro das mitocéndrias pela fosforilacdo oxidativa da glicose, por meio do ciclo do
TCA e em comparagdo com o0s astrocitos, os neurbnios favorecem a fosforilagao
oxidativa em relacdo a glicolise aerobia (CUNNANE et al., 2020). A transmissao
sinaptica imp6e uma grande demanda metabdlica e plasticidade sinaptica,
aumentando ou diminuindo a forca sinaptica, pode impactar no gasto de energia
cerebral (SCHULZ; HAUSMANN, 2019; WATTS; POCOCK; CLAUDIANQOS, 2018).

A apoptose neuronal surge durante a embriogénese e afeta principalmente as
células progenitoras, neurdnios pos-mitéticos e células gliais (WONG; MARIN, 2019).
Neurbnios de ganglios simpaticos, um dos modelos mais bem estudados de morte
celular natural, durante o desenvolvimento embrionario tardio e o desenvolvimento
pés-natal inicial, requerem fator de crescimento nervoso para sua sobrevivéncia
(KRISTIANSEN; HAM, 2014). A diminuicdo de apoptose no organoide com ACC, em
relacdo a 60 dias, pode ndo esta relacionada a doenca e sim ao desenvolvimento
normal dos neurbnios e a diferenciacdo celular, com a morte programada de
precursores neurais.

JA em relacdo aos genes negativamente regulados com termos GO e
REACTOME enriquecidos de 75d/ACC (-), conforme observado na figura 34-C, a via
mais enriquecida (com -log p >20), € a da contracdo do musculo estriado. Esta via
esta relacionada ao processo em que o tecido muscular é ativado por um sinal do
sistema nervoso. Os potenciais elétricos gerados, seguem pela medula espinal para
a transducao de sinal, essencial para o funcionamento das células contrateis. Assim,
neurotransmissores, como a acetilcolina, se ligam a receptores na superficie do
musculo e provocam uma despolarizacdo, fazendo com que os ions sodio/célcio
entrem pelos canais associados. Isso muda o potencial de membrana em repouso
para um valor mais positivo e ativa os canais dependentes de voltagem, resultando
em um potencial de a¢do, estimulando os canais de calcio citosélico (KUO; EHRLICH,
2015). Diversos genes diferenciais estdo envolvidos nesta via, como duas a-actininas
(ACTC1 e ACTN2), que fazem parte dos microfilamentos da actina, miosinas (MYH3,
MYLPF, MYL1, MYL4 e MYH8), que convertem energia quimica em energia mecanica
por meio da hidrélise do ATP e troponinas (TNNI1,TNNT1,TNNT2) que regulam a
sensibilidade ao célcio do aparelho contratil das miofibrilas dos musculos estriados.
Organoides com maior idade desenvolvem maior complexidade, a ponto observarmos

a presenca genes relacionados a potenciais elétricos do sistema nervoso periférico,
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um indicativo de que organoides com 75 dias de desenvolvimento sdo mais diferentes
e possuem maior maturidade neural, quando comparados a organoides no tempo de
45 dias com ACC. Além deste, outros termos enriquecidos, como a diminui¢cdo de
ROS e da resposta ao estresse oxidativo, o desenvolvimento de neurdnios de

projecédo e o metabolismo de glicoesfingolipidios corroboram com esta hipotese.
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CAPITULO 8

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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A andlise protedmica com a estratégia de quantificacdo por iTRAQ permite
analisar de forma simultanea condicdes diferentes, como foi aplicado neste trabalho
em diversos modelos neurais. Esses resultados oferecem ricos recursos de dados que
revelaram vias e processos regulados durante a diferenciacdo de neuroesferas,
organoides cerebrais, na aplicacdo dos modelos para ACC.

A protedmica de neuroesferas no estudo da diferenciacdo comparando 3 e 10
dias de cultura mostrou que em momentos iniciais da inducéo neural, na formacao de
neuroesferas, varias proteinas que regulam a formacao sinaptica, a fixagdo da matriz
e a orientacdo do ax6nio tém sua expressdao aumentada, com diversos genes desta
via identificados.

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser considerados como ponto de
partida para futuras analises na busca de candidatos a marcadores de diferenciagédo
e no uso desses esferbides como plataformas para teste de drogas terapéuticas e
caracterizacdo de doencas neuroldgicas. E importante ressaltar que o preparo das
neuroesferas pode demorar até 3 dias, enquanto os organoides cerebrais geralmente
sao utilizados somente a partir de 30 dias em cultura. Isso torna o uso de neuroesferas
atrativas, com uma boa relacédo custo/beneficio, por recapitular tantas caracteristicas
cerebrais durante o desenvolvimento em um menor periodo de tempo com menor uso
de recursos.

A protedmica de organoides cerebrais mostra o grande potencial dessa cultura
para ser um modelo neural com diversas regides compreendidas. Os dados obtidos
revelam também que essa cultura permite o estudo da neurogénese, de acordo com
a complexidade desse processo. Um 6timo modelo para um estudo fiel do
neurodesenvolvimento e também na origem de diversas doencas relacionadas ao
sistema nervoso que necessitam compreender diversos tecidos neurais e que nao
poderiam ser aplicadas em modelos animais, por exemplo, sem o fendtipo da doenca.

No estudo do desenvolvimento neural comparando quatro diferentes tempos
de cultura, nossos resultados indicam que os organoides cerebrais modelam o
desenvolvimento em tempos cruciais para a formacdo SNC, aumentando sua
complexidade neuroldgica ao longo do tempo de cultura. Observou-se resposta
atenuada ao estresse térmico apos 60 e 75 dias de diferenciacdo dos organoides
cerebrais, mesmo em condicdes de respiracao celular, um ambiente intracelular mais
oxidativo. Isso possivelmente indica que os organoides do estagio de 45 dias passam

pelo estado transitorio de diferenciacéo, deixando o estado de células progenitoras,
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indicando que este tempo € chave para estudo de processos iniciais de alta
complexidade neural e também no uso para modelagem de doencas e transtornos do
sistema nervoso.

A prote6mica quantitativa de organoides cerebrais humanos reprogramados de
células de paciente com disgenesia total do corpo caloso em contraste com trés
tempos controle de organoides cerebrais mostram que estes organoides s&o Unicos
em suas caracteristicas. As andlises de enriquecimento revelaram processos
semelhantes a organoides com tempos menores de cultura. No entanto, 0 aumento
de colesterol no SNC pode ser um fator que contribui para que ocorra maior
crescimento e desenvolvimento axonal dos organoides com ACC. Este aumento,
explicaria, por exemplo, porque suas fibras possuem maior robustez. Além disso, a
alta concentracao de esterdides confirma a possivel maturidade desses modelos, pois
a composicdo da mielina é rica em colesterol, e esta se desenvolve somente no
periodo perinatal, ou seja, fases mais desenvolvidas. Processos relacionadas ao
estresse celular estarem mais expressas em relacdo a 60 dias e proteinas oxidativas
menos expressas do que em 45 dias, explica suas caracteristicas mais desenvolvidas,
pois indica diferenciacdo até uma condicdo mais atenuada de estresse, como
observadas em 60 e 75 dias de diferenciacao, no estudo do desenvolvimento neural.

Genes relacionados a ma formacdo ndo aparecem modulados em nossos
dados, no entanto, genes que possuem relacao direta a orientacéo de axdnios, como
MAPKS, que regula netrina juntamente ao gene DCC, e o aumento de colesterol,
principal molécula constituinte das jangadas lipidicas, que se liga ao gene DCC neste
processo, estdo regulados em relacdo a 45 dias e podem ser potenciais alvos de
investigacdo, por outras técnicas biologicas complementares ou ortogonais, para
elucidar a relacado dessas moléculas nos fenotipos dessa desordem neurologica sob
avaliacao.

Esses resultados mostram que tais modelos abrem a possibilidade de
investigar a complexidade morfologica, genética e molecular do desenvolvimento do

cérebro humano e na origem de disturbios, transtornos e doencas neuroldgicas.
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ANEXO(S)

Anexo 1: Lista de proteinas diferenciais do estudo da diferenciacdo de neuroesferas

com 10 dias. (continua)

Gene Gﬁ?[?rsoot Descricao 10D/3D  -Log p-value : éﬁgn':;éd
TUBA1A Q71U36 Tubulin alpha-1A chain + 1,34648 0,5389929
TUBB2B Q9BVA1l Tubulin beta-2B chain + 1,729803 0,9982142
TUBB2A Q13885 Tubulin beta-2A chain + 2,554588 1,2105036

MAP1B P46821 Microtubule-associated protein 1B + 1,80786 0,5026798
TUBB3 Q13509 Tubulin beta-3 chain + 2,009463 1,0327172
TUBB4A P04350 Tubulin beta-4A chain + 2,824789 1,7275519
ATP5B P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial + 1,823203 0,7276788
NEFM P07197 Neurofilament medium polypeptide + 3,747268 1,3204818
INA Q16352 Alpha-internexin + 2,22049 1,4791179
DPYSL3 Q14195 Dihydropyrimidinase-related protein 3 + 1,513745 0,5741365
EEF1A2 Q05639 Elongation factor 1-alpha 2 + 2,162829 1,1068678

ENO2 P09104 Gamma-enolase < 2,838022 1,2492344

NEFL P07196 Neurofilament light polypeptide + 2,090292 1,3954909

MAP2 P11137 Microtubule-associated protein 2 + 3,025739 1,0212979

GDI1 P31150 Rab GDP dissociation inhibitor alpha + 3,260409 0,9950235

CRMP1 Q14194 Dihydropyrimidinase-related protein 1 < 1,780792 0,7486424

VAT1 099536 Synaptic vesicle rr]r1oenr1nol?crje‘cl’ne protein VAT-1 " 2354369 06585445

LMNB2 Q03252 Lamin-B2 + 1,823256 0,5403526

DBN1 Q16643 Drebrin + 3,164719 0,5270433

RTN4 QI9NQC3 Reticulon-4 + 2,818725 0,7185946
ATP6V1A P38606 V-type proton ATPase catalytic subunit A + 2,832142 0,785044

KIF5C 060282 Kinesin heavy chain isoform 5C + 1,97978 0,5529776

KLC1 Q07866 Kinesin light chain 1 + 1,946039 0,5653644

UCHL1 P09936 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1 + 2,725493 0,5743346
YWHAG P61981 14-3-3 protein gamma i 2,130711 0,9504213

RCN1 Q15293 Reticulocalbin-1 + 2,065528 0,5329113

RCN2 Q14257 Reticulocalbin-2 + 3,297685 0,5688252

IRGQ Q8WZA9 Immunity-related GTPase family Q protein + 3,049603 0,6573365

DYNC1LI1 Q9Y6G9 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 1 + 3,239649 0,5131509
NCAM1 P13591 Neural cell adhesion molecule 1 i 3,120121 1,4208927
LRP1 Q07954 Prolow-density Iipoprotei:rL1 receptor-related protein " 2204496 0,5560503
CLU P10909 Clusterin F 3,02188 1,8724811
ATP6V1B2 pP21281 V-type proton ATPase subunit B, brain isoform + 2,763098 0,5693355
ATP1A3 P13637 Sodium/potassium-tn:llgﬁgo?:ting ATPase subunit . 3.053067 1,2349746
ALDH2 P05091 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial + 2,910993 0,5279484
DYNC1I2 Q13409 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 + 1,99686 0,7539921
DYNC1LI2 043237 Cytoplasmic dynein 1 light intermediate chain 2 + 3,247852 0,7345147
STMN1 P16949 Stathmin + 2,367945 0,5658236
BASP1 P80723 Brain acid soluble protein 1 + 2,383398 1,4919252
DCTN2 Q13561 Dynactin subunit 2 + 3,159161 0,5628843
PRKAR2A P13861 cAMP-dependent protein kinas_e type ll-alpha + 2281282 05875626
regulatory subunit

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic
PPP2CA P67775 Subﬁ’mit alp?-\a is‘;form Y + 1,92353 0,5823708

GNAIL P63096 Guanine nucleotide—;igrc]i;nglg protein G(i) subunit n 2.93224 1,1187534
CEP170 Q5SW79 Centrosomal protein of 170 kDa + 2,063453 0,5253637
PPP1R7 Q15435 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 7 + 2,234498 0,7119911
EPS15L1 Q9UBC2 Epidermal growth factor ;eceptor substrate 15-like + 2836091 05057473

SNCG 076070 Gamma-synuclein + 2,92281 1,2424908

NOVA2 Q9UNW9 RNA-binding protein Nova-2 + 1,432939 0,5753269
SEPT6 Q14141 Septin-6 aF 3,132907 0,9506495
ATP2B4 P23634 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 + 2,002329 0,6037841
ERLIN2 094905 Erlin-2 + 1,927328 0,5414946

