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RESUMO

Introducdo: A leucemia linfoblastica aguda de células precursora B (LLA-CPB)
pediatrica € caracterizada por alteragdes citogenético-moleculares recorrentes. A
amplificacdo intracromossomica do cromossomo 21 (iIAMP21) tem sido descrita em 2-
3% das LLA-CPB e foi associada a um maior risco de recaida. A técnica de FISH é o
meétodo universal para identificar a iIAMP21 com sondas dirigidas para o gene RUNX1.
A identificacdo da iIAMP21 através de copias adicionais de RUNX1 pode ocasionar
resultados duvidosos. Foi demonstrado por analise gendmica a presenca de uma
regido comum de amplificagdo (RCA) a qual estdo presentes os genes GART,
IFNGR2, DSCR1, DYRK1A, RUNX1, ERG e ETS2 em pacientes com iAMP21. Alguns
destes genes estdo envolvidos na leucemogénese ou na resposta terapéutica de
outros subtipos de leucemia. Recentemente, sugerimos um grupo com perfil "IAMP21-
like" (IAMP21-like). Além disso, as analises de FISH detectaram dois grupos com base
no ganho de copias adicionais de RUNX1: 1) 3-4 sinais e 2) = 5 sinais de RUNX1.
Objetivo: Identificar genes potencialmente relevantes para a patogénese das LLA-
CPB com amplificacBes recorrentes no cromossomo 21. Metodologia: Aspirados de
medula 6ssea (MO) de pacientes com LLA-CPB com amplificacdes recorrentes no
cromossomo 21 (perfil IAMP21-like; 3-4 sinais RUNX1 e =25 sinais RUNX1), com a
fusdo ETV6-RUNX1, sem fusdes génicas recorrentes, sindrome de Down (SD),
hiperdiploidia com coépias do cromossomo 21 (HD+21) e um perfil normal do
cromossoma 21 pela técnica de MLPA foram submetidos a algumas andlises. A
analise da expressao génica foi realizada por RT-gPCR. Os valores de fold-change
foram comparados entre os grupos de LLA-CPB tendo como controle uma amostra
calibradoria do grupo controle MLPA normal. O numero de coépias génicas foi
determinado por TagMan Copy Number. A analise estatistica foi realizada pelo
Student’s t-test. As analises de correlacdo foram avaliadas pelo teste de Pearson.
Resultados: Nas analises de expresdo génica observamos que todos os genes
avaliados nos casos com alteragdes no cromossomo 21 estavam pelo menos uma
vez mais expresso em comparacao ao grupo sem alteragdes no cromossomo 21.
Posteriormente, identificamos um aumento de expressao estatisticamente significante
do gene ERG no grupo LLA-CPB iAMP21-like quando comparados aos grupos sem
fusdes génicas e ETV6-RUNX1, do gene DSCR1 no grupo LLA-CPB com 3-4 sinais
de RUNX1 em relacdo ao grupo ETV6-RUNX1 e do gene GART no grupo LLA-CPB
com 3-4 sinais de RUNX1 quando comparados aos grupos s/ fusdes génicas e ETV6-
RUNX1 respectivamente. Além disso, notamos que apenas 0s genes ERG e ETS2
tinham uma expressédo génica elevada nos subtipos com amplificacbes recorrentes.
Nas analises de nimero de cépias foram observados cépias adicionais dos genes
ERG e ETS2 na maioria dos subtipos LLA-CPB incluindo SD, HD+21, 3-4 sinais
RUNX1, 25 sinais RUNX1 e iAMP21-like. Entretanto, alguns casos com =5 cépias
adicionais foram detectados no grupo 3-4 sinais RUNX1. Foram observados uma
correlacdo positiva entre o nimero de cépias e os niveis transcricionais de ETS2 e
ERG. Na combinacao entre os dois parametros sugerimos 0ito casos como possiveis
IAMP21. Conclus@es : Aqui, identificamos niveis elevados de transcritos e nimero de
copias de ERG e ETS2 nos casos com amplificacdes recorrentes no cromossomo 21.

Palavras-chave: LLA-CPB, ERG, ETS2, expressao génica

viii



ABSTRACT

Introduction:  Childhood B-cell precursor acute is characterized by recurrent and
molecular alterations. The identification of these abnormalities is important for risk
stratification therapeutic, and provides appropriate treatment. Intrachromosomal
amplification of chromosome 21 (IAMP21) has been described in 2-3% of BCP-ALL
and was associated with an increased risk of relapse. The FISH technique is the
universal method for identifying IAMP21 using probes directed to RUNX1 gene. The
identification of iIAMP21 through additional copies of RUNX1 may cause unreliable
results. It was demonstrated by genomic analysis the presence of common region of
amplification (RCA) which are present GART, IFNGR2, DSCR1, DYRK1A, RUNX1,
ERG and ETS2 genes in IAMP21 patients. Some of these genes are involved in
leukemogenesis or other therapeutic response leukemia subtypes. Recently, we
suggest a group "iIAMP21-like" profile (IAMP21-like). In addition, FISH analysis
detected two groups based on the gain additional copies of RUNX1: 1) 3-4 signals
RUNX1 and 2) = 5 signals RUNX1. Objective: To identify potentially relevant genes to
the pathogenesis of BCP-ALL with recurrent amplifications on chromosome 21.
Methodology: Bone marrow aspirates (BM) of BCP-ALL patients with recurrent
amplifications on chromosome 21 (IAMP21-like profile, 3-4 signals RUNX1 and =5
signals RUNX1) with ETV6-RUNX1 fusion, without recurring gene fusions, Down
syndrome (SD), hyperdiploidy with copies of chromosome 21 (HD+21), a normal
profile for MLPA chromosome 21 underwent the analysis. Gene expression analysis
was performed by RT-gPCR. The fold-change values were compared between groups
of BCP-ALL to a control sample calibradoria normal MLPA control group. The copy
number of the genes was performed by TagMan Copy Number technique. Statistical
analysis was performed by Student's t-test. Correlation analyzes were evaluated by
Pearson test. Results: In the analysis of gene expression we observed that all genes
evaluated in cases with changes in chromosome 21 were at least once more
expressed as compared to without changes group on chromosome 21. Subsequently,
we identified an expression increased statistically significant ERG gene in iIAMP21-like
BCP-ALL group when compared to groups without gene fusions and ETV6-RUNX1, of
DSCR1 gene in BCP-ALL group with 3-4 RUNX1 signals relative to ETV6-RUNX1
group and GART gene in BCP-ALL group with 3-4 RUNX1 signals when compared to
groups without gene fusions and ETV6-RUNXL1 respectively. Moreover, we note that
only the ERG and ETS2 genes had a high gene expression in subtypes with recurrent
amplifications. Were observed additional copies of ERG and ETS2 genes in most
BCP-ALL subtypes including SD, HD+21, 3-4 signhals RUNX1, = 5 signals RUNX1 and
IAMP21-like. However, some cases with =5 additional copies were detected in the 3-4
signals RUNXL1 group. A positive correlation between copy number and transcriptional
levels ETS2 and ERG was observed. The combination of copy number and gene
expression suggest eight cases as possible iIAMP21. Conclusions: Here, we
identified high levels of transcripts and copy number ERG and ETS2 in cases with
recurrent amplifications on chromosome 21.

Key words: BCP-ALL, ERG, ETS2, gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leucemia aguda pediatrica

As neoplasias de criancas e adolescentes com idade entre 0 e 18 anos
representam aproximadamente de 1-3% das anormalidades malignas entre todas as
idades. No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional de Céancer José Alencar
Gomes da Silva (INCA), o cancer pediatrico ja representa a primeira causa de morte,
com 7% do total, e estima-se para o ano de 2016 e 2017 cerca 12.600 novos casos

por anos de cancer infanto-juvenil (Estimativa INCA, 2016).

Segundo a classificacdo internacional do céncer infantil (International
Classification of Childhood Cancer), existem doze subtipos de tumores pediatricos: (1)
leucemias agudas, doencas mieloproliferativas e mielodisplasicas, (2) linfomas e
neoplasias reticuloendoteliais, (3) neoplasias do sistema nervoso central (SNC),
intracraniais intraespinhais, (4) neuroblastoma e tumores de outras células nervosas
periféricas, (5) retinoblastoma, (6) tumores renais, (7) tumores hepaticos, (8) tumores
0sseos malignos, (9) sarcomas de tecido mole e outros tumores extra 6sseas, (10)
tumores de célula germinativa, trofoblasticos e gonadais, (11) outras neoplasias
malignas epiteliais e melanomas malignos, e (12) outras neoplasias e tumores néo
especificados. Dentre estes, as leucemias sdo as mais frequentes na infancia e
adolescéncia, correspondendo a cerca de 30% de todas as neoplasias identificadas
até os 15 anos de idade. De acordo com o registro brasileiro de cancer de base
populacional (RCBP), a taxa de incidéncia mediana ajustada por idade € de 53,3
casos de leucemia infantil por milhdo de habitantes (0-14 anos de idade) (PUI et al.,
2004; VARDIMAN, 2010; DE SOUZA REIS et al., 2011).