KLC4 QI9NSKO Kinesin light chain 4 + 1,884653 0,5245144

CTSD P07339 Cathepsin D + 2,491243 0,6417122

GPHN QINQX3 Gephyrin + 2,615235 0,5032141
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PRDX5 P30044 Peroxiredoxin-5, mitochondrial + 1,701333 0,6250463
ERP29 P30040 Endoplasmic reticulum resident protein 29 + 1,645054 0,5247669
SCRN1 Q12765 Secernin-1 + 2,69487 0,7686806
MYO5A Q9v4l1 Unconventional myosin-Va + 2,779176 0,7363381
VCAN P13611 Versican core protein + 2,623613 0,7107394
G3BP2 Q9UN86 Ras GTPase-activating protein-binding protein 2 + 1,624544 0,5682256
RUFY3 Q7L099 Protein RUFY3 + 3,163552 1,1104968
ELAVL3 Q14576 ELAV-like protein 3 + 2,833592 0,9847941
GRIPAP1 Q4Vv328 GRIP1-associated protein 1 + 2,227824 0,5888791
PRKAR2B  P31323 CAMP-dependent protein kinase type II-beta + 2737263 1,0091419
regulatory subunit
CTNNA2 P26232 Catenin alpha-2 + 2,538905 0,8690348
CLIP2 Q9UDT6 CAP-Gly domain-containing linker protein 2 + 2,659206 0,6548884
PAK3 075914 Serine/threonine-protein kinase PAK 3 + 2,330809 0,5382645
SEPT5 Q99719 Septin-5 + 2,609722 1,4313414
NOVA1 P51513 RNA-binding protein Nova-1 + 2,817797 1,1028545
ANK3 Q12955 Ankyrin-3 + 1,811794 0,5277827
ADD2 P35612 Beta-adducin + 2,409696 0,6398962
DECR1 Q16698 2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial + 3,004268 0,6284642
PCMT1 P22061 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O- " 1,886354 0708714
methyltransferase
NAPB Q9H115 Beta-soluble NSF attachment protein + 3,409255 1,2333951
DNM1 Q05193 Dynamin-1 + 2,247617 1,2234325
IRF2BPL Q9H1B7 Probable E3 ubiquitin-protein ligase IRF2BPL + 2,065135 0,6067543
ANK2 Q01484 Ankyrin-2 + 2,302877 0,5358331
PFN2 P35080 Profilin-2 + 2,194981 0,5199099
TNC P24821 Tenascin + 2,313633 0,7853363
SUCLA2 Q9P2R7 Succinate--CoA Ilggansigem[:ﬁlgséfrgrlng] subunit beta, " 2745374 06421998
GAP43 P17677 Neuromodulin + 2,757814 1,4774539
Q96SB3 Neurabin-2 + 1,429757 0,7247069
GNAO1 P09471 Guanine nucleotide-b;r:s:]r;g protein G(0) subunit " 2557635 1,2053213
DBNL Q9UJU6 Drebrin-like protein + 1,36251 0,5413806
HIST1H1D P16402 Histone H1.3 + 1,858382 0,74368
TPP1 014773 Tripeptidyl-peptidase 1 + 1,644689 0,7839909
ASAH1 Q13510 Acid ceramidase + 2,759452 1,0326715
UBQLN2 Q9UHD9 Ubiquilin-2 + 1,31911 0,6638868
AKR1C1 Q04828 Aldo-keto reductase family 1 member C1 + 2,293675 1,2767653
STXBP1 P61764 Syntaxin-binding protein 1 + 2,63066 0,8261616
NRCAM Q92823 Neuronal cell adhesion molecule + 2,039144 0,5673096
L1CAM P32004 Neural cell adhesion molecule L1 + 2,78026 1,1787524
SEPT3 Q9UHO03 Neuronal-specific septin-3 + 3,242536 0,8290536
AMPH P49418 Amphiphysin + 2,11239 0,6985106
RANBP6 060518 Ran-binding protein 6 + 2,100137 0,5488336
AK1 P00568 Adenylate kinase isoenzyme 1 + 2,555178 0,954129
SCP2 P22307 Non-specific lipid-transfer protein + 2,210981 0,5756414
STRN4 QINRL3 Striatin-4 + 2,014069 0,5424724
SNAP25 P60880 Synaptosomal-associated protein 25 + 3,180416 1,3295753
STMN2 Q93045 Stathmin-2 + 2,637252 1,6536326
AKR1C2 P52895 Aldo-keto reductase family 1 member C2 + 1,978552 1,2279799
STAM Q92783 Signal transducing adapter molecule 1 + 1,705989 0,6089966
GNS P15586 N-acetylglucosamine-6-sulfatase + 1,956092 0,5707474
AP3B2 Q13367 AP-3 complex subunit beta-2 + 2,455407 0,9892678
COX5A P20674 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial + 2,070906 0,5754058
SH3GLB1 Q9Y371 Endophilin-B1 + 1,640905 0,5505707
VAMP2 P63027 Vesicle-associated membrane protein 2 + 1,710095 0,6494246
SNCA P37840 Alpha-synuclein + 1,671546 0,6268191
MAPRE2 Q15555 Microtubule—asso;::]aetgcégrr(;tein RP/EB family " 1,388287 0,9647357
GPX1 P07203 Glutathione peroxidase 1 + 1,788274 0,6108327
TERE2IP QINYBO Telomeric repeat—t;irr;cti(iari\r? {actor 2-interacting n 274153 0,6072462
ATP5J P18859 ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial + 1,596582 0,5275409
MAP6 Q96JE9 Microtubule-associated protein 6 + 1,482386 0,6055927
NADK?2 QAGON4 NAD kinase 2, mitochondrial + 1,660514 0,5894935
PRCP P42785 Lysosomal Pro-X carboxypeptidase + 4,014269 0,6763177
ATP6V1E1l P36543 V-type proton ATPase subunit E 1 + 3,255889 0,7278416
SNAP91 060641 Clathrin coat assembly protein AP180 + 2,215764 1,5731018
HSPA12A 043301 Heat shock 70 kDa protein 12A + 2,636013 0,9698308
HTRA2 043464 Serine protease HTRA2, mitochondrial + 2,334238 0,5345404
STX12 Q86Y82 Syntaxin-12 + 2,409056 1,0874057
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CXADR pP78310 Coxsackievirus and adenovirus receptor + 1,840347 0,9815924
ADGRL3 Q9HAR2 Adhesion G protein-coupled receptor L3 + 3,247489 0,9316993
STX7 015400 Syntaxin-7 + 2,143719 0,8174424
RAB6B QINRW1 Ras-related protein Rab-6B + 3,469045 0,7191973
FNBP1L Q5TONS Formin-binding protein 1-like + 1,616101 0,5429554
MAPT P10636 Microtubule-associated protein tau + 2,22915 1,3021204
OXCT1 P55809 SuccinyI-CoA:3-ket0a_cid coenzyme A transferase n 2225803 0,51893
1, mitochondrial
FAHD1 Q6P587 Acylpyruvase FAHD1, mitochondrial + 1,972537 0,640341
Q5T5U3 Rho GTPase-activating protein 21 + 2,31145 0,5097358
APOE P02649 Apolipoprotein E + 2,243025 0,7497222
UBE2V2 Q15819 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 + 1,976595 0,6356835
CCDCI0B Q9GZT6 Coiled-coil doma_in-contair_ling protein 90B, + 1,340923 06046357
mitochondrial
ACTL6B 094805 Actin-like protein 6B + 2,358727 1,1064768
PHYHIPL Q96FC7 Phytanoyl-CoA hydroxylase-interacting protein-like + 2,663837 0,5648189
TMOD2 QINZR1 Tropomodulin-2 + 2,437961 1,0972769
ADGRG1 Q9Y653 Adhesion G-protein coupled receptor G1 + 1,806547 0,5758471
UQCRB P14927 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 + 2,747937 0,6616945
NACAD 015069 NAC-alpha domain-containing protein 1 + 2,761779 1,16675
SRC P12931 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src + 1,726472 0,5374959
CELF2 095319 CUGBP Elav-like family member 2 + 2,166789 0,6625845
NCDN Q9UBB6 Neurochondrin + 1,911561 0,6318486
CETN2 P41208 Centrin-2 + 2,152847 0,6132555
ATP1B3 P54709 Sodium/potassium-trggts;)ogrting ATPase subunit " 1,777102 0,6047983
VPS29 Q9UBQO Vacuolar protein sorting-associated protein 29 + 3,233849 0,5128481
ALCAM Q13740 CD166 antigen + 1,759972 0,7432902
IDH3A P50213 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit alpha, " 1,016723 07843289
mitochondrial
NEDDA4L Q96PUS5 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4-like + 3,33094 0,6818075
ATP1B1 P05026 Sodium/potassium-trsgts;)cirting ATPase subunit " 3.813812 1,006639
SESTD1 Q86VWO SEC14 domain an%fogii;:r:nln repeat-containing i 2555323 0,652142
PALM 075781 Paralemmin-1 + 1,991674 0,9923477
NDUES3 075489 NADH dehydroggnase [ubiquinone] iron-sulfur " 1,788518 05515873
protein 3, mitochondrial
RAB8B Q92930 Ras-related protein Rab-8B + 1,41629 0,5279107
SEPT8 Q92599 Septin-8 + 1,440574 0,6601355
EPN1 Q9Y6I3 Epsin-1 + 2,184027 0,5026627
TPD52 P55327 Tumor protein D52 i 2,850063 1,205267
GLRX P35754 Glutaredoxin-1 + 1,684907 0,5291553
KIF21B 075037 Kinesin-like protein KIF21B + 1,806079 0,6900263
NAPG Q99747 Gamma-soluble NSF attachment protein + 2,367996 0,5257015
CASTOR2 ABNHXO0 Cytosolic arginine sensor for mT ORC1 subunit 2 + 2,779302 0,5560346
LAMP1 P11279 Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 + 1,69661 0,566467
SYNJ1 043426 Synaptojanin-1 + 3,086584 0,8608968
PPP3CB P16298 Serine/threonine-pro;ein phqsphatase 2B catalytic . 1,743752 0,8973551
subunit beta isoform
GMFB P60983 Glia maturation factor beta + 1,710579 0,7138913
RAB3C Q96E17 Ras-related protein Rab-3C + 4,569152 1,6095972
SNX30 Q5VWJ9 Sorting nexin-30 + 3,388787 1,1180742
SCAMP1 015126 Secretory carrier-associated membrane protein 1 + 3,913562 0,8711188
NDUESS 000217 NADH dehydroggnase [ubiquinone] iron-sulfur " 1,551968 0,5093565
protein 8, mitochondrial
EPB41L1 Q9H4GO Band 4.1-like protein 1 + 3,792674 1,0512199
GBA P04062 Lysosomal acid glucosylceramidase + 1,999685 0,6911435
GRB2 P62993 Growth factor receptor-bound protein 2 + 1,618705 0,6436291
CDKN1B P46527 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B + 2,070816 0,8212385
BRK1 Q8WUW1 Protein BRICK1 + 1,483243 0,7534676
HAGH Q16775 Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial + 1,875415 0,8537848
EPB41L3 Q9Y2J2 Band 4.1-like protein 3 + 2,277617 0,883523
PRUNE Q86TP1 Exopolyphosphatase PRUNE1 + 2,535991 0,6829209
KIFAP3 Q92845 Kinesin-associated protein 3 + 2,280302 0,5773098
RAB3A P20336 Ras-related protein Rab-3A + 2,542981 1,3237326
CADM4 Q8NFZ8 Cell adhesion molecule 4 + 2,000087 0,9309525
SCARB2 Q14108 Lysosome membrane protein 2 + 1,77655 0,5281262
ATP6VOD1 P61421 V-type proton ATPase subunit d 1 + 2,802038 0,7485282
CHTOP Q9Y3Y2 Chromatin target of PRMT1 protein + 1,832727 0,7287855
MAPRE3 QoUPYS Microtubule-associated protein RP/EB family n 1,048786 0,9281453

member 3
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subcomplex subunit 2
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Diphosphoinositol polyphosphate
phosphohydrolase 1
Protein NDRG4
Synemin
Acyl-coenzyme A thioesterase 8
Ragulator complex protein LAMTOR2
Sortilin
Acylphosphatase-1
Protein NDRG2
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
Tyrosine-protein kinase Fyn
Protein S100-A11
Neuroligin-4, X-linked
Beta-mannosidase
Galectin-3-binding protein
ATP synthase subunit delta, mitochondrial
Sideroflexin-3
WD repeat-containing protein 47
Synaptotagmin-1
V-type proton ATPase 116 kDa subunit al
G protein-regulated inducer of neurite outgrowth 1
Atlastin-1
Proline-rich transmembrane protein 2
Leucine-rich repeat-containing protein 4B
BTB/POZ domain-containing protein 17
Gamma-aminobutyric acid receptor-associated
protein-like 2
Calcium-dependent secretion activator 1
Thrombospondin type-1 domain-containing protein
A
Lactadherin
Protein lin-7 homolog A
Prefoldin subunit 4
Beta-hexosaminidase subunit beta
Espin
Vacuolar protein sorting-associated protein VTAL
homolog
Carboxypeptidase E
Cell adhesion molecule 2
Kinase D-interacting substrate of 220 kDa
Electroneutral sodium bicarbonate exchanger 1
Protein mab-21-like 2
Secretogranin-3
Semaphorin-4C
TSC22 domain family protein 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3
Immunoglobulin superfamily member 3
Roundabout homolog 2
Netrin receptor ACC
Myomegalin
Ras-related protein Rab-6C
Stromal membrane-associated protein 2
Voltage-dependent calcium channel beta subunit-
associated regulatory protein
Endophilin-Al
Endoplasmic reticulum lectin 1
Soluble lamin-associated protein of 75 kDa
Coiled-coil domain-containing protein 91
BLOC-1-related complex subunit 5
Ena/VASP-like protein
Neural cell adhesion molecule 2
Protein arginine N-methyltransferase 2
Ganglioside-induced differentiation-associated
protein 1-like 1
Actin-binding LIM protein 1
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit,
mitochondrial
Calcineurin subunit B type 1

+

R I S ol e S e o S S

+ o+

o+ o+ o+ +

e L R S S P S P S S

+ o+ +

+

1,546446
1,588813

2,154794

2,271212
1,630594
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2,049388
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2,011807
2,95025
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2,929356
1,400876
2,129421
2,682649
1,752185
2,701943
2,371887
2,361654
1,717645
1,60963

1,708645
2,221179
1,631744

2,743015
2,501478
1,922721
1,717545

1,78344

1,731469

1,355967
2,608605
1,903863
1,503909
2,122308
2,800121
1,457814
3,258502
1,619133
2,874793
2,199406
4,754863
2,861696
2,289349
1,343853

1,526579

1,960913
2,222194
1,537423
3,60444
2,321286
1,378851
2,031106
2,801708

2,320048
2,053551
2,179648
1,301326
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0,7304587
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0,6669364

0,8797998
1,0080957
0,5252333
0,5393496
0,5074987
0,5568929
0,506278
0,5974791
0,5792642
0,8060987
1,0746045
0,5161352
0,5196512
0,5205305
0,5431324
0,7967868
0,8301795
0,5144625
1,058548
0,5129004
0,9506497
0,573957
0,6009483

0,5873752
0,657083
0,7321219

0,7382247
1,3516046
0,5842221
0,509562

0,7219598

0,7438419

0,7546017
1,6464427
0,8335011
0,9811375
0,8942697
1,2559083
0,5082059
0,5525537
0,5546944
0,7334824
0,559617

0,5630587

0,552

0,6859958
0,6712229

0,7466083

0,7742243
0,5069933
0,8734436
0,5178895
0,5302005
0,6856117
1,076674
0,5610774

0,8711376
0,7762446
0,7578719
0,8682468



CLTB
VPS37C
SYNE1

EDIL3

PTPRD
P4HTM
KRT15
CELF3

PDP1

NDUFA3

SH3GLB2
NTM
REM2
TRIM36
RRAGC
SLC1A4
CADM3

EDEM3

PVALEF

SYN1
VPS33B
RUFY2
OPTN
SULT2B1
WASHC3

ANKIB1

SIRT2
MEX3C
TTYH3

FAM114A1

MBD1

LAMP5S

GATD1

PAM
GPM6B
SHROOM2
CALB1
PCSK1N
PRKCB
NCAN

CACNA2D2

PURA
PDLIM3
RAC3
PPP1R9A
STX1B
RPS6KA2
PODXL2
KCTD21
LAMA2

IFIT3

ZNF512
GM2A
SH3RF1
MYT1
LY6H
MAN2B2

PDE1B
MAP7D2
GNAZ

P09497
ASD8V6
Q8NF91

043854

P23468
QINXG6
P19012
Q5SzQ8
Q96B45

Q9P0J1

095167

QINR46
Q9P121
Q8IYKS
QINQS6
Q9HB9O
P43007
Q8N126

Q9BZQ6

AOA1BOG
WKO
P17600
Q9H267
Q8WXA3
Q96CV9
000204
Q9Y3C0

Q9P2G1

Q8IXJ6
Q5U5Q3
Q9COH2
Q8IWE2
Q9UIS9
Q9UJQ1

Q8NB37

P19021
Q13491
Q13796
P05937

QYUHG2
PO5771
014594

QINY47

Q00577
Q53GG5
P60763
QoULJ8
P61266
Q15349
QINZ53
Q4GOX4
P24043

014879

Q96ME7
P17900
Q72630
Q01538
094772
Q9Y2E5

Q01064
Q96T17
P19086

Clathrin light chain B
Vacuolar protein sorting-associated protein 37C
Nesprin-1
EGF-like repeat and discoidin I-like domain-
containing protein 3
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase delta
Transmembrane prolyl 4-hydroxylase
Keratin, type | cytoskeletal 15
CUGBP Elav-like family member 3
BLOC-1-related complex subunit 7
[Pyruvate dehydrogenase [acetyl-transferring]]-
phosphatase 1, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha
subcomplex subunit 3
Endophilin-B2
Neurotrimin
GTP-binding protein REM 2
E3 ubiquitin-protein ligase TRIM36
Ras-related GTP-binding protein C
Neutral amino acid transporter A
Cell adhesion molecule 3
ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-
like protein 3

Parvalbumin-like EF-hand-containing protein

Synapsin-1
Vacuolar protein sorting-associated protein 33B
RUN and FYVE domain-containing protein 2
Optineurin
Sulfotransferase 2B1
WASH complex subunit 3
Ankyrin repeat and IBR domain-containing protein
1
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-2
RNA-binding E3 ubiquitin-protein ligase MEX3C
Protein tweety homolog 3
Protein NOXP20
Methyl-CpG-binding domain protein 1
Lysosome-associated membrane glycoprotein 5
Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-
containing protein 1
Peptidyl-glycine alpha-amidating monooxygenase
Neuronal membrane glycoprotein M6-b
Protein Shroom2
Calbindin
ProSAAS
Protein kinase C beta type
Neurocan core protein
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-
2/delta-2
Transcriptional activator protein Pur-alpha
PDZ and LIM domain protein 3
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
Neurabin-1
Syntaxin-1B
Ribosomal protein S6 kinase alpha-2
Podocalyxin-like protein 2
BTB/POZ domain-containing protein KCTD21
Laminin subunit alpha-2
Interferon-induced protein with tetratricopeptide
repeats 3
Zinc finger protein 512
Ganglioside GM2 activator
E3 ubiquitin-protein ligase SH3RF1
Myelin transcription factor 1
Lymphocyte antigen 6H
Epididymis-specific alpha-mannosidase
Calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic
nucleotide phosphodiesterase 1B
MAP7 domain-containing protein 2
Guanine nucleotide-binding protein G(z) subunit
alpha

+ +

+ o+ o+

o+ o+

+
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4,073192
1,86136
2,16791

1,96815

1,422623
2,6617
1,649106
2,087984
2,060847

1,858359

1,449743

2,248245
3,093098
2,890151
3,727853
2,054094
1,3122
1,874489

1,770398

3,165926

1,420682
1,447002
2,161668

1,77864
2,272685
3,028831

3,142093

1,613761
1,59949
2,414927
1,851812
1,720785
2,643019

1,774146

1,848393
2,416039
1,848908
1,4851
2,684512
2,135124
2,251628

1,675392

3,653487
1,49154
1,889035
1,329309
2,3009
2,04309
3,230601
1,455479
2,836464

2,39038

2,208882
1,579184
2,501071
2,857899
3,297965
1,57097

1,439166
1,617283
2,55875
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1,3013813
0,5519273
0,5229135

0,963985

0,5386311
0,6198559
2,1089892
0,5615087
0,6120412

0,6017511

0,5444856

0,5228989
1,0120676
0,9468038
0,6136134
0,5529873
0,7810202
0,7954668

0,572823

0,945573

1,3043683
0,7307076
0,6747026
0,8729217
1,2197695
0,7075639

0,8191085

0,6131207
0,5706778
1,0775793
0,5096532
0,7649603

1,273793

0,5464702

0,5477383
0,5063696
0,58881
0,7619531
1,671351
0,5595412
0,6202624

1,0346398

0,5059341
0,6317546
0,5110191
0,7726574
1,5719726
0,8350682
0,764185

0,7871566
0,5772512

0,6239798

0,5272355
0,5606508
0,5987689
0,8296075
0,979533
0,9262519

0,8548704
1,0822084
0,953145



CHGB
MBLAC2

APOC3
LAMP2
SEZ6L2
CD59
DYNC2H1
MPP2
C160rf45
PAK7;PAK
5
SMPD3

KIAA0513
LBH
CSPG5
DNAJC5
COPS9
CLTA
Ss18L1
TPPP
HINT3

PIK3R3

CTIF
FAM171A2

PPP2R5B

EPN2
DENND1A

POLR2M

RAB39B
ATRN
SLC8A1
SKAP1
HECW1
PRKCZ
AVL9

MAP1LC3A

KRT76
CASKIN1
CHGA
XKR7
PPFIA2
SST
CELSR3
REEP1
KLHL25
ITFG1
PCDH7
TSC22D3
PPFIA3
CCHCR1
TOM1L2
DMD
SORBS1
SH3PXD2A
GFAP
GUK1
S100A10
SLC1A2
COL26A1
ASTE1
PCNT
SCAI
PLXNA4
PSEN1
IL6R
FSIP1

P05060
Q68D91

P02656
P13473
Q6UXD5
P13987
Q8NCM8
Q14168
Q96MC5

Q9P286

QINY59
Q8N2Q7
060268
Q53QV2
095196
Q9H3Z4
Q8WXC6
P09496
075177
094811
QINQE9

Q92569

043310
ABMVWO

Q15173

095208
Q8TEH3

QBEEV4

Q96DA2
075882
P32418

Q86WV1
Q76N89
Q05513
Q8NBF6

Q9H492

Q01546
Q8WXD9
P10645
Q5GHT72
075334
P61278
QINYQ7
Q9H902
Q9HOH3
Q8TBY6
060245
Q99576
075145
Q8TD31
Q6ZVM7
P11532
Q9BX66
Q5TCZ1
P14136
Q16774
P60903
P43004
Q96A83
Q2TB18
095613
Q8NIRS
Q9HCM2
P49768
P08887
Q8NA03