As leucemias acometem o sistema hematologico e sédo classificadas como
agudas ou cronicas e, podem ser de origem linfoide ou mieloide. As leucemias agudas
caracterizam-se pela presenca de células imaturas ou blastos, enquanto as leucemias
cronicas atingem as células mais diferenciadas. Com base nisso, as leucemias de
forma geral podem ser subclassificadas como leucemia linfoblastica aguda (LLA),

leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide cronica (LMC) (PUI, 2006).



1.2 Leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B (LLA-CPB)

A LLA-CPB é um subtipo leucémico heterogéneo e multifatorial que afeta
progenitores linfoides imaturos caracterizados pelo acumulo de linfoblastos na medula
ossea (MO) e supressao da hematopoese normal. Esta desordem maligna se destaca
por ser o tipo leucémico mais comum na infancia, com um pico de incidéncia entre 2 a
5 anos de idade. Entretanto, no Brasil este pico ocorre aos trés anos de idade, com
um segundo pico observado ano sexto ano de vida, como pode ser observado na
figura 1.1. (PUl et al., 2004; DE SOUZA REIS et al., 2011).

Taxas especificas por idade
3

Idade (anos)

—&— Todos 0s casos == Leucemia linfoblastica aguda (LLA) —#— Desordens mieloproliferativas

Figura 1.1 Incidéncia das LLAs por faixa etaria.
[Modificado de DE SOUZA REIS et al., 2011].

Dentre as LLAs, 0 maior numero de casos (75-80%) acomete a linhagem B.
Estes podem ser agrupados em quatro diferentes subtipos a partir dos perfis de
maturacgdo, tais como LLA-Pr6 B, LLA comum, LLA-pré B e LLA-B madura, que se
diferenciam pela presenca ou ndo de importantes biomarcadores imunoldgicos, tais
como CD10, CD19, TdT entre outros (JAFFE et al., 2002; KEBRIAEI et al., 2002).

A LLA de células precursoras B (LLA-CPB) é citogeneticamente caracterizada
por importantes alteracdes gendmicas resultantes de eventos somaticos primarios e
secundarios nos precursores linfoides B. As anormalidades primarias conduzem a
iniciagdo e manutencdo de todas as células que compbdem o clone pré-leucémico,
além de frequentemente estarem associadas as caracteristicas clinicas do paciente. A

maioria dos eventos primarios sao translocacdes cromossémicas recorrentes que



geram fusBes génicas quiméricas ou aneuploidias com ganho ou perda de mdltiplos
cromossomos inteiros. JA os eventos secundarios sao aquisicoes que colaboram
adicionalmente aos clones iniciais, e estdo presentes em um subconjunto de células
leucémicas (MOORMAN, 2012; INABA, GREAVES, MULLIGHAN, 2013).

Dados cientificos tém evidenciado que os clones pré-leucémicos tém a
capacidade de se manterem latentes por um longo tempo antes do segundo evento
(GREAVES, 2006). Além disso, tem sido demonstrado que existe uma forte correlagcédo
entre as anomalias cromossGmicas primarias e secundarias no desenvolvimento
leucémico dos diversos subtipos LLA-CPB (Figura 1.2) (SCHWAB, 2013).
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Figura 1.2 Visdo geral das alteracdes adicionais mais frequentes de acordo com distintos subtipos
genéticos das leucemias linfoblasticas agudas de células precursoras B. [Modificado de MOORMAN,
2015].

A maioria das anormalidades consideradas primarias é de baixa penetrancia,

uma vez que dependem de alteracdes adicionais para expandir o clone leucémico.



No entanto, sdo 0s biomarcadores de progndstico mais seguro, visto que estao
presentes em todas as células do clone e estdo associados com as principais
caracteristicas clinicas de cada subtipo (MOORMAN, 2015). Desta forma, essas
anormalidades cromossémicas sado importantes para o diagnéstico e para a

estratificacdo de risco clinico que direciona o tratamento (HARRISON, 2009).

1.3 Identificacdo das LLAs-CPB
1.3.1 Estudos de perfil de expresséo génica em LLA-CPB

Nos ultimos anos, estudos sobre o perfil de expressdo génica comegaram a ser
rotineiramente utilizado na pesquisa, 0 que possibilitou a investigacdo da expresséo
de milhares de genes. Com o intuito de entender melhor a grande variedade de
alteracdes genéticas que ocorrem nas leucemias agudas de linhagens mieloide e
linfoide, alguns estudos demonstraram a possibilidade de subclassificar as alteracdes
citogenética-moleculares das leucemias agudas através dos niveis de transcritos
génicos, tais como as subclasses que conferem risco prognéstico nas LLA-CPB, além
de promover a criagdo de novos estudos que contribuam na identificacdo de novos
alvos moleculares e terapéuticos (BACHER; KOHLMANN; HAFERLACH, 2009).

Em 2002, Yeoh e colaboradores foram os primeiros a demonstrar que os perfis
de expressdao génica poderiam indicar o progndstico dos subtipos de leucemias
(YEOH et al. 2002). Ja em 2003, Ross e colaboradores confirmaram os resultados
anteriores e atraves de novas plataformas de perfis de expresséo génica identificaram
subtipos de leucemias definindo alguns genes a partir de uma proporgédo do genoma
humano. Em seguida, aplicaram andlises de componentes principais nas amostras de
leucemias agudas pediatricas e observaram que os casos foram agrupados em
leucemias linfoblasticas agudas de células T (LLA-T) e seis subtipos diferentes de
LLA-CPB, tais como rearranjos do gene KMT2A, as fusdes TCF3-PBX1, BCR/ABL1 e
ETV6-RUNX1, hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos, além de um novo
subgrupo (Figura 1.3) (ROSS et al., 2003).
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Figura 1.3 Distintos subtipos de leucemias agudas definidas a partir dos perfis de expressdo génica e
algoritmos de agrupamento e andlises de componentes principais. (A) Agrupamento hierarquico Bi-
dimensional realizada por meio do coeficiente de correlacdo de Pearson e método de grupo usando
médias aritméticas. (B) Plot do escalonamento multidimensional de todos os casos usando analises de
componentes principais. (C) Plot do escalonamento multidimensional dos casos LLA-CPB (n=118). (D)
Plot do escalonamento multidimensional idéntico ao indicado no plot C, exceto a parcela foi girada em
90° Cada caso é representado por uma esfera codifi cada por cores para indicar o subgrupo genético a
gue pertence: BCR-ABL1 (laranja), TCF3-PBX1 (aqua), Hiperdiploidia com mais de 50 cromossomos
(amarelo), KMT2A (roxo), LLA-T (vermelho), ETV6-RUNX1 (verde), novos casos (azul), e os casos nao

classificados (cinza). [Modificado de ROSS et al., 2003]



Usando os mesmos algoritmos de testes, Ross e colaboradores identificaram
100 diferentes genes a partir dos perfis de expressao, e 0s agruparam entre 0s seis
subgrupos de prognadstico importante nas LLAs-CPB (Figura 1.4).

Amostras de medula 6ssealdiagnostico(n=132)

588)

Genes para distingdes de classes (n

E2A-PBX1 KMT2A LLAT HD=50 BCR-ABL TEL-AML1

Figura 1.4 Perfil de expressao génica a partir de blastos de MO com diagnéstico de LLA pediatrica.
Agrupamento hierarquico bi-dimensional de 132 amostras de MO de pacientes diagnosticados com LLA
(colunas) versus os 100 melhores conjuntos de sondas classificadas pelo teste de qui-quadrado
(linhas) para os seis subgrupos de LLA. As cores vermelhas e verdes representam uma expressao
génica acima e abaixo da média respectivamente.

MO, medula éssea; n, numero; HD, hiperdiploidia. [Modificado de ROSS et al., 2003]

Em 2004, Holleman e colaboradores avaliaram a sensibilidade ou resisténcia in
vitro a prednisolona, vincristina, asparaginase e daunorubicina em 173 amostras de
MO de pacientes com LLA-B pediatrica a partir de variacdes nos perfis de expressao
génica. Os autores identificaram um conjunto de genes que conferem resisténcia ou
sensibilidade (Figura 1.5) a prednisolona (33 genes), vincristina (40 genes),
asparaginase (35 genes), ou a daunorrubicina (20 genes) (HOLLEMAN et al., 2004).
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Figura 1.5 Andlises de agrupamento hierarquico e componente principal com a utilizacdo de genes que
discriminam entre sensibilidade ou resisténcia aos farmacos prednisolona, vincristina, asparaginase ou
a daunorrubicina nas LLAs B pediatricas. Cada coluna representa uma amostra de LLA, que foram
classificadas quando eram sensiveis (verde) ou resistentes (vermelho) a uma determinada droga e,
cada linha representa uma sonda. Os “heat maps” indicam um elevado (vermelho) ou baixo (verde)
nivel de expressao génica. [Modificado de HOLLEMAN et al., 2004]