Secretogranin-1
Metallo-beta-lactamase domain-containing protein
2
Apolipoprotein C-llI
Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
Seizure 6-like protein 2
CD59 glycoprotein
Cytoplasmic dynein 2 heavy chain 1
MAGUK p55 subfamily member 2
bMERB domain-containing protein 1

Serine/threonine-protein kinase PAK 5

Sphingomyelin phosphodiesterase 3
Neuroligin-1
Uncharacterized protein KIAA0513
Protein LBH
Chondroitin sulfate proteoglycan 5
DnaJ homolog subfamily C member 5
COP9 signalosome complex subunit 9
Clathrin light chain A
Calcium-responsive transactivator
Tubulin polymerization-promoting protein
Histidine triad nucleotide-binding protein 3
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit
gamma
CBP80/20-dependent translation initiation factor
Protein FAM171A2
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa
regulatory subunit beta isoform
Epsin-2
DENN domain-containing protein 1A
DNA-directed RNA polymerase Il subunit
GRINL1A, isoforms 4/5
Ras-related protein Rab-39B
Attractin
Sodium/calcium exchanger 1
Src kinase-associated phosphoprotein 1
E3 ubiquitin-protein ligase HECW1
Protein kinase C zeta type
Late secretory pathway protein AVL9 homolog
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain
3A
Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral
Caskin-1
Chromogranin-A
XK-related protein 7
Liprin-alpha-2
Somatostatin
Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 3
Receptor expression-enhancing protein 1
Kelch-like protein 25
T-cell immunomodulatory protein
Protocadherin-7
TSC22 domain family protein 3
Liprin-alpha-3
Coiled-coil alpha-helical rod protein 1
TOM1-like protein 2
Dystrophin
Sorbin and SH3 domain-containing protein 1
SH3 and PX domain-containing protein 2A
Glial fibrillary acidic protein
Guanylate kinase
Protein S100-A10
Excitatory amino acid transporter 2
Collagen alpha-1(XXVI) chain
Protein asteroid homolog 1
Pericentrin
Protein SCAI
Plexin-A4
Presenilin-1
Interleukin-6 receptor subunit alpha
Fibrous sheath-interacting protein 1

+ o+ o+ o+

o+ o+

+

+

+

o+ o+ o+ o+

+
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2,601411
3,745596

1,375415
2,463175
1,922871
1,374646
1,920989
1,547143
1,720735

3,023386

3,435826
2,322074
1,895384
2,774287
2,001071
1,686774
1,449243
1,974373
1,658153
2,696773
2,156311

1,951964

1,781339
1,938888

1,912145

1,725888
1,455013

1,738266

1,477421
1,681399
1,617291
2,759316
2,356595
2,311777
1,715572

1,682779

1,740921
2,608134
1,905518
1,787126
1,575344
1,973573
2,70919
1,448498
1,883252
1,604938
1,960623
3,825833
2,568557
2,038597
1,910372
1,675409
2,679553
1,689754
2,242351
1,377636
1,510614
2,633957
1,382438
1,802402
1,326725
2,159716
2,341609
1,946591
2,463377
2,07183
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1,1870944
0,5282301

0,7178329
0,5908167
0,9582036
0,513171

0,8093243
0,7083886
0,7345185

1,514217

0,9810435
0,6335263
0,7849836
1,0809554
0,6266901
0,6065689
0,5665195
0,945055

0,8696423
1,0153723
0,570727

0,7538933

0,779325
0,6582332

0,5801303

0,586359
0,5954505

0,6924326

0,5376983
0,5342536
0,9532176
0,7070965
1,0999732
0,7697537
0,635093

0,5106758

0,7167253
0,561944
1,5059116
0,6789284
0,6779869
1,0187504
0,5624739
0,6729212
1,0158335
0,8284962
1,1632414
0,5532187
0,5588959
1,3171759
0,534662
0,527647
0,6752769
0,5594319
0,9644822
0,64039
0,5555565
1,7582229
0,5390005
0,6351135
0,5315167
0,6492152
1,6868783
1,0784569
0,7751203
1,4978338



147

GRID1 Q9ULKO Glutamate receptor ionotropic, delta-1 + 1,590253 0,64249
SPTY2D1 Q68D10 Protein SPT2 homolog + 1,847152 0,7934613
TANC2 Q9HCD6 Protein TANC2 + 2,352859 1,1284996
FAM89B Q8N5H3 Leucine repeat adapter protein 25 + 1,61939 1,1068228
NRXN1 P58400 Neurexin-1-beta + 1,739846 0,6395103
NPAS3 Q8IXFO Neuronal PAS domain-containing protein 3 + 1,631731 0,6220541
ONECUT3 060422 One cut domain family member 3 + 1,94552 0,6962566
ETEDH 016134 Electron transfer flavoprptein-ubiquinone + 3.089068 0.688002

oxidoreductase, mitochondrial
SERPINI1 Q99574 Neuroserpin + 2,790437 1,4748389
Clorf122 Q62SJ8 Uncharacterized protein Clorf122 + 1,539353 0,7322608
EN1 Q05925 Homeobox protein engrailed-1 + 1,373117 0,5809543
ATCAY Q86WG3 Caytaxin + 1,840659 0,5119679
CDH13 P55290 Cadherin-13 + 3,305655 1,3500482
ABCC10 Q5T3U5 Multidrug resistance-associated protein 7 + 2,841081 0,5830617
CCDC184 Q52MB2 Coiled-coil domain-containing protein 184 + 2,788702 0,9063259
NAP1L5 Q96NT1 Nucleosome assembly protein 1-like 5 + 1,448556 0,7659484
C60rf203 Q9POP8 Mitochondrial transcription rescue factor 1 + 1,478394 0,5425334
BPGM P07738 Bisphosphoglycerate mutase + 1,699796 0,6061585
DEPDC1 Q5TB30 DEP domain-containing protein 1A + 2,054696 2,2798193
TMEM63B Q5T3F8 CSC1-like protein 2 + 1,439595 0,5781122
SNRK QINRH2 SNF-related serine/threonine-protein kinase + 2,020019 0,5712564
LysM and putative peptidoglycan-binding domain-
LYSMD1 Q96590 y P comg"f’mg ngIein Lnend + 1,725695 0,5393077
GNG3 P63215 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G( + 1,406149 0,5836895
AMIGO1 Q86WK6 Amphoterin-induced protein 1 + 2,249788 0,6847935
PLEKHG2 QOH7PY Pleckstrin homologﬁg%ngz;\irnécontaining family G " 2143527 07629194
PTPRJ Q12913 Receptor-type tyrosine-protein phosphatase eta + 2,249013 0,7092463
PTPRE P23469 REBEIIIH R tym::)”s?l'é’r""tei” shidsiehizize + 1,491497 0,6075325
ABCC9 060706 ATP-binding cassette sub-family C member 9 + 2,283201 1,3595732
LMBRD1 QINUNS Lysosomal cobalanlii&tBrgrlsport escort protein + 2323552 0,7628987
LRRTM2 043300 Leucine-rich repea;rtg?;in;embrane neuronal " 1,64054 0,6188518
FBLL1 ABNHQ2 rRNA/tRNA 2'- + 1,992617 0,9079072
PAGI QINWQS Phosphoprotein_associa_ted with glycosphingolipid— " 1,631931 09172034
enriched microdomains 1
CD200 P41217 + 1,964726 1,3299346
BSN Q9UPAS5 Protein bassoon + 2,187926 1,8714125
RGMB Q6NW40 RGM domain family member B i 1,400682 0,6202564
MARCO Q9UEWS3 Macrophage receptor MARC 1 1,384689 1,0218127
RYBP Q8N488 RING1 and YY1-binding protein + 1,722128 1,448631
DDX58 095786 Antiviral innate immune response receptor RIG-I + 2,311651 1,0235934
ZCCHC14 Q8WYQ9 Zinc finger CCHC domain-containing protein 14 + 1,550086 1,430068
PITPNM2 Q9BZ72 Membrane-associated phqsphatidylinositol " 2316843 1,229748
transfer protein 2

GATM P50440 Glycine amidinotransferase, mitochondrial + 1,882083 0,6454825
NUMBL Q9Y6RO Numb-like protein + 1,697475 0,5680578
TDRD15 B5MCY1 Tudor domain-containing protein 15 + 1,399806 0,5727358
VIPR2 P41587 Vasoactive intestinal polypeptide receptor 2 + 2,851378 1,2040954
GIF pP27352 Cobalamin binding intrinsic factor + 1,450552 1,2782564
LMTK3 Q96Q04 Serine/threonine-protein kinase LMTK3 i 2,161769 0,9023719
WNT5A P41221 Protein Wnt-5a + 1,386925 0,8262396
STX1A Q16623 Syntaxin-1A + 2,948578 1,7967696
KIAA1549 Q9HCM3 UPF0606 protein KIAA1549 + 3,380108 0,8068607
SRSF8 Q9BRL6 Serine/arginine-rich splicing factor 8 + 3,098209 0,6988673
RIMBP2 015034 RIMS-binding protein 2 + 1,834144 0,5258214
ARHGEF17 Q96PE2 Rho guanine nucleotide exchange factor 17 + 1,807385 0,6916125
DOCK3 Q8I1zD9 Dedicator of cytokinesis protein 3 + 2,148708 0,8047497
NPDC1 QINOX5 Neural proIiferatior;):joigeeirr‘eftiation and control " 2848816 11125603
CNNM2 Q9H8M5 Metal transporter CNNM2 + 1,422523 0,6634994
SULT4A1 Q9BRO1 Sulfotransferase 4A1 + 2,070986 1,5331144
GPM6A P51674 Neuronal membrane glycoprotein M6-a + 1,77206 0,941879
KCND1 QINSA2 Potassium voltager;]ge?;%dercgannel subfamily D " 2.008616 0.5862567
RUNDC3A Q59EK9 RUN domain-containing protein 3A i 2,126821 1,1332338
LRRC4 Q9HBW1 Leucine-rich repeat-containing protein 4 + 2,055476 0,7380917

TMEM181 Q9P2C4 Transmembrane protein 181 + 2,347877 1,3780439



C1QTNF4

RTN1
PCDH10

PDK1

SLC24A1
DNAJC6
MARS2
SLITRK1

FMO4
SLC25A46
PLCB1

NICN1
PSG4
SPX

ERVK-8

CPQ
NOL4L
CASD1

FOSB

Q8NAAG

PCDH1
MYO1E
LRRC1
MYO7B
SERPINB9
TTC7A
MICALCL
IRF4

AXDND1

RHPN2P1
TTLL8
DNAHS

ISCU
SCAPER

ZSCAN29

SNAPC5
CGNL1

GABRA2

ADCY8
UNC5A
KCTD4

CLSTN1

BHMT2

FHAD1
FBXL19
COL6A6
EEF1A1
FLNA
FASN
PRKDC

SNRNP200

XRCC6
PARP1
CHDA4
PTBP1
RCC2
SF3B1
CTNNA1
HNRNPR

Q9BXJ3

Q16799
QOP2E7

Q15118

060721
075061

Q96GW9
Q96PX8

P31512
Q96AG3
QINQ66

Q9BSH3
Q00888
Q9BT56

P63133

Q9Y646
Q96MY1
Q96PB1
P53539

Q8NAAG

Q08174
Q12965
Q9BTT6
Q6PIF6
P50453
QOULTO
Q6ZW33
Q15306

Q5T1B0

ABMT19
AGPVC2
QSTET73

QIH1K1
Q9BY12

Q8IWY8

075971
QOVF96

P47869

P40145
Q6ZN44

Q8WVF5
094985

Q9H2M3

B1AJZ9
Q6PCT2
ABNMZ7

P68104

P21333

P49327

P78527

075643

P12956
P09874
Q14839
P26599
Q9P258
075533
P35221
043390

Complement C1q tumor necrosis factor-related
protein 4
Reticulon-1
Protocadherin-10
[Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring)]
kinase isozyme 1, mitochondrial
Sodium/potassium/calcium exchanger 1
Putative tyrosine-protein phosphatase auxilin
Methionine--tRNA ligase, mitochondrial
SLIT and NTRK-like protein 1
Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide-forming]

Solute carrier family 25 member 46
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphodiesterase beta-1
Nicolin-1
Pregnancy-specific beta-1-glycoprotein 4
Spexin
Endogenous retrovirus group K member 8 Pol
protein
Carboxypeptidase Q
Nucleolar protein 4-like
N-acetylneuraminate 9-O-acetyltransferase
Protein fosB
Putative uncharacterized protein encoded by
LINC02694
Protocadherin-1
Unconventional myosin-le
Leucine-rich repeat-containing protein 1
Unconventional myosin-VIlb
Serpin B9
Tetratricopeptide repeat protein 7A
MICAL C-terminal-like protein
Interferon regulatory factor 4
Axonemal dynein light chain domain-containing
protein 1
Putative rhophilin-2-like protein RHPN2P1
Protein monoglycylase TTLL8
Dynein heavy chain 5, axonemal
Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU,
mitochondrial
S phase cyclin A-associated protein in the
endoplasmic reticulum
Zinc finger and SCAN domain-containing protein
29
snRNA-activating protein complex subunit 5
Cingulin-like protein 1
Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-

Adenylate cyclase type 8
Netrin receptor UNC5A
BTB/POZ domain-containing protein KCTD4
Calsyntenin-1
S-methylmethionine--homocysteine S-
methyltransferase BHMT2
Forkhead-associated domain-containing protein 1
F-box/LRR-repeat protein 19
Collagen alpha-6(VI) chain
Elongation factor 1-alpha 1
Filamin-A
Fatty acid synthase
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa
helicase
X-ray repair cross-complementing protein 6
Poly [ADP-ribose] polymerase 1
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 4
Polypyrimidine tract-binding protein 1
Protein RCC2
Splicing factor 3B subunit 1
Catenin alpha-1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R

+
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+
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+
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+
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1,493592

1,850134
2,030268

1,666212

2,290761
2,326046
1,499488
2,047706

1,992231
1,59208
1,451921

1,857277
1,968543
1,451031

1,607178

1,801738

2,791421

1,419983
1,3406

1,310206

2,062321
1,745449
1,367872
1,697332
1,921265
2,313197
4,053639
3,090816

1,547438

1,492493
3,20655
2,897619

1,950033
2,276276

2,231052

1,559588
1,77791

1,642676

2,760859
2,215827
1,400118

1,83818

2,193197

2,537525
1,605166
1,48434
2,003934
2,053987
2,349194
2,275978

2,087103

1,795931
2,02145
2,331454
2,479583
2,378002
2,309438
2,903045
1,722067

148

0,8475358

1,3891311
0,6464872

0,5938854

0,5399635
0,62549
0,5493495
1,1417367

0,5836291
0,5072117
0,5658681

0,5736203
0,5069497
0,5160434

0,7114794

0,5645399
0,6925361
0,8585861
0,6024451

0,761379

0,7043459
0,6584163
0,6633506
0,7099526
0,9726698
0,9678326
0,5018041
0,5235448

0,758621

0,9189148
0,7544792
0,6198893

0,7236104
1,0875597

0,8591919

0,6105156
1,1905916

0,7836077

0,8521688
1,3968678
0,9146469
0,5561719

0,7489841

0,7948976
0,5640514
0,6764898
-0,5568018
-0,6116984
-0,5097919
-0,7806599

-0,6534986

-0,6347442
-0,7508302
-0,5355337
-0,7524722
-0,6341655
-0,6962848
-0,5546372
-0,671803



MCM2
TMPO
SYNCRIP
TOP2B
SSB

IGF2BP1

MCM6
MCM4

IGF2BP3

EIF3A
RPS2

SMARCAS

MCM7
SMC1A

KPNA2
MCM3
MCM5

SMARCA4

DDX3X

PPP2R1B

NOPS58
PSIP1
TOP2A
EIF2S3
ABCF1
ADSL
MSH6
HDLBP

PDS5B

KIAA0368
RPS3
ZNF638

PDS5A

TOP1
NUP205
ZFR
DEK

SART3

PRPF6
RCC1
EIF5
NOP56
EIF3D
PSAP
RPL7A
ESYT1
ABCE1
DRG1
HMGB2
RPL10A
STRBP
THOC2
CHD7
RPS10
CORO1C
ALYREF
SKIV2L2
FDFT1
RPS14
DIAPH1
PBRM1
RPS15A
SMC4

P49736
P42166
060506
Q02880
P05455

QINZI8

Q14566
P33991

000425

Q14152
P15880

060264

P33993
Q14683

P52292
P25205
P33992
P51532
000571

P30154

QOY2X3
075475
P11388
P41091
Q8NE71
P30566
P52701
Q00341

QONTIS

Q5VYK3
P23396
Q14966

Q29RF7

P11387
Q92621
Q96KR1
P35659

Q15020

094906
P18754
P55010
000567
015371
P07602
P62424
Q9BSJ8
P61221
Q9Y295
P26583
P62906
Q96SI19
Q8NI27
Q9P2D1
P46783
Q9ULV4
Q86V81
P42285
P37268
P62263
060610
Q86U86
P62244
QINTJ3

DNA replication licensing factor MCM2
Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q
DNA topoisomerase 2-beta
Lupus La protein
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein
1
DNA replication licensing factor MCM6
DNA replication licensing factor MCM4
Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein
3
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A
40S ribosomal protein S2
SWI/SNF-related matrix-associated actin-
dependent regulator of chromatin subfamily A
member 5
DNA replication licensing factor MCM7
Structural maintenance of chromosomes protein
1A
Importin subunit alpha-1
DNA replication licensing factor MCM3
DNA replication licensing factor MCM5
Transcription activator BRG1
ATP-dependent RNA helicase DDX3X
Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa
regulatory subunit A beta isoform
Nucleolar protein 58
PC4 and SFRS1-interacting protein
DNA topoisomerase 2-alpha
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3
ATP-binding cassette sub-family F member 1
Adenylosuccinate lyase
DNA mismatch repair protein Msh6
Vigilin
Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog
B
Proteasome adapter and scaffold protein ECM29
40S ribosomal protein S3
Zinc finger protein 638
Sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog
A
DNA topoisomerase 1
Nuclear pore complex protein Nup205
Zinc finger RNA-binding protein
Protein DEK
Squamous cell carcinoma antigen recognized by
T-cells 3
Pre-mRNA-processing factor 6
Regulator of chromosome condensation
Eukaryotic translation initiation factor 5
Nucleolar protein 56
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D
Prosaposin
60S ribosomal protein L7a
Extended synaptotagmin-1
ATP-binding cassette sub-family E member 1
Developmentally-regulated GTP-binding protein 1
High mobility group protein B2
60S ribosomal protein L10a
Spermatid perinuclear RNA-binding protein
THO complex subunit 2
Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 7
40S ribosomal protein S10
Coronin-1C
THO complex subunit 4
Exosome RNA helicase MTR4
Squalene synthase
40S ribosomal protein S14
Protein diaphanous homolog 1
Protein polybromo-1
40S ribosomal protein S15a
Structural maintenance of chromosomes protein 4