1.3.2 Grupos citogenético-moleculares das LLAs-CPB de acordo com o risco

prognostico

Com o desenvolvimento das principais técnicas moleculares e citogenéticas, a
identificagdo das alteragbes cromossdmicas citadas anteriormente tornou-se
importante para caracterizar e estratificar os pacientes em trés diferentes grupos de
risco progndstico: risco favoravel, risco intermediario e alto risco (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Frequéncia de anomalias cromossdmicas primérias em criangas e adultos com leucemia
linfoblastica aguda de células precursoras B correlacionadas com a estratificacdo de risco progndstico
[Modificado de MOORMAN, 2015].



1.3.2.1 Grupo citogenético de risco favoravel

A translocacdo cromossomica t(12;21)(p13;922)/ETV6-RUNX1 e a alta
hiperdiploidia s&o biomarcadores associados a fatores de risco favoraveis ao
prognostico como idade entre 2-10 anos, contagem leucocitaria menor que 10x10%L e
fendtipo imunoldgico CD10 positivo. (HARRISON, 2009).

1.3.2.1.1 t(12;21)(p13;g22)/ ETV6-RUNX1

A translocacéo t(12;21)(p13;922) gera a fusdo ETV6-RUNX1 que é criptica em
andlise citogenética convencional, porém prontamente identificada pela técnica de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) e pela reacdo da transcriptase reversa,
seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (SHURTLEFF, et al., 1995;
HARRISON, 2009). O gene ETV6 (TEL) € um membro da familia dos fatores
transcricionais ETS que € frequentemente envolvido em anomalias no brago curto do
cromossomo 12. O RUNX1, runt-related transcription factor 1, codifica um importante
fator transcricional que regula o desenvolvimento das células-tronco hematopoiéticas.
A proteina de fusdo resultante da combinagdo desses dois genes pode modificar a
expressao normal de outros genes regulados por RUNX1 (SHURTLEFF et al., 1995;
OKUDA, et al, 2001; BOHLANDER, 2005).

1.3.2.1.2 Alta hiperdiploidia

A alta hiperdiploidia (51-65 cromossomos) se caracteriza por conter ganho de 4
OuU mais cromossomos, sendo 0s cromossomos X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 e 21 os mais
comprometidos. Apesar das dificuldades como o baixo indice mitético e/ou cariétipos
complexos observados na LLA-CPB, a hiperdiploidia pode ser identificada por
citogenética convencional ou analises de FISH através de sondas centroméricas
(HARRISON, 2009).



1.3.2.2 Grupo citogenético de risco alto

Algumas anomalias cromossomicas de alto risco sao importantes
biomarcadores de prognéstico nas LLAs-CPB, tais como: rearranjos envolvendo o
gene KMT2A, t(9;22)/BCR-ABL1, “quase haploides” e hipodiploidia (MOORMAN,
2012).

1.3.2.2.1 Rearranjos do gene KMT2A (MLL)

O KMT2A € um gene promiscuo localizado na regido 11923 e pode realizar
mais de 100 rearranjos génicos diferentes, correspondendo a aproximadamente 6%
das alterac6es moleculares das LLAs pediatricas (MEYER, 2009). Os rearranjos que
envolvem o gene (KTM2A-r) sdo mais comuns em criancas com idade inferior a 12
meses (lactentes), acomentendo aproximadamente 70-80% dos casos nesta faixa
etaria. Este gene codifica um co-ativador transcricional, pertencente ao grupo
thithorax (trxG), que desempenha funcdo importante na regulacdo do
desenvolvimento hematopoiético (MARSCHALEK, 2011). A proteina codificada induz
a transcricdo de genes da familia HOX a partir da metilacdo da histona 3 lisina 4
(H3K4). A translocacdo mais comum incluindo o KTM2A na LLA-CPB é a t(4;11)
(921;923)/KTM2A-AFF1 (AF4) com aproximadamente 50%, seguida da t(11;19)(q23;
pl13.3)/KTM2A-MLLT1(ENL). As fusBes entre o KTM2A e MLLT4 (AF6)/6g27,
MLLT10(AF10)/10p12~14 e MLLT3(AF9)/9p211sdao menos frequentes (RINGROSE;
PARO, 2004; MEYER et al., 2013).