2,832482
2,313443
2,101231

2,35987
1,799627

2,55808

2,534494
2,736324

1,668311

2,881364
2,179659

1,876478

2,806263
3,700022

2,986609
2,45569
2,782354
2,581266
1,664605

1,878283

2,114755
2,134531
2,314859
1,985717
3,839139
1,361967
1,844809
2,156671

2,838477

2,766088
1,864913
1,906223

2,586631

2,065783
2,245345
2,299332
2,184926

2,252484

2,592385
2,314956
1,403231
2,717273
2,848423
1,506108
2,080823
3,619411
2,360003
2,713966
1,683835
1,662097
1,363699
3,088316
2,314235
1,869823
2,845081
1,955445
2,08868
3,588223
1,776497
2,652242
2,867897
1,832595
2,698044
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-0,6215622
-0,5253813
-0,6400754
-0,6308167
-0,6708651

-0,6494339

-0,6834857
-0,6594777

-0,5333738

-0,5296929
-0,7308631

-0,6818128

-0,6876132
-0,6716955

-0,5387311
-0,9460735
-1,0156405
-0,7744277
-0,9875484

-0,5555902

-0,8377762
-0,5977054
-0,9710402
-0,6092587
-0,7842379
-0,6195261
-0,7647588
-0,5075169

-0,5150681

-0,5872147
-0,6934893
-0,5304148

-0,5741961

-0,8236444
-0,6409335
-0,5938394
-0,8340936

-0,5762794

-0,5660031
-0,5338428
-0,5991149
-0,6312072
-0,9128439
-0,7986887
-0,5215621
-0,6274035
-0,6777961
-1,1371274
-1,0335379
-0,9113383
-0,6382089
-0,6748157
-0,5133703
-0,5591061
-0,5510612
-0,7283769
-0,6101229
-0,7644136
-0,5531681
-0,5960245
-1,0931177
-1,1048825
-0,7585659



ANP32B

U2SURP

RPL30
FEN1
HEATR1

SMARCD1

PYGL
LRRC59

NAA15

USP39
NAMPT
SNRPD1
EXOSC10
NCAPD2
HAT1

SERBP1

RPRD1A

LIG3
RPS19

STAT1

NCAPG
RPS17
SNRNP70
FHL1
POU3F2
RPL23
TRIP12
CARS
NUP210
YBX3
THOP1
CSTF3
ZMYM2
RPL12
DDX23
VRK1
CUL4A
DNMT1
TTC37
LIN28A
RPL7
POLD1
DHX36
RPS5
RFC3
RPS11
RPL17
NIPBL
ZC3H11A
RPL22
ECI2
DDX50
RPL24
RPL18
SHMT1
SLC25A5
CDK2

NLRP2

EIF2AK2

PYM1
CNBP
PHF6

Q92688

015042

P62888
P39748
Q9H583

Q96GMS5

P06737
Q96AG4

Q9BXJ9

Q53GS9
P43490
P62314
Q01780
Q15021
014929

Q8NC51

Q96P16

P49916
P39019

P42224

Q9BPX3
P08708
P08621
Q13642
P20265
P62829
Q14669
P49589
Q8TEM1
P16989
P52888
Q12996
Q9UBW?7
P30050
Q9BUQS
Q99986
Q13619
P26358
Q6PGP7
Q9H9Z2
P18124
P28340
Q9H2U1
P46782
P40938
P62280
P18621
QBKC79
075152
P35268
075521
Q9BQ39
P83731
Q07020
P34896
P05141
P24941

QINX02

P19525

Q9BRPS
P62633
Q8IWS0

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32
family member B
U2 snRNP-associated SURP motif-containing
protein
60S ribosomal protein L30
Flap endonuclease 1
HEAT repeat-containing protein 1
SWI/SNF-related matrix-associated actin-
dependent regulator of chromatin subfamily D
member 1
Glycogen phosphorylase, liver form
Leucine-rich repeat-containing protein 59
N-alpha-acetyltransferase 15, NatA auxiliary
subunit
U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 2
Nicotinamide phosphoribosyltransferase
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1
Exosome component 10
Condensin complex subunit 1

Histone acetyltransferase type B catalytic subunit

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding
protein
Regulation of nuclear pre-mRNA domain-
containing protein 1A
DNA ligase 3
40S ribosomal protein S19

Signal transducer and activator of transcription 1-

alpha/beta
Condensin complex subunit 3
40S ribosomal protein S17
U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa
Four and a half LIM domains protein 1
POU domain, class 3, transcription factor 2
60S ribosomal protein L23
E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12
Cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic
Nuclear pore membrane glycoprotein 210
Y-box-binding protein 3
Thimet oligopeptidase
Cleavage stimulation factor subunit 3
Zinc finger MYM-type protein 2
60S ribosomal protein L12
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX23
Serine/threonine-protein kinase VRK1
Cullin-4A
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1
Tetratricopeptide repeat protein 37
Protein lin-28 homolog A
60S ribosomal protein L7
DNA polymerase delta catalytic subunit
ATP-dependent DNA/RNA helicase DHX36
40S ribosomal protein S5
Replication factor C subunit 3
40S ribosomal protein S11
60S ribosomal protein L17
Nipped-B-like protein

Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A

60S ribosomal protein L22
Enoyl-CoA delta isomerase 2
ATP-dependent RNA helicase DDX50
60S ribosomal protein L24
60S ribosomal protein L18
Serine hydroxymethyltransferase, cytosolic
ADP/ATP translocase 2
Cyclin-dependent kinase 2
NACHT, LRR and PYD domains-containing
protein 2
Interferon-induced, double-stranded RNA-
activated protein kinase
Partner of Y14 and mago
Cellular nucleic acid-binding protein
PHD finger protein 6

1,859615

2,77568

2,01379
2,270595
2,259503

2,104469

2,225533
1,804165

1,960463

2,900445
1,886768
1,611005
3,410548
2,245099
2,136866

1,433279

1,760395

1,827318
1,792593

2,312616

3,499921
2,161958
1,483807
1,840859
2,580182
1,662163
3,134126
1,703591
1,725628
2,075895
2,484242
2,425944
2,626364
2,054668
1,523835
2,476655
1,902261
2,3511
3,606751
1,87878
1,451531
2,810156
2,320132
1,442871
1,955204
1,586376
1,301591
1,797614
3,464484
2,780321
2,300284
2,04189
4,041051
2,888053
1,618406
2,556612
3,240668

2,126186

1,652056

1,987885
2,228904
2,160229
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-0,6347315

-0,6928473

-0,7800081
-1,0155063
-0,6129911

-0,5180402

-0,5825279
-0,5291598

-0,6386614

-0,7469108
-0,5453501
-0,5644512
-0,6933258
-0,6812117
-0,8896177

-0,612097

-0,6492157

-0,6679738
-0,6565156

-0,6279225

-0,6613741
-0,5731487
-0,6757002
-0,8798661
-0,9261847
-0,6862659
-0,6226342
-0,6914034
-0,5656979
-0,6909797
-0,5889139
-0,7984245
-0,5153909
-0,7552752
-0,5718088
-0,7558475
-0,7118011
-0,7034743
-0,55264
-0,8139129
-0,5980992
-0,8956172
-0,5249171
-0,6541505
-1,0059605
-0,6729889
-0,5705035
-0,6373479
-0,6789682
-0,8176799
-0,6833816
-0,7148249
-0,7589502
-0,5752897
-0,7527828
-0,5774124
-0,5174832

-0,6423106

-0,6317682

-0,6021037
-1,1195641
-1,01564



CHD1
KIF15

DHX16

CENPV
SNw1
SALL4
SNRPD3
LBR
GSTM1
MYBBP1A

PIN4

RPL38
RPL18A
SLK
TFAM
WDFY1

EIF1AX

MRPS31
CEBPZ
PTRH2
UHRF1
PDCD4
NOP9
TAGLN
NBAS
TBC1D15
RPS16
SPTLC1
MRPS7

STT3A

NELFB
EIF2AK4
NAT10
LPCAT1
UBEZ2E1
CRNKL1
CSRP1
PRPF38B
PUS7
NEMF
DDX47
CASP6
RPL11
PHF5A
CSNK2A2
DMAP1
ORC3

DHX38

METTL16
MRPS9
EXOSC3
PAXBP1
TOMM34
DNAAF5
HPF1
RPL19
PRIM1
POLD2
RPL35A
SNRPC
HBSIL
WDHD1
RPL14
PRIM2
TTC4
BUD31
DHCR24

014646
QINS87

060231

Q7Z7K6
Q13573
Q9UJIQ4
P62318
Q14739
P09488
Q9BQGO

Q9Y237

P63173
Q02543
Q9H2G2
Q00059
Q8IWB7

P47813

Q92665
Q03701
Q9Y3E5
Q96T88
Q53EL6
Q86U38
Q01995
A2RRP1
Q8TCO7
P62249
015269
Q9Y2R9

P46977

Q8WX92
Q9P2K8
Q9HOAO
Q8NF37
P51965
Q9BZJ0
P21291
Q5VTLS
Q96PZ0
060524
Q9H0S4
P55212
P62913
Q7RTVO
P19784
QINPF5
Q9UBD5

Q92620

Q86W50
P82933
QINQTS5
Q9Y5B6
Q15785
Q86Y56
QINWY4
P84098
P49642
P49005
P18077
P09234
QY450
075717
P50914
P49643
095801
P41223
Q15392

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 1
Kinesin-like protein KIF15
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA
helicase DHX16
Centromere protein V
SNW domain-containing protein 1
Sal-like protein 4
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3
Delta(14)-sterol reductase LBR
Glutathione S-transferase Mu 1
Myb-binding protein 1A
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-
interacting 4
60S ribosomal protein L38
60S ribosomal protein L18a
STE20-like serine/threonine-protein kinase
Transcription factor A, mitochondrial
WD repeat and FYVE domain-containing protein 1
Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-
chromosomal
28S ribosomal protein S31, mitochondrial
CCAAT/enhancer-binding protein zeta
Peptidyl-tRNA hydrolase 2, mitochondrial
E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1
Programmed cell death protein 4
Nucleolar protein 9
Transgelin
Neuroblastoma-amplified sequence
TBC1 domain family member 15
40S ribosomal protein S16
Serine palmitoyltransferase 1
28S ribosomal protein S7, mitochondrial
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit STT3A
Negative elongation factor B
elF-2-alpha kinase GCN2
RNA cytidine acetyltransferase
Lysophosphatidylcholine acyltransferase 1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 E1
Crooked neck-like protein 1
Cysteine and glycine-rich protein 1
Pre-mRNA-splicing factor 38B
Pseudouridylate synthase 7 homolog
Nuclear export mediator factor NEMF
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47
Caspase-6
60S ribosomal protein L11
PHD finger-like domain-containing protein 5A
Casein kinase Il subunit alpha'

DNA methyltransferase 1-associated protein 1
Origin recognition complex subunit 3
Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA
helicase PRP16
RNA N6-adenosine-methyltransferase METTL16
28S ribosomal protein S9, mitochondrial
Exosome complex component RRP40
PAX3- and PAX7-binding protein 1
Mitochondrial import receptor subunit TOM340
Dynein assembly factor 5, axonemal
Histone PARylation factor 1
60S ribosomal protein L19
DNA primase small subunit
DNA polymerase delta subunit 2
60S ribosomal protein L35a
U1 small nuclear ribonucleoprotein C
HBS1-like protein
WD repeat and HMG-box DNA-binding protein 1
60S ribosomal protein L14
DNA primase large subunit
Tetratricopeptide repeat protein 4
Protein BUD31 homolog
Delta(24)-sterol reductase

1,767187
1,839296

2,665229

3,316665
3,464061
1,838393
2,863882
1,826652
1,589455
1,436358

3,898771

1,826024
1,949171
2,498827
2,141473
1,492227

1,334653

2,163359
1,973122
1,398473
2,530944
1,686242
2,492285
1,594367
2,326757
1,525114
2,229278
1,654392
2,632903

1,700656

1,861223
1,812284
2,139593
2,696239
2,56548
2,968388
1,540536
1,868258
1,334291
2,444645
1,940001
2,916593
3,311008
2,224672
2,481444
3,954137
1,776334

2,060689

1,52699
1,906167
1,559882
1,827757
1,926242
2,744335
2,759142

2,80368
1,646433

1,50723
1,615756
1,403148
1,807144

1,67196
1,505401
2,642762
3,074536
4,497448
2,452158
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-0,5568273
-0,506824

-0,5727913

-1,003315
-0,6264663
-0,5261111
-0,8477345
-0,5706749
-0,6971254
-0,5836594

-0,6992674

-0,6211357
-0,8298721
-0,5090456
-0,6454158
-0,7123299

-0,8204741

-0,5759604
-0,7442675
-0,5208249
-0,8749728
-0,8011122
-0,6570044
-0,6854389
-0,6875029
-0,5262904
-1,1389725
-0,5590072
-0,7095435

-0,6423733

-0,6767168
-0,8597317
-0,6948793
-0,6128526
-0,5597823
-0,5945926
-0,5287049
-0,6335416
-0,509975

-0,6407876
-0,7878654
-0,6694663
-0,5388508
-1,0760686
-0,5790634
-0,7838657
-0,6050107

-0,7564721

-0,5617146
-0,6755598
-0,9963415
-0,5335727
-0,5775981
-0,5189233
-0,5655177
-0,6604273
-1,0644741
-0,6128159
-0,7949567
-0,5937161
-0,6775048
-0,6317351
-0,8365331
-0,7497244
-0,5767865
-1,1095245
-0,6746426



PAK1IP1
PEG10
CCNH
BPHL
DHX57
PUM3
TMA16
NOLG6
HAUS6
MORF4L1
POLD3
ARHGAP17
TSR1
PAWR
CFAP20

BCAT2

CECR2
GADDA45GI
P1
ORC4
POLA1
RBM15B
RNASEH2B
NOL9
ZNF423
ZBTB10
TRMTI1L
RTFDC1
PPIG
TSC22D2
RB1
KIF22
TBC1D5
PSPH
PSMG1
DPM1
SMAD3
JAM3
MAZ
SAMD4B

PTPN13

MED24

PUS1
SRP19
NMD3

DNAJC19

ZMAT2
RPS6KA1
EBF1
VPS13A

PLEKHAS

NIP7

RPL34
GRN
MRRF
GINS1
HELLS
TRAF2

UTP18

PSMG2
ZNF281
FBX022
MRPS17

INTS4
YY1

QINWTL
Q86TG7
P51946
Q86WAG
Q6P158
Q15397
Q96EY4
Q9H6R4
Q7Z4H7
Q9UBUS
Q15054
QB8EM7
Q2NL82
Q96120
Q9Y6A4

015382
Q9BXF3
QSTAES

043929
P09884
Q8NDT2
Q5TBB1
Q5SY16
Q2M1K9
Q96DT7
Q72275
Q9BY42
Q13427
075157
P06400
Q14807
Q92609
P78330
095456
060762
P84022
Q9BX67
P56270
Q5PRF9

Q12923

075448

Q9Y606
P09132
Q96D46

Q96DA6

Q96NCO
Q15418
Q9UH73
Q96RL7

Q9HAUO

Qov221

P49207
P28799
Q96E11
Q14691
QINRZ9
Q12933

Q9Y5J1

Q969U7
Q9Y2X9
Q8NEZ5
Q9Y2R5
Q96HW7
P25490

p21-activated protein kinase-interacting protein 1
Retrotransposon-derived protein PEG10
Cyclin-H
Valacyclovir hydrolase
Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57
Pumilio homolog 3
Translation machinery-associated protein 16
Nucleolar protein 6
HAUS augmin-like complex subunit 6
Mortality factor 4-like protein 1
DNA polymerase delta subunit 3
Rho GTPase-activating protein 17
Pre-rRNA-processing protein TSR1 homolog
PRKC apoptosis WT1 regulator protein
Cilia- and flagella-associated protein 20
Branched-chain-amino-acid aminotransferase,
mitochondrial
Cat eye syndrome critical region protein 2
Growth arrest and DNA damage-inducible
proteins-interacting protein 1
Origin recognition complex subunit 4
DNA polymerase alpha catalytic subunit
Putative RNA-binding protein 15B
Ribonuclease H2 subunit B
Polynucleotide 5'-hydroxyl-kinase NOL9
Zinc finger protein 423
Zinc finger and BTB domain-containing protein 10
TRMT1-like protein
Replication termination factor 2
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase G
TSC22 domain family protein 2
Retinoblastoma-associated protein
Kinesin-like protein KIF22
TBC1 domain family member 5
Phosphoserine phosphatase
Proteasome assembly chaperone 1
Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1
Mothers against decapentaplegic homolog 3
Junctional adhesion molecule C
Myc-associated zinc finger protein
Protein Smaug homolog 2
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type
13
Mediator of RNA polymerase Il transcription
subunit 24
tRNA pseudouridine synthase A
Signal recognition particle 19 kDa protein
60S ribosomal export protein NMD3
Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit TIM14
Zinc finger matrin-type protein 2
Ribosomal protein S6 kinase alpha-1
Transcription factor COE1
Vacuolar protein sorting-associated protein 13A
Pleckstrin homology domain-containing family A
member 5
60S ribosome subunit biogenesis protein NIP7
homolog
60S ribosomal protein L34
Progranulin
Ribosome-recycling factor, mitochondrial
DNA replication complex GINS protein PSF1
Lymphoid-specific helicase
TNF receptor-associated factor 2
U3 small nucleolar RNA-associated protein 18
homolog
Proteasome assembly chaperone 2
Zinc finger protein 281
F-box only protein 22
28S ribosomal protein S17, mitochondrial
Integrator complex subunit 4
Transcriptional repressor protein YY1