1.3.2.2.2 1(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1

A translocacdo reciproca t(9;22)(g34;91l1), cujo cromossomo derivativo é
conhecido como cromossomo Filadélfia (Ph), resulta na fusdo génica BCR-ABL1 .
Esta alteracdo foi a primeira anomalia cromossémica associada com as doencas
hematoldgicas e, inicialmente descrita nas leucemias mieloides crénicas (LMC). Em
virtude da heterogeneidade do ponto de quebra do gene BCR, podem ocorrer trés
tamanhos diferentes de fusédo, p190, p210 e o menos frequente p230, que resultam
num aumento da atividade tirosina quinase da proteina ABL1. Apesar de inicialmente

descrita em LMC, a t(9;22) igualmente ocorre também na LLA. A sua incidéncia é de

10



aproximadamente 2% em criangas e vai aumentando com a idade, com 20% em
adultos entre 20-39 anos e 40% entre adultos mais velhos (>40 anos) (HARRISSON,
JOHANSSON, 2009).

A presenca desta alteracdo € associada com prognostico desfavoravel para
todas as idades. Entretanto, a partir do desenvolvimento dos inibidores das tirosinas
guinases, como imatinib, dasatinib e nilotinib, houve uma melhora significativa na
sobrevida a longo prazo dos pacientes com a fusdo BCR-ABL1. (DRUKER, 2008;
MULLIGHAN et al., 2008).

1.3.2.2.3 Hipodiploidia

A hipodiploidia é uma aneuploidia presente em 1-3% dos casos de LLA
pediatrica caracterizada pela presenca de menos de 44 cromossomos. Esta
anormalidade numérica pode ser subclassificada de acordo com a gravidade da
aneuploidia em “quase haploides” (24-31 cromossomos), baixa hipodiploidia (32-39
cromossomos) e alta hipodiploidia (40 a 43 cromossomos). De modo geral, os
pacientes hipodiploides tém elevado risco de falha no tratamento quando seguem
protocolos terapéuticos para risco padrdao. As LLAs com baixa hipodiploidia tém
elevada frequéncia de mutagdes com perda de funcdo em TP53 e RB1, assim como
nos genes IKZF2 e IKZF3 (HARRISON et al., 2004; HOLMFELDT et al. 2013).

1.3.2.2.4 “Quase haploides” (<30 cromossomos)

Os pacientes com cariétipo quase haploide constituem um subgrupo distinto
dentro das LLAs pediatricas hipodipléides representando cerca de 1% dos casos, dos
guais a maior parte contém monossomias (apenas uma coépia cromossémica). Os
caridtipos quase haploides geralmente mantém os cromossomos sexuais (X/Y) e os
cromossomos 10, 14, 18 e 21. Eventualmente, a analise citogenética so identifica um
sub-clone resultando em equivocos na sub-classificacdo. Essas falhas podem
comprometer os resultados de diagnéstico, visto que o grupo quase haploide tem um
prognéstico desfavoravel e devem ser direcionados a terapia de alto risco. Além
disso, neste subgrupo é encontrada uma frequéncia elevada de delecdes e algumas

mutacfes pontuais que ativam as vias de sinalizacdo de Ras e de receptores de
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tirosina quinase (HARRISON et al., 2004; MOORMAN et al. 2010; HOLMFELDT et al.
2013).

1.3.2.3 Alterac¢des moleculares submicroscépicas adicionais em LLA-CPB

Assim como as alteracbes citogenético-moleculares primarias, as
anormalidades moleculares submicroscépicas adicionais se diversificam de acordo
com periodo de laténcia das leucemias. Por exemplo, os KTM2A-r sdo alteracdes
ditas de alta penetrancia, ou seja, ndo necessitam muitas alteracdes adicionais e
conferem o fendtipo leucémico em um curto periodo de laténcia, apresentando em
média uma Unica alteragdo adicional. Por outro lado, a fusdo ETV6-RUNX1 que é
mais comum em criangcas com idade maior, tém baixa penetrancia e necessita em
meédia de aproximadamente 6-8 alteracbes adicionais (INABA; GREAVES;
MULLIGHAN, 2013; MA et al., 2015).

Com a aquisicdo de novas tecnologias genbmicas como array comparative
genomic hybridisation (aCGH) e Single Nucleotide Polymorphism (SNP) arrays,
combinado a estudos citogenéticos e o FISH foi possivel investigar com mais exatidao
0 panorama genético global das LLAs. A partir disso, uma série de novos genes
comecou a ser identificada. Muitos destes s@o essenciais em varias vias celulares
importantes e alvos criticos de alteracoes em LLA-CPB. Algumas mutacdes ocorrem
em genes que codificam fatores transcricionais envolvidos na hematopoiese e no
desenvolvimento normal das linhagens de células B, tais como ETV6, PAX5 e IKZF1,
assim como os genes relacionados ao controle do ciclo celular, CDKN2A/B, TP53 e
NT5C2, ativadores de vias de citocina, CRLF2 e JAK1/JAK2, e genes modificadores
de histona como o CREBBP (MOORMAN et al., 2012; MULLIGHAN et al., 2007).

O gene PAX5 esta localizado na regido cromossoémica 9p13 e é alvo de varias
anormalidades em LLA que incluem translocacdes, cromossomos discéntricos,
amplificagbes intragénicas, dele¢cbes e mutagbes pontuais em mais de 30% dos
casos. Essas alteragfes resultam na desregulagéo da expresséo de PAXS5 e de seus
alvos, tais como CD19, sugerindo que a sua haploinsuficiéncia pode cooperar para
leucemogénese (MULLIGHAN et al., 2007; AN et al., 2008).

Cerca de 13-15% dos pacientes com LLA-CPB sdo acometidos com delecbes
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focais, completas ou mutagdes em IKZF1, localizado na regidao cromossOmica 7pl2,
gue resulta na expressao desregulada do fator transcricional Ikaros, necessario para o
desenvolvimento linfoide. De modo geral, as alteracdes neste gene sédo associadas
com um desfecho desfavoravel e confere risco triplicado de falhas no tratamento dos
casos LLAs-CPB de alto risco, sendo mais prevalentes em pacientes positivos para
BCR-ABL1.

Delec¢bes envolvendo o gene ETV6, localizado na regido cromossomica 12p13,
ocorrem em cerca de 50% dos casos com a fusdo ETV6-RUNX1 e em
aproximadamente 10% dos casos negativos para a fusdo. O gene ETV6 € um
membro da familia de fatores transcricionais Ets, importante para o desenvolvimento
hematopoietico das linhagens celulares na MO. Um estudo associou as dele¢des de
ETV6 a resultados desfavoraveis em adultos, entretanto, ainda carecem de dados
mais representativos. (MULLIGHAN et al., 2009; GOMEZ-SEGUI et al., 2011;
SCHWARB et al., 2013).

Aproximadamente 30-40% das LLA-CPB possuem dele¢des recorrentes nos
genes CDKN2A/B, localizados na regido cromossomica 9p. Estas delecbes podem
ocorrer junto com a delecdo no IKZF1. A frequéncia da presenca das duas delecdes
juntas aumenta progressivamente com a idade em que o paciente € diagnosticado
(MULLIGHAN et al., 2007; SCHWAB et al., 2013).

Delecbes no gene TP53, localizado na regido cromossémica 17pl3, sdo raras
ao diagnostico com cerca de 2-3% das LLAs pediatricas. Entretanto, a presenca desta
alteracdo estd4 fortemente associada aos casos de recaidas, sendo, portanto
preditivas de falha na resposta ao tratamento e desfecho desfavoravel. O gene
NT5C2 é responsavel pela codificacdo da 5' nucleotidase no metabolismo intracelular
das purinas. Mutacbes neste gene estdo associadas com resisténcia a
guimioterapicos com analogos de purina em até 20% das recaidas de LLAs (HOF et
al. 2011; MA et al., 2015; TZONEVA et al. 2013).
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As alteracdes no gene CRLF2 ocorrem em cerca de 5-7% das LLAs
pediatricas, e estdo associadas com a presenca de mutacbes nos genes Janus
quinase 1 e 2 (JAK1 e JAK?2). Estas alteracdes estdo associadas a 50% dos casos de
LLA-CPB com sindrome de Down. O CRLF2 esta localizado na regido
pseudoautossomica 1 (PAR1), entre Xp22.3/Ypll.3 e codifica o receptor da
linfopoietina estromal timica. Além de reservarem resultado desfavoravel, as
alteracdes em CRLF2 podem ocorrer a partir da translocagcéo envolvendo o l6cus da
cadeia pesada da imunoglobulina (IGH-CRLF2), ou pela delec&o intersticial no
cromossomo X/Y, a qual leva a fusdo com o gene P2RY8 (P2RY8-CRLF2) (GAIKWAD
et al. 2009; RUSSELL et al. 2009; HARVEY et al., 2010).