1,879552
1,411771
2,077228
1,508462
1,401401
1,734415
2,396471
1,829455
1,924841
2,038817
2,48836
3,417281
1,336518
2,840458
1,758763

1,65834
2,019581
1,46335

3,601645
2,624682
1,510707
2,786548
2,006912
2,097397
2,313927
1,500338

1,69464
2,522881
1,427779
2,020539
1,702624
1,644814
1,612192
1,436929
2,902634
2,074465

1,45784
2,485949
1,770457

1,496891

3,10365

1,382135
1,397973
1,79238

1,946309

3,468233
2,418402
1,840092
1,887011

1,964086

1,711459

1,824187
1,771464
1,756861
2,91137
2,537849
1,382586

2,48344

2,269885
1,335381
1,576736
1,673369
1,60722
2,85305
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-0,617528
-0,6782906
-0,7412033
-0,5154743
-0,6052749
-0,9276218
-0,7716622
-0,5519326

-0,689568
-0,5886502
-0,8033702
-0,7324891
-1,0201204
-0,8360658
-1,1828504

-0,5430276
-0,9216459
-1,0665956

-0,662684
-0,5428973
-0,5394249
-0,8893332
-0,5421278
-0,5188808
-0,5375258
-0,7257485
-0,5859058
-0,6116991
-0,6500889
-0,9389803
-0,5988209
-0,5126297
-0,7668941
-0,5445108
-1,0724683
-1,0516068
-0,5307789
-1,0767226
-0,5564406

-0,5938022

-0,5291498

-0,518086
-1,1452098
-0,6961217

-0,5348198

-0,9182935
-0,6576709
-0,7247902
-0,6978617

-0,6323988

-1,1639493

-0,7518466
-2,1536748
-0,5883496
-0,7005646
-0,6813576
-0,5630412

-0,9927201

-0,72769
-0,531085
-0,7096179
-0,5214037
-0,5061927
-1,1932883



DNMT3B
RBM23
COX1
HOXB4
KDM5B
NFYA
SURF4
HMGN2
DNAJB6
PNO1
SCAF11

AGPAT4

DDX41
MIS18A
TP53RK
RARS2
APOL2
CEP85
DLG1
ZMYM3
EIF2D
PRKD3

GSTCD

UTP6

MAP3K4
PAPOLG
PARD3
WNT7A
ZEB2
PDLIM7
MYO9B
CXorf56
RBM42
USP3
PIK3R4
FANCD2
OARD1
AIF1L
ZNF706
INCENP
MRPL16
NAT14
INTS13

PHLDB2

NLE1
EPC2
CDK4
LIG4
ZNF362
UQCRQ
PSTPIP2

CGGBP1

SLC1A5

POLR3C
CEP78

MSANTD2

TMEM214
HM13
SAC3D1

LHPP

NSMCE3

ZC3H11B

Q9UBC3
Q86U06
P00395
P17483
Q9UGL1
P23511
015260
P05204
075190
QINRX1
Q99590

QINRZ5

Q9UJIVI
QINYP9
Q96544
Q5T160
Q9BQE5
Q6P2H3
Q12959
Q14202
P41214
094806

Q8NEC7

QINYH9

Q9Y6R4
Q9BWT3
Q8TEWO
000755
060315
QINR12
Q13459
Q9H5V9
Q9BTDS
QoY6l4
Q99570
Q9BXW9
Q9Y530
Q9BQIO
Q9Y5V0
QINQS7
QINX20
Q8WUY8
QINVM9

Q86SQ0

QINVX2
Q52LR7
P11802
P49917
Q5TOB9
014949

Q9H939

Q9UFWS
Q15758
Q9BUI4
Q5JTW2

Q6P1R3

Q6NUQ4
Q8TCTY
ABNKF1

Q9H008
P82921
Q96MG7

AOA1BOG
TUl

DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B
Probable RNA-binding protein 23
Cytochrome c oxidase subunit 1

Homeobox protein Hox-B4
Lysine-specific demethylase 5B
Nuclear transcription factor Y subunit alpha
Surfeit locus protein 4
Non-histone chromosomal protein HMG-17
DnaJ homolog subfamily B member 6
RNA-binding protein PNO1
Protein SCAF11
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
delta
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX41
Protein Mis18-alpha
EKC/KEOPS complex subunit TP53RK
Probable arginine--tRNA ligase, mitochondrial
Apolipoprotein L2
Centrosomal protein of 85 kDa
Disks large homolog 1
Zinc finger MYM-type protein 3
Eukaryotic translation initiation factor 2D
Serine/threonine-protein kinase D3
Glutathione S-transferase C-terminal domain-
containing protein
U3 small nucleolar RNA-associated protein 6
homolog
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
Poly(A) polymerase gamma
Partitioning defective 3 homolog
Protein Wnt-7a
Zinc finger E-box-binding homeobox 2
PDZ and LIM domain protein 7
Unconventional myosin-IXb
UPF0428 protein CXorf56
RNA-binding protein 42
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 3
Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4
Fanconi anemia group D2 protein
ADP-ribose glycohydrolase OARD1
Allograft inflammatory factor 1-like
Zinc finger protein 706
Inner centromere protein
39S ribosomal protein L16, mitochondrial
N-acetyltransferase 14
Integrator complex subunit 13
Pleckstrin homology-like domain family B member
2

Notchless protein homolog 1
Enhancer of polycomb homolog 2
Cyclin-dependent kinase 4
DNA ligase 4
Zinc finger protein 362
Cytochrome b-c1 complex subunit 8
Proline-serine-threonine phosphatase-interacting
protein 2
CGG triplet repeat-binding protein 1
Neutral amino acid transporter B(0)
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPC3
Centrosomal protein of 78 kDa
Myb/SANT-like DNA-binding domain-containing
protein 2
Transmembrane protein 214
Minor histocompatibility antigen H13
SAC3 domain-containing protein 1
Phospholysine phosphohistidine inorganic
pyrophosphate phosphatase
28S ribosomal protein S21, mitochondrial
Non-structural maintenance of chromosomes
element 3 homolog

Zinc finger CCCH domain-containing protein 11B

1,350041
1,3362
1,394386
2,943814
2,201324
1,37023
1,698351
1,864569
1,337049
1,83296
1,360492

1,668186

1,654808
2,47066
1,581166
2,411356
1,654783
1,43924
2,678311
2,22654
2,041124
1,850304

1,401888

2,005739

2,067785
2,797962
2,112569
1,712366
1,919279
1,742198
1,519653
1,908363
2,139187
3,463514
1,678464
2,062102
2,027993
1,442222
1,670917
2,735774
2,469776
1,917387
1,880494

1,692906

2,40993
1,508655
1,730988
3,523126
1,824262
2,669534

2,225019

2,634337
1,438356
2,427035
1,730325

1,548859

1,827392
1,530058
1,749804

1,718724
1,700515
2,112997

1,492357

153

-2,0275307
-0,5556169
-0,9664344
-0,9785631
-0,5997763
-0,6358467
-0,7906106
-1,9400153
-0,6972661
-1,27777
-0,5509291

-0,5046438

-0,5026896
-0,5750861
-0,6473107
-0,8052766
-0,5778079
-0,7503097
-0,5400814
-1,7477105
-0,6083661
-0,5451083

-0,8473575

-0,5707099

-0,7966225
-0,6614821
-0,5587586
-0,8591771
-0,5950675
-0,8264475
-0,5350246
-0,7581906
-1,5939124
-0,5629277
-0,6900294
-0,5471914
-0,951591

-0,6951101
-1,1664159
-0,5094419
-0,6191232
-0,529355

-0,6957364

-0,6689615

-0,6832869
-0,8401446
-0,6426308
-0,501161

-0,7857389
-0,5814576

-0,8583536

-0,8358598
-0,5749848
-0,6801989
-0,6776307

-0,5148146

-1,0372624
-0,5639629
-0,6124809

-0,7828355
-0,6138325
-1,1874878

-1,0119984



LRRC41
SMC5
ZFC3H1
KIN

SEC11A

NSA2
KNTC1

ZKSCAN8

TOE1
DSCC1
DHX40
FADS1
OXAILL
FNDC3B
SMPD4
QSER1
CRADD
ATE1
ZDHHC17
NUSAP1
DOLK
HAUS2
ZNF346
CCNL2
MSL3
CHEK1
MOB3B
EYA3
DHCR7
CCNL1
UBAC2
GALNT?
SENP7
DHX35
NFX1
EDF1
SEC61B
HAUS5

PIK3CB

TFAP2B
GTPBP2
TMBIM6
TADA2B
UNG
TMEMG68
SIGLEC1
MAPK12
PAX6
DCAF13
KIF16B
ENC1
EMC4
ZBTB12
DDX55
MTG1
UTP20
NSL1
ZFP91
AP1S2
SSR3

LRRD1
KIF23
FTSJ1

CCDC85C
CACUL1
CIP2A

Q15345
Q8lY18
060293
060870

P67812

095478
P50748

Q15776

Q96GMS8
Q9BVC3
Q8IX18
060427
Q15070
Q53EPO
QINXE4
Q2KHR3
P78560
095260
Q8IUH5
Q9BXS6
Q9UPQS8
QINVX0
Q9UL40
Q96594
Q8N5Y2
014757
Q86TAL
Q99504
Q9UBM?
Q9UK58
Q8NBM4
Q86SF2
Q9BQF6
Q9H5Z71
Q12986
060869
P60468
094927

P42338

Q92481
Q9BX10
P55061
Q86TJ2
P13051
Q96MH6
Q9BZZ2
P53778
P26367
QINV06
Q96L93
014682
Q5J8M3
Q9Y330
Q8NHQ9
Q9BT17
075691
Q96IY1
Q96JP5
P56377
Q9UNL2

A4D1F6
Q02241
QOUET6
A6NKD9
Q86Y37
Q8TCG1

Leucine-rich repeat-containing protein 41
Structural maintenance of chromosomes protein 5
Zinc finger C3H1 domain-containing protein
DNA/RNA-binding protein KIN17
Signal peptidase complex catalytic subunit
SEC11A
Ribosome biogenesis protein NSA2 homolog
Kinetochore-associated protein 1
Zinc finger protein with KRAB and SCAN domains
8
Target of EGR1 protein 1
Sister chromatid cohesion protein ACC1
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX40
Acyl-CoA (8-3)-desaturase
Mitochondrial inner membrane protein OXA1L
Fibronectin type Ill domain-containing protein 3B
Sphingomyelin phosphodiesterase 4
Glutamine and serine-rich protein 1
Death domain-containing protein CRADD
Arginyl-tRNA--protein transferase 1
Palmitoyltransferase ZDHHC17
Nucleolar and spindle-associated protein 1
Dolichol kinase
HAUS augmin-like complex subunit 2
Zinc finger protein 346
Cyclin-L2
Male-specific lethal 3 homolog
Serine/threonine-protein kinase Chk1
MOB kinase activator 3B
Eyes absent homolog 3
7-dehydrocholesterol reductase
Cyclin-L1
Ubiquitin-associated domain-containing protein 2
N-acetylgalactosaminyltransferase 7
Sentrin-specific protease 7
Probable ATP-dependent RNA helicase DHX35
Transcriptional repressor NF-X1
Endothelial differentiation-related factor 1
Protein transport protein Sec61 subunit beta
HAUS augmin-like complex subunit 5
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit beta isoform
Transcription factor AP-2-beta
GTP-binding protein 2
Bax inhibitor 1
Transcriptional adapter 2-beta
Uracil-DNA glycosylase
Transmembrane protein 68
Sialoadhesin
Mitogen-activated protein kinase 12
Paired box protein Pax-6
DDB1- and CUL4-associated factor 13
Kinesin-like protein KIF16B
Ectoderm-neural cortex protein 1
ER membrane protein complex subunit 4
Zinc finger and BTB domain-containing protein 12
ATP-dependent RNA helicase DDX55
Mitochondrial ribosome-associated GTPase 1
Small subunit processome component 20 homolog
Kinetochore-associated protein NSL1 homolog
E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91
AP-1 complex subunit sigma-2
Translocon-associated protein subunit gamma
Leucine-rich repeat and death domain-containing
protein 1
Kinesin-like protein KIF23
Putative tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2'-0)-
methyltransferase
Coiled-coil domain-containing protein 85C
CDK2-associated and cullin domain-containing
protein 1
Protein CIP2A

2,691503
2,964935
2,063783

1,99849

2,638691

1,895172
1,865007

2,147879

2,065822
2,302263
3,142752
1,990207
1,620565
2,054727
1,992476
2,902756
2,150646
1,913671
2,332914
1,678091
2,340513
1,865459
1,775816
2,127889
1,81758
2,198691
1,576381
1,894506
2,163017
1,482931
1,839193
1,74008
3,146152
1,775148
3,324496
2,760394
2,735044
1,91522

1,965402

1,791947
1,948495
2,114186
3,314901
1,72181
2,915737
1,686296
1,899839
2,246855
1,56017
1,789806
2,60614
1,569596
2,580273
1,573775
2,72203
1,920347
1,883298
1,392655
4,75023
1,805533

1,525435
1,606596
2,011781
2,224026
1,669429
1,743887

154

-0,5288793
-1,0590341
-0,7662287
-0,6367313

-0,7486368

-0,5311539
-0,5708041

-0,5388107

-0,5937223
-0,6972034
-0,6589575
-0,5577464
-0,6018319
-0,682564

-0,9101602
-0,7128088
-0,5682526
-1,5945132
-0,5771174
-0,562001

-0,5042944
-0,5274962
-0,650631

-0,9689534
-1,0870891
-0,9401162
-0,6344082
-1,4182715
-1,2235023
-0,6224951
-0,582468

-0,5024037
-0,6046143
-0,6022211
-1,3771832
-0,6295171
-1,097285

-0,6993024

-0,6445934

-0,6778796
-0,6514069
-0,7996906
-1,0735539
-0,6901808
-0,6745676
-0,53619

-0,7592163
-1,0135188
-0,8462973
-0,5317183
-0,7377242
-0,6622362
-0,5318213
-0,7820764
-0,7120152
-0,6801953
-0,8187828
-0,5551829
-0,937542

-1,0259616

-0,7008448
-0,9591351
-0,5868001
-0,5209656
-0,594784
-0,6215849
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OTUD4 Q01804 OTU domain-containing protein 4 - 1,500629 -0,5097647
IF116 Q16666 Gamma-interferon-inducible protein 16 - 1,526564 -0,9931319
MPG pP29372 DNA-3-methyladenine glycosylase - 2,632434 -0,5284548

TMEM132B Q14DG7 Transmembrane protein 132B - 1,445753 -0,6596394
HCCS P53701 Cytochrome c-type heme lyase - 1,537634 -0,6624694
Q96PV6 Leukocyte receptor cluster member 8 - 1,868592 -0,613622

PARG Q86W56 Poly(ADP-ribose) glycohydrolase - 2,488446 -0,5283875

HMGCR P04035 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase - 1,749228 -0,8479686
TLK2 Q86UES8 Serine/threonine-protein kinase tousled-like 2 - 2,065626 -0,891017
TTI2 Q6NXR4 TELOZ2-interacting protein 2 - 2,73276 -0,7984838
ELF2 Q15723 ETS-related transcription factor EIf-2 - 2,049182 -0,823446
IFT81 Q8WYAO Intraflagellar transport protein 81 homolog - 2,444836 -0,6871004

ACTRS8 Q9H981 Actin-related protein 8 - 1,686537 -0,8085313
POP5 Q969H6 Ribonuclease P/MRP protein subunit POP5 - 2,341972 -0,9912269

CNTRL Q7Z7A1 Centriolin - 2,65398 -0,6666307

UHRF2 Q96PU4 E3 ubiquitin-protein ligase UHRF2 - 1,545455 -0,8526838

SPICE1 Q8N0Z3 Spindle and centriole-associated protein 1 - 2,602462 -0,5240793

NEDD4 P46934 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 - 2,189904 -0,5672579

GTF2H2 Q13888 General transcription factor IIH subunit 2 - 1,467442 -0,6775386

RHPN2 Q8luc4 Rhophilin-2 - 2,227933 -0,7580848

MAST2 Q6P0Q8 MicrotubuIe-associalifndazgrizne/threonine-protein ) 1,480071 -0,52092

TRMT5 Q32P41 tRNA (guanine(37)-N1)-methyltransferase - 2,115547 -0,5180347

SEC62 Q99442 Translocation protein SEC62 - 1,679632 -0,6044421

HS2ST1 Q7LGA3 Heparan sulfate 2-O-sulfotransferase 1 - 2,199881 -0,891283

FAM83H Q6ZRV2 Protein FAM83H - 1,61063 -0,7220001

JAKMIP1 Q96N16 Janus kinase and microtubule-interacting protein 1 - 2,715977 -0,5700006
C7orf31 Q8N865 Uncharacterized protein C7o0rf31 - 1,923206 -0,7466328
ARAP1 Q96P48 Arf-GAP with RhoTGAP do_main, ANK_ repeat and ) 1,646704 -0,7325969

PH domain-containing protein 1
PGM5 Q15124 Phosphoglucomutase-like protein 5 - 1,847449 -0,6976779

ANKRD36 A6QL64 Ankyrin repeat domain-containing protein 36A - 1,874028 -0,5884852

WDR19 Q8NEZ3 WD repeat-containing protein 19 - 2,537256 -0,7197356

SERF2 P84101 Small EDRK-rich factor 2 - 1,510877 -1,0109119

MRPS24 Q96EL2 28S ribosomal protein S24, mitochondrial - 1,731788 -0,7566624

RIOK2 Q9BVS4 Serine/threonine-protein kinase RIO2 - 1,393198 -0,5012403

KIAA0319L Q8IZA0 Dyslexia-associated protein KIAA0319-like protein - 1,614428 -0,535109
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Anexo 2. Lista de proteinas diferenciais do estudo do neurodesenvolvimento em

organoides cerebrais. (continua)

Gene

TSTD1
CCs
SERPINH1
TPD52L2
AAMDC
CALR
CDC37
NUMA1
HNRNPM
HSPAS5
SCAMP1
CBX5
JPT2
RBM14
WASHC3
NASP
BCL2L2
MCM2
RPSA
ILF2
U2AF2
TARDBP
SET
PLS3
CRABP2
DDAH2
ARFGAP1
NCOA5
PTBP1
HNRNPA3
DNAJC17
CPSF6
HNRNPK
KHSRP
IGF2BP1
GAPDH
PDIA6
CRABP1
PCNP
SEPTIN2
PDIA4
DCXR
ECHDC1
AKR7A2
PRDX1
SUGT1
FKBP4
MAP1LC3B2
ABI2
SRRM2
RBM14
PCBP1
PABPC1
CNPY3
SRSF3
AK2
HNRNPH1
ELAVL1
HSPA1B
HNRNPA2B1
TXN
HMGB2
SNRPB2

Acesso Uniprot

Q8NFU3
014618
P50454
043399
Q9H7C9
P27797
Q16543
Q14980
P52272
P11021
015126
P45973
Q9H910
Q96PK6
Q9Y3C0
P49321
Q92843
P49736
P08865
Q12905
P26368
Q13148
Q01105
P13797
P29373
095865
Q8N6T3
Q9HCD5
P26599
P51991
QINVM6
Q16630
P61978
Q92945
Q9NZI8
P04406
Q15084
P29762
Q8WW12
Q15019
P13667
Q7z4W1
QINTX5
043488
Q06830
Q9Y220
Q02790
ABNCE7
QINYB9
Q9UQ35
Q96PK6
Q15365
P11940
Q9BT09
P84103
P54819
P31943
Q15717
PODMV9
P22626
P10599
P26583
P08579

Descricéo

Isoform 4 of Thiosulfate:glutathione sulfurtransferase
Copper chaperone for superoxide dismutase
Serpin H1
Isoform 3 of Tumor protein D54
Mth938 domain-containing protein
Calreticulin
Hsp90 co-chaperone Cdc37
Isoform 2 of Nuclear mitotic apparatus protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
Endoplasmic reticulum chaperone BiP
Secretory carrier-associated membrane protein 1
Chromobox protein homolog 5
Isoform 3 of Jupiter microtubule associated homolog 2
Isoform 5 of RNA-binding protein 14
WASH complex subunit 3
Isoform 3 of Nuclear autoantigenic sperm protein
Isoform 3 of Bcl-2-like protein 2
DNA replication licensing factor MCM2
40S ribosomal protein SA
Interleukin enhancer-binding factor 2
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit
TAR DNA-binding protein 43
Protein SET
Plastin-3
Cellular retinoic acid-binding protein 2
N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2

Isoform 2 of ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1

Nuclear receptor coactivator 5
Isoform 3 of Polypyrimidine tract-binding protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
DnaJ homolog subfamily C member 17

Isoform 2 of Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6

Isoform 3 of Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Far upstream element-binding protein 2
Insulin-like growth factor 2 mMRNA-binding protein 1
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Isoform 2 of Protein disulfide-isomerase A6
Cellular retinoic acid-binding protein 1
PEST proteolytic signal-containing nuclear protein
Isoform 2 of Septin-2
Protein disulfide-isomerase A4
L-xylulose reductase
Ethylmalonyl-CoA decarboxylase
Aflatoxin B1 aldehyde reductase member 2
Peroxiredoxin-1
Protein SGT1 homolog
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3 beta 2
Abl interactor 2
Serine/arginine repetitive matrix protein 2
RNA-binding protein 14
Poly(rC)-binding protein 1
Polyadenylate-binding protein 1
Protein canopy homolog 3
Serine/arginine-rich splicing factor 3
Adenylate kinase 2, mitochondrial
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Isoform 2 of ELAV-like protein 1
Heat shock 70 kDa protein 1B
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1
Thioredoxin
High mobility group protein B2
U2 small nuclear ribonucleoprotein B"

-log p-value

1,595397418
1,950727193
2,040638795
2,655061935
3,539045886
1,644674622
1,810059877
2,491184857
2,412320609
4,403682708
1,665898066
2,835850837
1,472784289
1,831733921
1,335873271
4,687279319
2,548049401
1,732699407
1,563777716
1,368725622
2,962220805
1,539904612
2,597842213
3,538287343
2,768593933
1,921837726
1,664982187
2,510927269
2,271646054
2,003310503
1,539992809
2,578326577
3,345939392
2,847603575
1,735018018
1,868578351
2,288628389
1,999735201
2,091552145
1,312368597
1,769243976
1,711792058
1,356606959
3,027769747
3,478679113
3,200076361
4,9693389
1,403129192
1,524142527
1,593577537
1,369745001
1,403426405
3,750681893
2,177993225
1,676146024
1,66047938
1,957009989
3,839207232
2,44731515
1,440198154
1,688966016
1,81019943
1,883738605



EIF5
CAST
MIF
CSRP2
RPL23
TRH
RPS13
RBMSA
YWHAZ
EEF1A1
YWHAQ
TUBA4A
CDK5RAP3
AFP
TUBAL3
EEF2
CYFIP1
RPL4
RPL13A
PRPSAP2
GPS1
PPP2CA

EDC4
PSMB5
CTNND1
RAB7A
SDHA

FAM114A1
CIRBP
H1-3
RBM3
RNMT
HNRNPR
SUB1
RELA
RPS27A
ANXA2
FABP1
UCHL5
ZSWIM8
SNRPD2
COL6A3
LDHA
COL1A1
S100A11
NME4
COL3A1
HNRNPAO
H1-5
NUDT16
PQBP1
TBCA
HDGF
TPM4
OXR1
PGM5
PRDX2
CNPY4
PSMD4
PDCD5
ST13
RAN
HSPH1
STIP1
HNRNPH3
MDH2
LDHB
CCT2
HSP90AA1L
HNRNPL

P55010
P20810
P14174
Q16527
P62829
P20396
P62277
Q9Y5S9
P63104
P68104
P27348
P68366
Q96JB5
P02771
ABNHL2
P13639
Q7L576
P36578
P40429
060256
Q13098
P67775

Q6P2E9
P28074
060716
P51149
P31040

Q8IWE2
Q14011
P16402
P98179
043148
043390
P53999
Q04206
P62979
P07355
P07148
Q9Y5K5
ATE2V4
P62316
P12111
P00338
P02452
P31949
000746
P02461
Q13151
P16401
Q96DEO
060828
075347
P51858
P67936
Q8N573
Q15124
P32119
Q8N129
P55036
014737
P50502
P62826
Q92598
P31948
P31942
P40926
P07195
P78371
P0O7900
P14866

Eukaryotic translation initiation factor 5
Isoform 6 of Calpastatin
Macrophage migration inhibitory factor
Cysteine and glycine-rich protein 2
60S ribosomal protein L23
Pro-thyrotropin-releasing hormone
40S ribosomal protein S13
RNA-binding protein 8A
14-3-3 protein zeta/delta
Elongation factor 1-alpha 1
14-3-3 protein theta
Tubulin alpha-4A chain
Isoform 4 of CDKS5 regulatory subunit-associated protein 3
Alpha-fetoprotein
Tubulin alpha chain-like 3
Elongation factor 2
Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
60S ribosomal protein L4
60S ribosomal protein L13a
Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated protein 2
Isoform 2 of C

Serine/threonine-protein phosphatase 2A catalytic subunit alpha

isoform
Enhancer of mRNA-decapping protein 4
Proteasome subunit beta type-5
Catenin delta-1
Ras-related protein Rab-7a
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit,
mitochondrial
Protein N
Isoform 2 of Cold-inducible RNA-binding protein
Histone H1.3
RNA-binding protein 3
Isoform 2 of MRNA cap guanine-N7 methyltransferase
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R
Activated RNA polymerase Il transcriptional coactivator p15
Transcription factor p65
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
Isoform 2 of Annexin A2
Fatty acid-binding protein, liver
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L5
Isoform 2 of Zinc finger SWIM domain-containing protein 8
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2
Collagen alpha-3(VI) chain
Isoform 3 of L-lactate dehydrogenase A chain
Collagen alpha-1(l) chain
Protein S100-A11
Nucleoside diphosphate kinase, mitochondrial
Collagen alpha-1(l1l) chain
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0
Histone H1.5
U8 snoRNA-decapping enzyme
Polyglutamine-binding protein 1
Tubulin-specific chaperone A
Hepatoma-derived growth factor
Tropomyosin alpha-4 chain

Phosphoglucomutase-like protein 5
Peroxiredoxin-2
Protein canopy homolog 4
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4
Programmed cell death protein 5
Hsc70-interacting protein
GTP-binding nuclear protein Ran
Heat shock protein 105 kDa
Stress-induced-phosphoprotein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3
Malate dehydrogenase, mitochondrial
L-lactate dehydrogenase B chain
T-complex protein 1 subunit beta
Isoform 2 of Heat shock protein HSP 90-alpha
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L
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2,32139651
1,645111715
3,878108603
3,159171392
2,952997615
2,149124857
3,270322486
3,032648768
2,579366204
3,713580454

4,11198651
3,081485391
2,261755328
5,417283011
2,910416487
6,379186743
1,619714657
4,077044968
1,628068551
1,869330596
1,366106945
1,501069265

1,465815366
3,904600488
1,643026233
1,668060286
1,428001002

1,544258589
2,153702086
1,342567838
3,634006683
2,264819591
2,137131324
1,388014535
4,323515526
2,931846233
2,698462057
1,760095833
2,160538023
1,680879992
2,328241404
1,87833161
3,201712901
1,649328316
3,322511333
5,218463702
2,174191521
1,58972357
2,039656431
2,566207536
2,085670029
1,670909887
2,15715729
2,426033599
3,158769191
1,84973534
1,56221235
2,733974118
2,341409747
5,228422689
1,947450991
1,909018604
4,55820361
4,457568341
3,628449554
2,129811687
1,34788945
1,452027496
1,693160127
2,196207219



TRIM67
ECI1
MVD
PFN2
PDHB
ECH1
ETFA
EPB41L3
TKT
UQCRB
TPP1
GET3
ATP5F1B
WBP2
H2BC18
ENO1
ERP29
HSPAS
TPPP3
HSPA9
RPS7
PFN1
SHTN1
HSPB1
FAM157C
HSPD1
NUP214
LGALS1
RTN3
GLUD1
MXRA7
RAC1
ATP1A1
PPOX
DYNC1H1
NCSTN
ACTR1B
PCSK1IN
DCX
GANAB
FABP7
LGALS3
NAGK
SR
SRR
LAMP2
SGSH
MYLPF
MYL1
ACTC1
PBXIP1
INA
ANXAG
DPYSL3
PLEC
RBP1
LMNA
CAPS
RUFY3
ADD2
MT3
APOO
GNS
TPD52L1
EEF1A2
SEPTIN3
CRMP1
VDAC2
BCAP31
TUBB3
SOD2
UQCRQ

Q6ZTA4
P42126
P53602
P35080
P11177
Q13011
P13804
Q9Y2J2
P29401
P14927
014773
043681
P06576
Q969T9

Q5QNW6
P06733
P30040
P11142

Q9BW30
P38646
P62081
PO7737
AOMZ66
P04792
POCG43
P10809
P35658
P09382
095197
P00367
P84157
P63000
P05023
P50336
Q14204
Q92542
P42025

Q9UHG2
043602
Q14697
015540
P17931
Q9UJ70
P30626
Q9GZT4
P13473
P51688
Q96A32
P05976
P68032
Q96AQ6
Q16352
P08133
Q14195
Q15149
P09455
P02545
Q13938
Q7L099
P35612
P25713

Q9BURS5
P15586
Q16890
Q05639
Q9UHO3
Q14194
P45880
P51572
Q13509
P04179
014949

Isoform 2 of Tripartite motif-containing protein 67
Enoyl-CoA delta isomerase 1, mitochondrial
Diphosphomevalonate decarboxylase
Isoform Ilb of Profilin-2
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial
Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial
Electron transfer flavoprotein subunit alpha, mitochondrial
Isoform 2 of Band 4.1-like protein 3
Isoform 2 of Transketolase
Cytochrome b-c1 complex subunit 7
Tripeptidyl-peptidase 1
ATPase ASNA1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
WW domain-binding protein 2
Isoform 2 of Histone H2B type 2-F
Alpha-enolase
Endoplasmic reticulum resident protein 29
Heat shock cognate 71 kDa protein
Tubulin polymerization-promoting protein family member 3
Stress-70 protein, mitochondrial
40S ribosomal protein S7
Profilin-1
Isoform 3 of Shootin-1
Heat shock protein beta-1
Putative protein FAM157C
60 kDa heat shock protein, mitochondrial
Isoform 5 of Nuclear pore complex protein Nup214
Galectin-1
Reticulon-3
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial
Matrix-remodeling-associated protein 7
Isoform B of Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1
Protoporphyrinogen oxidase
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
Nicastrin
Beta-centractin
ProSAAS
Neuronal migration protein doublecortin
Isoform 2 of Neutral alpha-glucosidase AB
Isoform 2 of Fatty acid-binding protein, brain
Galectin-3
Isoform 2 of N-acetyl-D-glucosamine kinase
Sorcin
Serine racemase
Isoform LAMP-2C of Lysosome-associated membrane glycoprotein 2
N-sulphoglucosamine sulphohydrolase
Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform
Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform
Actin, alpha cardiac muscle 1
Pre-B-cell leukemia transcription factor-interacting protein 1
Alpha-internexin
Annexin A6
Isoform LCRMP-4 of Dihydropyrimidinase-related protein 3
Isoform 3 of Plectin
Retinol-binding protein 1
Prelamin-A/C
Isoform 3 of Calcyphosin
Isoform 3 of Protein RUFY3
Beta-adducin
Metallothionein-3
MIC
N-acetylglucosamine-6-sulfatase
Tumor protein D53
Elongation factor 1-alpha 2
Neuronal-specific septin-3
Isoform LCRMP-1 of Dihydropyrimidinase-related protein 1
Isoform 1 of Voltage-dependent anion-selective channel protein 2
Isoform 2 of B-cell receptor-associated protein 31
Tubulin beta-3 chain
Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 8
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1,32379595
1,653973516
3,565469103
3,179554787
2,416290565
1,699630153
4,403787197
2,185797351
3,608319356

2,33618974
1,767593006
2,748070315
5,673582846

4,31159602
1,601849553
2,225968446

1,69808815
1,647232494
1,396166054

5,62722989

2,58122159
2,032611494

1,63595648
1,730714745
1,441524525
4,173775037
2,928914134

2,98982917
3,473267806
3,677226815

1,75220646
1,786787058
3,055859027
1,661765674
2,727162191
2,853979065
2,474026138
2,147995616

1,86664762
1,426343854
5,370390074
4,119214443
3,004532611
2,812771404
3,477835674
3,754256611
1,499930689
2,133078572

2,47363669
2,666529164
3,300240392
1,677189297

1,8669967
7,640330025
2,419733385
1,395079984
5,491448895
2,667109802

1,30931279
4,578432803
2,003339213
1,911006787
5,070429713
2,992103134
1,940476561
2,365635367
3,698981652
1,369389068
1,799313214
3,714502836
1,809907266

1,68596142



ANXA4
TUBB4A
ATP5F1C
RTN4
ARLBA
GNAO1
PGRMC2

SPTBN1
TUBB2A
AFDN
RRAGB
CSTB
PCBD1
FH
PAFAH1B3
SUCLG1

PHB2
CLIC6
CRYAB
UCHL1
TAGLN2
ALDOC
CALB2
GOT2
MAP1B
TMSB4X
OPHN1
PRDX3
ELAVL3
MAOA
PDLIM3
HDHD3
PGAM1
TPPP
CA2
ACADVL

SoD1
ATP5F1A
EPB41L1
MDH1
SLC25A3
cLTC
GOT1
TUBB6
ATP5ME
ARF3
TTR
CLU
AIFM1
GDI1
UQCRC2
TUBB2B

P09525
P04350
P36542

QINQC3

Q96BM9
P09471
015173

Q01082
Q13885
P55196

Q5VZM2
P04080
P61457
P07954
Q15102
P53597

Q99623
Q96NY7
P02511
P09936
P37802
P09972
P22676
P00505
P46821
P62328
060890
P30048
Q14576
P21397
Q53GG5
Q9BSH5
P18669
094811
P00918
P49748

P00441
P25705
Q9H4GO
P40925
Q00325
Q00610
P17174
Q9BUF5
P56385
P61204
P02766
P10909
095831
P60028
P22695
Q9BVA1

Annexin A4
Tubulin beta-4A chain
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial
Reticulon-4
ADP-ribosylation factor-like protein 8A
Guanine nucleotide-binding protein G(0) subunit alpha

Isoform 2 of Membrane-associated progesterone receptor component

2
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1
Tubulin beta-2A chain
Isoform 2 of Afadin
Isoform 2 of Ras-related GTP-binding protein B
Cystatin-B
Pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
Fumarate hydratase, mitochondrial
Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma
Succinate--CoA ligase [ADP/GDP-forming] subunit alpha,
mitochondrial
Prohibitin-2
Chloride intracellular channel protein 6
Alpha-crystallin B chain
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L1
Isoform 2 of Transgelin-2

Fructose-bisphosphate aldolase C

Calretinin
Aspartate aminotransferase, mitochondrial
Microtubule-associated protein 1B
Thymosin beta-4

Thioredoxin-dependent peroxide reductase, mitochondrial
ELAV-like protein 3
Amine oxidase [flavin-containing] A
Isoform 2 of PDZ and LIM domain protein 3
Haloacid dehalogenase-like hydrolase domain-containing protein 3
Phosphoglycerate mutase 1
Tubulin polymerization-promoting protein
Carbonic anhydrase 2
Isoform 3 of Very long-chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial
Superoxide dismutase [Cu-Zn]
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
Band 4.1-like protein 1
Isoform 3 of Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Phosphate carrier protein, mitochondrial
Clathrin heavy chain 1
Aspartate aminotransferase, cytoplasmic
Tubulin beta-6 chain
ATP synthase subunit e, mitochondrial
ADP-ribosylation factor 3
Transthyretin
Isoform 2 of Clusterin
Apoptosis-inducing factor 1, mitochondrial
Rab GDP dissociation inhibitor alpha
Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial
Tubulin beta-2B chain
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3,029556494
2,141856671
4,217603933
2,162344278
1,369923787
2,962705833
7,033002092

1,41818912
1,374465808
1,670206318
1,386376779
1,561449392
1,702422549
2,808329971
2,086294126
2,221997349

1,966675497
1,541534376
2,457912926
1,995896195
2,065244838
4,673339611
2,538603417
3,684183922
1,648611559
1,890328149
1,618654627
3,65389122
1,842354525
2,238021492
1,432211077
2,365153167
1,880010072
1,676749543
6,047593546
5,127541188

2,389242567
1,737206594
4,268869927
2,05908913
2,506612386
2,168669098
1,494448651
5,424556429
1,971542386
1,661479364
1,584511388
3,962916916
2,602566317
2,528675448
2,326587603
1,736717767
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Anexo 3: Lista de proteinas diferenciais do estudo da disgenesia do corpo caloso em

organoides cerebrais, comparando organoides ACC com organoides de 45 dias.

(continua)

Gene

XRCC6
CCT7
RAN
ELAVL1
RDX
GTF2I
HDGF
GPI
FKBP4
DDX23
SCRN1
DNM1
SH3GL1
CTBP2
BUB3
DNAJC8
RNH1
CAD
LUC7L
RPS17
STRBP
USP7
SRP9
SORD
EIF3E
LSM4
CAT
ARPP19
NAA10
RTN3
KHDRBS3

IGLON5
WNK1
BLMH
LSM6
KHDRBS2

DRAP1
NUP98
CHMP1A
NXF1
NHLRC3
ZC3H11A
UBE20
MTREX
SNX27
ATXN2
PBX1
SHOC2
ACAD9
NAV1
TAF10
VPS52
CPSF3
NUDCD1
TM7SF2
DENND10
LMCD1
WDR26
CUTC
METAP1
EZR

Acesso
Uniprot
P12956
Q99832
P62826
Q15717
P35241
P78347
P51858
P06744
Q02790
Q9BUQS8
Q12765
Q05193
Q99961
P56545
043684
075937
P13489
P27708
Q9NQ29
P08708
Q96SI19
Q93009
P49458
Q00796
P60228
Q9Y420
P04040
P56211
P41227
095197
075525

ABNGN9
Q9H4A3
Q13867
P62312
Q5VWX1

Q14919
P52948
Q9HD42
Q9UBU9
Q5JS37
075152
Q9C0C9
P42285
Q96L92
Q99700
P40424
Q9UQ13
Q9H845
Q8NEY1
Q12962
Q8N1B4
QOUKF6
Q96RS6
076062
Q8TCES
QINZU5
Q9H7D7
QINTM9
P53582
P15311

Descricao

X-ray repair cross-complementing protein 6
T-complex protein 1 subunit eta
GTP-binding nuclear protein Ran
ELAV-like protein 1
Radixin
General transcription factor -1
Hepatoma-derived growth factor
Glucose-6-phosphate isomerase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX23
Secernin-1
Dynamin-1
Endophilin-A2
C-terminal-binding protein 2
Mitotic checkpoint protein BUB3
DnaJ homolog subfamily C member 8
Ribonuclease inhibitor
CAD protein
Putative RNA-binding protein Luc7-like 1
40S ribosomal protein S17
Spermatid perinuclear RNA-binding protein
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
Signal recognition particle 9 kDa protein
Sorbitol dehydrogenase
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm4
Catalase
cAMP-regulated phosphoprotein 19
N-alpha-acetyltransferase 10
Reticulon-3
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 3
IgLON family member 5
Serine/threonine-protein kinase WNK1
Bleomycin hydrolase
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm6
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 2
Drl-associated corepressor
Nuclear pore complex protein Nup98-Nup96
Charged multivesicular body protein 1a
Nuclear RNA export factor 1
NHL repeat-containing protein 3
Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A
(E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme
Exosome RNA helicase MTR4
Sorting nexin-27
Ataxin-2
Pre-B-cell leukemia transcription factor 1
Leucine-rich repeat protein SHC-2
Complex | assembly factor ACAD9, mitochondrial
Neuron navigator 1
Transcription initiation factor TFIID subunit 10
Vacuolar protein sorting-associated protein 52 homolog
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 3
NudC domain-containing protein 1
Delta(14)-sterol reductase TM7SF2
DENN domain-containing protein 10
LIM and cysteine-rich domains protein 1
WD repeat-containing protein 26
Copper homeostasis protein cutC homolog
Methionine aminopeptidase 1
Ezrin

ACC/45 dias

R o B B N I R R o B e R L A I AR I dE

++ 4+ + o+

R S o B e e B e A S s

-log p-value

1,82465
4,020766
2,054959
2,598626
1,971739
2,641577
1,674694
3,304592
3,535281
1,951363
2,383333
1,638155
2,399766
2,130317
1,717112

1,75601
3,002552
3,352132
2,178063
3,576846
1,992888
2,946105
2,843847
2,173715

2,33592
2,347904
2,930386
2,014931
1,312136
2,509205
2,580734

1,806907
1,79405
2,799481
2,325034
1,835121

2,085077
1,497159
1,359891
2,218224
1,535816
1,963954
1,919288
1,742614
1,827288
3,724412
1,628638
2,519798
1,397654
2,317922
2,056963
2,445213
1,932629
2,810468
1,545145
1,759161
1,806785
1,705567
2,621302
1,619574
1,490197



H2AW
PLIN3
SEPTIN9
YBX1
FLOT1
SOD1
OXSR1
MAPK3
MPST
LETM1
MAPRE3
PANK4
WARS1
PGRMC2
RPS13
PSME3
COPS8
CLIP1
GABARAPL2
CLNS1A
KYAT3
NFS1
NUP133
CISD1
PTGR2
PSME3IP1
GFUS
PPP1R21
AAK1
CIAO2A
SH3KBP1
MTHFDI1L
PHLDB1
TNNI1
APPL2
FAU
GPALPP1
CISD2
KIAA0930
EIF2AK4

Q7L7LO
060664
Q9UHDS
P67809
075955
P00441
095747
P27361
P25325
095202
QOUPYS
QINVE?
P23381
015173
P62277
P61289
Q99627
P30622
P60520
P54105
Q6YP21
Q9Y697
Q8WUMO
QINZ45
Q8NSN7
Q9GZUS
Q13630
Q6ZMIO
Q2M218
QOH5X1
Q96B97
Q6UB35
Q86UU1L
P19237
QSNEUS
P62861
Q8IXQ4
Q8N5K1
Q6ICG6
Q9P2K8

Histone H2A type 3
Perilipin-3
Septin-9
Y-box-binding protein 1
Flotillin-1
Superoxide dismutase [Cu-Zn]
Serine/threonine-protein kinase SR1
Mitogen-activated protein kinase 3
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase
Mitochondrial proton/calcium exchanger protein
Microtubule-associated protein RP/EB family member 3
4'-phosphopantetheine phosphatase
Tryptophan--tRNA ligase, cytoplasmic
Membrane-associated progesterone receptor component 2
40S ribosomal protein S13
Proteasome activator complex subunit 3
CP9 signalosome complex subunit 8
CAP-Gly domain-containing linker protein 1
Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein-like 2
Methylosome subunit pICin
Kynurenine--oxoglutarate transaminase 3
Cysteine desulfurase, mitochondrial
Nuclear pore complex protein Nup133
CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 1
Prostaglandin reductase 2
PSME3-interacting protein
GDP-L-fucose synthase
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 21
AP2-associated protein kinase 1
Cytosolic iron-sulfur assembly component 2A
SH3 domain-containing kinase-binding protein 1
Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial
Pleckstrin homology-like domain family B member 1
Troponin |, slow skeletal muscle
ACC-interacting protein 13-beta
40S ribosomal protein S30
GPALPP motifs-containing protein 1
CDGSH iron-sulfur domain-containing protein 2
Uncharacterized protein KIAA0930
elF-2-alpha kinase GCN2
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1,734276
1,361978
3,916179
2,762872
1,70283
1,772416
1,963449
2,666977
3,528957
1,751165
2,200926
1,520205
1,537608
1,975284
2,402732
2,230745
2,902669
1,658531
1,981421
2,763924
1,438499
2,091984
1,953829
1,906363
1,715943
1,58144
1,662422
2,779347
2,399368
2,180137
1,840102
1,940956
1,331306
2,269774
1,488641
1,578067
2,248878
1,974312
1,805511
1,881045
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Anexo 4: Lista de proteinas diferenciais do estudo da disgenesia do corpo caloso em

organoides cerebrais, comparando organoides ACC com organoides de 60 dias.

(continua)

Gene

EEF2
HNRNPC
HNRNPU
FSCN1
CAND1
RPSA
DDX5
GTF2I
GPI
SF3B3
SEPTIN9
DDX23
CAPRIN1
PRPF8
AK3
CTBP2
BUB3
RNH1
CAD
NUP93
PSMB7
USP7
SRP9
SORD
EIF3E
CACNA2D1
MEAK7
CAT
ARPP19
RTN3
KHDRBS3

EXOSC4
LSM6
KHDRBS2

SNRPF
POLR2A
NXF1
NHLRC3
EXOSC6
ZC3H11A
PCM1
MTREX
IGBP1
SNX27
TRMT1
CHAMP1
STRIP1
VWASA
TAOK1
MT-CO2
ATP6AP1
SHOC2
PEG10
NAV1
TAF10
TM7SF2
POLD3
FOXRED1
MLLT11
EPHA4
SYNRG

Acesso
Uniprot
P13639
P07910
Q00839
Q16658
Q86VP6
P08865
P17844
pP78347
P06744
Q15393
Q9UHD8
Q9BUQS8
Q14444
Q6P2Q9
QouUIJ7
P56545
043684
P13489
pP27708
Q8N1F7
Q99436
Q93009
P49458
Q00796
P60228
P54289
Q6P9B6
P04040
P56211
095197
075525

QINPD3
P62312
Q5VWX1

P62306
P24928
Q9UBU9
Q5JS37
Q5RKV6
075152
Q15154
P42285
P78318
Q96L92
QINXH9
Q96IM3
Q5VSL9
000534
Q7L7X3
P00403
Q15904
Q9UQ13
Q86TG7
Q8NEY1
Q12962
076062
Q15054
Q96CU9
Q13015
P54764
Q9UMZ2

Descricao

Elongation factor 2
Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Fascin
Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
40S ribosomal protein SA
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
General transcription factor II-1
Glucose-6-phosphate isomerase
Splicing factor 3B subunit 3
Septin-9
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX23
Caprin-1
Pre-mRNA-processing-splicing factor 8
GTP:AMP phosphotransferase AK3, mitochondrial
C-terminal-binding protein 2
Mitotic checkpoint protein BUB3
Ribonuclease inhibitor
CAD protein
Nuclear pore complex protein Nup93
Proteasome subunit beta type-7
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
Signal recognition particle 9 kDa protein
Sorbitol dehydrogenase
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1
MTOR-associated protein MEAK7
Catalase
cAMP-regulated phosphoprotein 19
Reticulon-3
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 3
Exosome complex component RRP41
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm6
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 2
Small nuclear ribonucleoprotein F
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1
Nuclear RNA export factor 1
NHL repeat-containing protein 3
Exosome complex component MTR3
Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A
Pericentriolar material 1 protein
Exosome RNA helicase MTR4
Immunoglobulin-binding protein 1
Sorting nexin-27
tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase
Chromosome alignment-maintaining phosphoprotein 1
Striatin-interacting protein 1
von Willebrand factor A domain-containing protein 5A
Serine/threonine-protein kinase TAO1
Cytochrome c¢ oxidase subunit 2
V-type proton ATPase subunit S1
Leucine-rich repeat protein SHOC-2
Retrotransposon-derived protein PEG10
Neuron navigator 1
Transcription initiation factor TFIID subunit 10
Delta(14)-sterol reductase TM7SF2
DNA polymerase delta subunit 3
FAD-dependent oxidoreductase domain-containing protein 1
Protein AF1q
Ephrin type-A receptor 4
Synergin gamma

ACC/60 dias
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-log p-value

1,606784
3,204097
1,912761
2,190866
1,412149
1,754618
1,635889
2,641577
3,304592
1,912702
3,916179
1,951363
2,031771
1,637197
2,408688
2,130317
1,717112
3,002552
3,352132
1,51747
3,062616
2,946105
2,843847
2,173715
2,33592
2,074144
1,473932
2,930386
2,014931
2,509205
2,580734

3,073105
2,325034
1,835121

2,372058
3,204724
2,218224
1,535816
3,265471
1,963954
3,4964
1,742614
1,642457
1,827288
1,633937
1,97616
1,425418
2,564399
2,281814
1,879463
1,780508
2,519798
2,491304
2,317922
2,056963
1,545145
2,513379
1,613382
2,073862
1,541635
2,224168



ZNF579
ATP5F1B
ATP5F1A

VDAC1

ST13
H2AZ2
FH
PDHB

MAP4
PCMT1
HADH
ALDH9A1
CYCS
LAP3
ATP5PB
FTH1
DBNL
RPS17
LSM12
ECI2
PFDN4
NAXD
HEXA
PPA2
APRT
COPS8
SLC25A24
SULF1
ISCU
COA3

NUP133
PDLIM3
AGFG1
GGACT
NMT1
GCLC
SEPTIN10
LARP7
MTHFD1L
ATXN2
DCTD
RAB11FIP1
RTL8C
SIRT3
VPS13C
CUTC
PELP1
STX17
EIF2AK4
NPTN

Q8NAF0
P06576
P25705
P21796
P50502
Q71UI9
P07954
P11177

P27816
P22061
Q16836
P49189
P99999
P28838
P24539
P02794
Q9UJUG
P08708
Q3MHD2
075521
QINQP4
Q8IW45
P06865
Q9H2U2
PO7741
Q99627
Q6NUK1
Q8IWU6
Q9H1K1
Q9Y2R0

Q8WUMO
Q53GG5
P52594
Q9BVM4
P30419
P48506
Q9POV9
Q4G0J3
Q6UB35
Q99700
P32321
QB6WKZ4
AGZKI3
QINTG7
Q709C8
QINTM9
Q8IZL8
P56962
Q9P2K8
Q9Y639

Zinc finger protein 579
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
Voltage-dependent anion-selective channel protein 1
Hsc70-interacting protein
Histone H2A.V
Fumarate hydratase, mitochondrial
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta,
mitochondrial
Microtubule-associated protein 4
Protein-L-isoaspartate(D-aspartate)
Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase
Cytochrome ¢
Cytosol aminopeptidase
ATP synthase F(0) complex subunit B1, mitochondrial
Ferritin heavy chain
Drebrin-like protein
40S ribosomal protein S17
Protein LSM12 homolog
Enoyl-CoA delta isomerase 2
Prefoldin subunit 4
ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase
Beta-hexosaminidase subunit alpha
Inorganic pyrophosphatase 2, mitochondrial
Adenine phosphoribosyltransferase
COP9 signalosome complex subunit 8
Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1
Extracellular sulfatase Sulf-1
Iron-sulfur cluster assembly enzyme ISCU, mitochondrial
Cytochrome ¢ oxidase assembly factor 3 homolog,
mitochondrial
Nuclear pore complex protein Nup133
PDZ and LIM domain protein 3
Arf-GAP domain and FG repeat-containing protein 1
Gamma-glutamylaminecyclotransferase
Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1
Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit
Septin-10
La-related protein 7
Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial
Ataxin-2
Deoxycytidylate deaminase
Rab11 family-interacting protein 1
Retrotransposon Gag-like protein 8C
NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-3, mitochondrial
Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Copper homeostasis protein cutC homolog
Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1
Syntaxin-17
elF-2-alpha kinase GCN2
Neuroplastin
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2,683811
1,635949
1,711135
1,839991
2,303572
1,499383
2,291143
3,519164

2,008207
1,765916
1,452695
2,454679
4,471763
2,68528
2,76173
1,940427
2,038923
3,576846
3,637373
1,604783
1,545672
1,765037
3,06031
2,390541
1,463696
2,902669
2,759978
1,868005
2,341391
1,386294

1,953829
1,531204
2,018988
2,014404
1,826951
2,603133
1,962586
2,851608
1,940956
3,724412
2,185569
1,567239
2,366585
1,70018
1,99018
2,621302
3,871626
2,108185
1,881045
2,089233
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Anexo 5: Lista de proteinas diferenciais do estudo da disgenesia do corpo caloso em

organoides cerebrais, comparando organoides ACC com organoides de 75 dias.

(continua)

Gene

HNRNPC
FSCN1
DPYSL5
NUMA1
CCT7
HNRNPH3
MATR3
RAN
RPSA
DDX5
GTF2I
HDGF
GPI
FKBP4
SPTBN2
ACLY
SMARCC2
DDX23
FUBP3
EIF3C
CAPRIN1
RAB1B
PRPF8
AK3
CSEI1L
CTBP2
DNAJC8
RNH1
MCM4
CAD
LUC7L
NUP93
EIF2S3
PSMB7
KARS1
USP7
SMARCAS5

SRP9
SORD
HDGFL2
EIF3E
LSM4
ASMTL

MEAK?7
CAT
ARPP19
BCAP31
SCAMP1
KHDRBS3

EXOSC4
IGLON5S
ILKAP

WNK1
RSRC2
BLMH
LSM6
SNRPF
POLR2A
MAD1L1

Acesso
Uniprot
P07910
Q16658
Q9BPUG
Q14980
Q99832
P31942
P43243
P62826
P08865
P17844
P78347
P51858
P06744
Q02790
015020
P53396
Q8TAQ2
Q9BUQS8
Q96124
Q99613
Q14444
Q9HOU4
Q6P2Q9
Q9uUIJ7
P55060
P56545
075937
P13489
P33991
P27708
Q9NQ29
Q8N1F7
P41091
Q99436
Q15046
Q93009
060264

P49458
Q00796
Q724V5
P60228
Q9Y4Z0
095671

Q6P9B6
P04040
P56211
P51572
015126
075525

QINPD3
AGNGN9
Q9HOCS

QOH4A3
Q7L4I2
Q13867
P62312
P62306
P24928
Q9Y6D9

Description

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins C1/C2
Fascin
Dihydropyrimidinase-related protein 5
Nuclear mitotic apparatus protein 1
T-complex protein 1 subunit eta
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3
Matrin-3
GTP-binding nuclear protein Ran
40S ribosomal protein SA
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5
General transcription factor -1
Hepatoma-derived growth factor
Glucose-6-phosphate isomerase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4
Spectrin beta chain, non-erythrocytic 2
ATP-citrate synthase
SWI/SNF complex subunit SMARCC2
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX23
Far upstream element-binding protein 3
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C
Caprin-1
Ras-related protein Rab-1B
Pre-mRNA-processing-splicing factor 8
GTP:AMP phosphotransferase AK3, mitochondrial
Exportin-2
C-terminal-binding protein 2
DnaJ homolog subfamily C member 8
Ribonuclease inhibitor
DNA replication licensing factor MCM4
CAD protein
Putative RNA-binding protein Luc7-like 1
Nuclear pore complex protein Nup93
Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 3
Proteasome subunit beta type-7
Lysine--tRNA ligase
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 7
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator
of chromatin subfamily A member 5
Signal recognition particle 9 kDa protein
Sorbitol dehydrogenase
Hepatoma-derived growth factor-related protein 2
Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit E
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm4
Probable bifunctional dTTP/UTP
pyrophosphatase/methyltransferase protein
MTOR-associated protein MEAK7
Catalase
cAMP-regulated phosphoprotein 19
B-cell receptor-associated protein 31
Secretory carrier-associated membrane protein 1
KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-
associated protein 3
Exosome complex component RRP41
IgLON family member 5
Integrin-linked kinase-associated serine/threonine phosphatase
2C
Serine/threonine-protein kinase WNK1
Arginine/serine-rich coiled-coil protein 2
Bleomycin hydrolase
U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm6
Small nuclear ribonucleoprotein F
DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB1
Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1

ACC/75 dias

R S e I e e S o e B g o e e

4+ o+

+ 4+ + o+ o+

+ + +

+ o+ o+

-log p-value

3,204096829
2,190865915
1,433503467
1,459594562
4,020765623
2,128465958
1,561854813
2,054958884
1,754617674
1,635888872
2,64157734
1,674693758
3,304591947
3,535281013
1,342145084
1,787721351
1,71704906
1,951363438
2,109874511
2,410075043
2,03177095
1,767192485
1,637196985
2,408687527
1,623926333
2,130317195
1,756010394
3,002551787
1,436325783
3,352132337
2,178062756
1,517470245
1,40956087
3,062616202
1,37392865
2,946105087
1,692087311

2,843847118
2,173715252
1,572532234
2,335919703
2,347903777
1,95426816

1,473932206
2,930386076
2,014930646
2,081910282
2,52275629

2,580733695

3,073104653
1,806906882
1,908616778

1,79405019
1,710794518
2,799481151
2,325034384
2,372057597
3,204724388
1,381220859



RPL15
EXOSC6
ZC3H11A
THOCG6
ACAP2

UBE20
PCM1
SART3
YTHDF2
MBD3
DENR
SNX27
TRMT1
ATP1B3
VTI1B

CD2BP2
TAOK1
MT-CO2
ATPBAP1
NUFIP2
TAF10
CPSF3
NUDCD1
POLD3
MLLT11
METAP1
PELP1
ZNF579
ACTC1
ATP5F1B
MDH2
MYH3
PLEC
ANXA6
GDI1
LMNA
DES
PRDX5
MYH8
SLC25A5
FH
PDHB

TPM1
MYH1
TPM2
ARHGDIA
VCL
AK1
PFKM
LDHA
GSN
LGALS1
ALDH9A1
MMUT
CYCS
LAP3
FTH1
MYL1
GFAP
GET3
OAT
FABP1
MYLPF
ALDH1B1
NDUFV2

HEBP2
PSAP
NAXD

P61313
Q5RKV6
075152
Q86W42
Q15057

Q9C0C9
Q15154
Q15020
Q9Y5A9
095983
043583
Q96L92
QINXH9
P54709
Q9UEU0

095400
Q7L7X3
P00403
Q15904
Q72417
Q12962
Q9UKF6
Q96RS6
Q15054
Q13015
P53582
Q8IZL8
Q8NAFO
P68032
P06576
P40926
P11055
Q15149
P08133
P31150
P02545
P17661
P30044
P13535
P05141
P07954
P11177

P09493
P12882
P07951
P52565
P18206
P00568
P08237
P00338
P06396
P09382
P49189
P22033
P99999
P28838
P02794
P05976
P14136
043681
P04181
P07148
Q96A32
P30837
P19404

Q9Y5z4
P07602
Q8IW45

60S ribosomal protein L15
Exosome complex component MTR3
Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A
THO complex subunit 6 homolog
Arf-GAP with coiled-coil, ANK repeat and PH domain-
containing protein 2
(E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme
Pericentriolar material 1 protein
Squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3
YTH domain-containing family protein 2
Methyl-CpG-binding domain protein 3
Density-regulated protein
Sorting nexin-27
tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit beta-3

Vesicle transport through interaction with t-SNAREs homolog

1B
CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2
Serine/threonine-protein kinase TA
Cytochrome c oxidase subunit 2
V-type proton ATPase subunit S1
Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2
Transcription initiation factor TFIID subunit 10
Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 3
NudC domain-containing protein 1
DNA polymerase delta subunit 3
Protein AF1q
Methionine aminopeptidase 1
Proline-, glutamic acid- and leucine-rich protein 1
Zinc finger protein 579
Actin, alpha cardiac muscle 1
ATP synthase subunit beta, mitochondrial
Malate dehydrogenase, mitochondrial
Myosin-3
Plectin
Annexin A6
Rab GDP dissaciation inhibitor alpha
Prelamin-A/C
Desmin
Peroxiredoxin-5, mitochondrial
Myosin-8
ADP/ATP translocase 2
Fumarate hydratase, mitochondrial
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta,
mitochondrial
Tropomyosin alpha-1 chain
Myosin-1
Tropomyosin beta chain
Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Vinculin
Adenylate kinase isoenzyme 1
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, muscle type
L-lactate dehydrogenase A chain
Gelsolin
Galectin-1
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase
Methylmalonyl-CoA mutase, mitochondrial
Cytochrome ¢
Cytosol aminopeptidase
Ferritin heavy chain
Myosin light chain 1/3, skeletal muscle isoform
Glial fibrillary acidic protein
ATPase GET3
Ornithine aminotransferase, mitochondrial
Fatty acid-binding protein, liver
Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform
Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2,
mitochondrial
Heme-binding protein 2
Prosaposin
ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase

++ +++
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1,880937082
3,265470656
1,963954466
1,823823832
1,514425791

1,919287709
3,496399817
1,633416427
1,461063724
1,590833808
1,470111461
1,827288021
1,633937301
1,367235143
1,329365504

1,415414688
2,281813628
1,879462725
1,780508347
1,679808577
2,056963326
1,932628726
2,810467909
2,513378763
2,073862274
1,619574216
3,871626366
2,683811373
2,844610272
1,635948637
1,498870145
2,939990676
1,744032777
1,513232147
3,983595904
1,48756809
1,867800871
1,907371126
2,672254554
1,418549774
2,291142877
3,519164054

2,315515531
2,334112992
1,864623441
1,848824899
1,769174166
1,493925754
1,640630377
1,502681661
1,592705125
1,716894479
2,45467851
2,27411478
4,471762599
2,685280235
1,940426518
2,57893175
1,445194801
2,236468411
1,744553948
2,190277136
3,518506072
1,541390113
1,918377414

1,75304812
2,215257682
1,765036516



CKM
ACTN2
HEXA
MYL4
EROI1A
ARSB
GSTA1
MRPS22
SYT1
TTN
KYAT3
RMDN1
RNMT
FUCA1
NDUFS2

AGK
SERPINF1
MIF
PTGR2
CRYAB
APOA4
GALM
RNASET?2
FABP6
PDIAS
GALC
PPP1R21
CMBL
ACADSB

GATD1

AAK1
SNTB1
NMT1
LRBA
GCLC
RBP2
SEPTIN10
MANBA
LARP7
MTHFD1L
RWDD1
FN1
TNNT1
DCTD
PDEGD

TNNI1
SORCS2
PIR
TNNT2
ACYP2
GCA
AGR2
ACSL1
MTTP
RBM33
VPS13C
CUTC
SACS
NPTN

P06732
P35609
P06865
P12829
Q96HE7
P15848
P08263
P82650
P21579
Q8Wz42
Q6YP21
Q96DB5
043148
P04066
075306

Q53H12
P36955
P14174
Q8NSN7
P02511
P06727
Q96C23
000584
P51161
Q14554
P54803
Q6ZMI0
Q96DG6
P45954

Q8NB37

Q2M218
Q13884
P30419
P50851
P48506
P50120
Q9POV9
000462
Q4G0J3
Q6UB35
Q9H446
P02751
P13805
P32321
043924

P19237
Q96PQO
000625
P45379
P14621
P28676
095994
P33121
P55157
Q96EV2
Q709C8
QINTM9
QINZJ4
Q9Y639

Creatine kinase M-type
Alpha-actinin-2
Beta-hexosaminidase subunit alpha
Myosin light chain 4
ERO1-like protein alpha
Arylsulfatase B
Glutathione S-transferase Al
28S ribosomal protein S22, mitochondrial
Synaptotagmin-1
Titin
Kynurenine--oxoglutarate transaminase 3
Regulator of microtubule dynamics protein 1
mRNA cap guanine-N7 methyltransferase
Tissue alpha-L-fucosidase
NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur protein 2,
mitochondrial
Acylglycerol kinase, mitochondrial
Pigment epithelium-derived factor
Macrophage migration inhibitory factor
Prostaglandin reductase 2
Alpha-crystallin B chain
Apolipoprotein A-IV
Galactose mutarotase
Ribonuclease T2
Gastrotropin
Protein disulfide-isomerase A5
Galactocerebrosidase
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 21
Carboxymethylenebutenolidase homolog
Short/branched chain specific acyl-CoA dehydrogenase,
mitochondrial
Glutamine amidotransferase-like class 1 domain-containing
protein 1
AP2-associated protein kinase 1
Beta-1-syntrophin
Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 1
Lipopolysaccharide-responsive and beige-like anchor protein
Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit
Retinol-binding protein 2
Septin-10
Beta-mannosidase
La-related protein 7
Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, mitochondrial
RWD domain-containing protein 1
Fibronectin
Troponin T, slow skeletal muscle
Deoxycytidylate deaminase
Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic
phosphodiesterase subunit delta
Troponin |, slow skeletal muscle
VPS10 domain-containing receptor SorCS2
Pirin
Troponin T, cardiac muscle
Acylphosphatase-2
Grancalcin
Anterior gradient protein 2 homolog
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1
Microsomal triglyceride transfer protein large subunit
RNA-binding protein 33
Vacuolar protein sorting-associated protein 13C
Copper homeostasis protein cutC homolog
Sacsin
Neuroplastin
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1,400268791
2,392950719
3,060310167
2,775881969
1,480811375
1,306144442
1,850668584
2,690336803
1,72585776
2,624849843
1,438498532
1,330855229
2,941986733
1,594867804
1,711337791

1,315751975
1,908760285
1,512148474
1,715942838
2,864530989
1,683802701
1,557097378
1,339335413
2,671146352
2,27920033

1,591139823
2,779346549
1,321807867
1,770254187

2,213552727

2,399367972
1,615816485
1,826950592
1,550290718
2,603133077
1,813728546
1,96258614
1,729637103
2,851607599
1,940956276
2,018439468
1,522400886
2,609311362
2,18556935
1,364780152

2,269773985
1,782439811
1,477996715
1,897682834
1,960617863
1,450053439
2,840724539
1,407995718
1,591565735
2,109161522
1,990179594
2,621301542
2,022211023
2,089232817
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Computational fluid dynamic analysis of
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physical forces playing a role in brain
organoid cultures in two different multiplex

platforms

Livia Goto-Silva', Madia M. E. Ayad"", lasmin L. Herzog®, Milton P. Silva®, Bernard Lamien®, Helcio R B. Orlande”,
Annie da Costa Souza’, Sidarta Ribeira”, Michele Martins®, Gilberto B. Domant”, Magno Junqueira®,

Fernanda Tovar-Mall'” and Stevens K. Rehen'™

| Abstract

Background: Organaid cultivation in suspension culture requires agitation at law shear stress to allow far nutrient
diffusion, which preserves tissue structure. Multiplex systerns for organoid cultivation have been proposed, but
whether they meet similar shear stress parameters as the regulardy wsed spinner flask and its correlation with the
suceessful gereration of brain argancids has not been determined.

Results: Here we used cormputational fluid dynamics (CFD) to simulate two multiplex culture conditions: steering
plates an an orbital shaker and the use of a previously described bioreactor. The bioreactor had low speed and
high shear stress regions that may affect cell aggregate growth, depending on volume, whereas the computed
variables of the steering plates were closer ta those of the spinning flask

Conclusion: Our protocol impraves the initial steps of the standard brain organoid formation, and the produced

organoids displayed regionalized brain structures, including retinal pigmented cells. Overall, we conclude that

suspension culture an orbital steering plates is a cost-effective practical altermative to previowsly described platforrms
fior the cultivation of brain orgaroids for research and multiplex testing.

Background

Three-dimensional (30) cerebral organoids generated
from human pluripotent stem cells (hPSCs) are complex
structures that partly reproduce fetal brain development
in vitro, making them powerful tools for the study of hu-
man development and disease [1]. The self-organization
that occurs during hPSC differentiation in cerebral orga-
noids allows for the appearance of complex structures,
including those recapitulating regions of the cerebral
cortex, ventral forebrain, midbrain, hindbrain, hippo-
campus, and retina [2—4]. Several research groups have
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used this model to study the development of diseases
such as microcephaly, lissencephaly [5. 6], and Fika in-
fection [7], as well as for drug testing [8].

Organoids are grown in 3D suspension culture, which
enables efficient nutrient delivery to 3D organized tissue.
Historically, cerebral organoids have been cultured in
spinner flasks [9]. These flasks have the advantage of
providing a low-shear environment [10], which is im-
portant because hPSCs have been shown to be sensitive
to shear stress [10, 11). However, spinner flasks have the
disadvantage of requiring a high volume of cell culture
media for coltivation, increasing the costs of experi-
ments. Thus, they are limited to drug testing and other
multiplex experiments including comparison of multiple
patients and controls. Recently, Qian et al. (2016} [12]
proposed the wse of a 3D-printed scalable mini-biore
actor, the Spinf}, which would be cost effective and
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Quantitative profiling of axonal guidance proteins during the =

differentiation of human neurospheres™
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ARTICLE INFO ABETRACT

Rywardi: Axon guidance is required for the establishment of brain cironies. Whether nmuch of the noleoalar basis of axon
ITRAG-based quanciimive proteomics guidance is known from animal medels, e molecular machinery coordinaring axon growth amd parhfinding in
Human induced pluripooent soem cells humans remains to be elucidated. The use of induced pluripotent stem cells (iPSC) fiom bounan danoes has
Neursd mem cells [REC) reyoluticnized im vitro studies of the haman brain, iPSC ran be differentiated into nenronal stem cells which can

Humin seunsspheres
Nrural differentistion
Aznn guidance

be used 1o generate meural tlssee-like caloires, known s newrospheres, that reproduece, in many aspeees, the oell
types and molecules present in the brain Here, we amalyzed quantitative changes in the proteome of newo-
spheres curing differentiation. Eeladve guantification was performed at sasly tinee poines during differentiation
using ITRAQ-hased labeling and LC-MS/MS analvsis. We (denrified 6438 protelns, from which 433 wene
clovwnregnlared aned 479 were upregulaed during differemiation, We show that hainan nearosplemes have a
modecular profile thet comelates o the fetal boain. During differentiation, upregpalated pailbovays aee pelated o
neuronal development and differentiation, eell adbision, and Avonal guldance wheneas cell prolilerarion path-
wars were downregulaced, We developed 4 functional sssay o check for neuiie outgrowth in neorosphenes and
confumed that neurite outgroewth potential is increased after 10 days of differentiation and is enhanced by
increasing cyclic AMP levels. The proteins identified here represent a resoarce i monitor nevrosplere differ
entiathan and cotpled o the e e ourgrowsh assay can be used m fnerianally explore neuralegieal disorders
using bunsan newrospheres as a model.

Abbrevianons: 20, rwo-dinsensiomal; 30, cidimensional; AMPr, cyelic adepnsine nionophosphare; Cals, Cell adhesion moderules; CNE, central nervans system;
FIOR, False diseovery rates; GO, Gene aitelogy: HILIC, bydisphilic imeiaeion chiiomaragiapho (PSC, indiseed pliripotent sremm cells; TTRAL, lsoharic rag for relanive
and absolute quantitation; MS, nses spectoneiy; NSC, pewal stens cells; PRS, plsospliate-buffered saline; PEA, Protein Kinase A
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