O gene CREBBP, localizado na regido cromossémica 16p13, esta envolvido na
co-ativacao da transcricdo através da remodelacdo da cromatina de uma proteina de
ligacdo a CREB a varios fatores transcricionais. Algumas mutacoes e dele¢des focais
neste gene ocorrem em cerca de 20% das recaidas de LLA-CPB. Estas alteracdes
sao associadas com mecanismos de resisténcia aos tratamentos com glicocorticoides
(MULLIGHAN et al. 2011; INABA; GREAVES; MULLIGHAN, 2013).

1.3.2.4 Grupo citogenético de risco intermediario

Entre 25-30% dos pacientes com LLA-CPB sé&o classificados com um
prognéstico intermediario e de diagndéstico ndo definitivo. Os casos que compdem
este grupo necessitam de uma melhor investigacdo, pois as anormalidades
citogenéticas primarias nao predizem com precisao 0 risco prognostico, uma vez que
alteracdes genéticas submicroscépicas envolvendo alguns genes, como o IKZF1,
podem alterar o status do progndstico. As altera¢cdes cromossdmicas mais frequentes
neste subgrupo sdo a translocacao t(1;19)(g23;p13)/TCF3/PBX1, as translocacdes
envolvendo o locus IGH e o grupo chamado de “Outras-B” (PUI; RELLING;
DOWNING, 2004; MULLIGHAN et al., 2009; MOORMAN, 2015).

1.3.2.4.1 1(1;19)(q23;p13)/TCF3/PBX1

A translocacdo t(1;19)(g23;p13) ocorre em aproximadamente 3% e 6%das
criancas/adolescentes e dos adultos com LLA-CPB respectivamente, resultando na
fusdo génica TCF3/PBX1 (E2A/PBX1) (BARBER K.E et al.,, 2007). O gene TCF3
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codifica os fatores transcricionais E12 e E47, importantes no desenvolvimento linfoide
inicial, e o gene PBX1 codifica uma proteina nuclear da familia de fatores de
transcricdo homeobox essencias no desenvolvimento dos precursores linfoides
(ZHUANG; SORIANO; WEINTRAUB, 1994; SANYAL et al., 2007).

Estudos recentes vém demonstrando resultados discordantes na classificacao
de risco das LLAs pediatricas e adultas com a translocacédo t(1;19)(g23;p13). Alguns
estudos relataram que a fusdo TCF3/PBX1 era de pior progndstico, e outros com
protocolos de tratamentos mais agressivos mostraram um prognostico mais favoravel,
tanto em criancas quanto em adultos. Estes dados indicam uma heterogenidade
substancial e sugerem que exista a presenca de outras anormalidades adicionais
neste sugrupo (KAGER et al., 2007; MOORMAN et al., 2010).

1.3.2.4.2 Translocacdes no locus IGH

Algumas translocagdes encontradas em LLA-CPB envolvem o locus da regiao
cromossOmica 14932 da cadeia pesada de imunoglobulina (IGH), a qual altera os
padrées de expressao de varios oncogenes importantes (DYER et al., 2010). Um dos
rearranjos mais comuns envolve o gene Cytokine receptor-like factor 2 (CRLF2) e
resulta na fusdo quimérica do gene purinérgico P2RY8 com a regidao codificante de
CRLF2, levando a superexpressdo de CRLF2 na superficie celular (RUSSELL et al.,
2009). Os rearranjos de CRLF2 estédo presentes em 50% dos casos de LLA-CPB com
sindrome de Down e do subtipo de alto risco BCR-ABL1-like, respectivamente. Outras
translocacdes recorrentes neste subgrupo incluem cinco membros da familia CEBP e
ID4 com aproximadamente 10% e 7%, respectivamente. As translocacdes IGH sdo
menos frequentes em pacientes com menos de 10 anos de idade do que em
adolescentes e adultos jovens entre 25-24 anos (MULLIGHAN et al., 2009; HARVEY
et al., 2010; RUSSELL et al., 2014).
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1.3.2.4.3 LLAs de células precursoras B-others

De modo geral, cerca de 70% dos casos de LLA-CPB pediatrica sdo agrupados
pela presenca de alguma alteracdo genética ou submicroscépica, que pode ser
utilizada como biomarcador ao diagndstico e/ou para risco prognostico. As LLAs
Outras-B (do inglés, B-others) sdo um subgrupo caracterizado pela auséncia de
qualquer uma destas alteragBes. Nos Ultimos anos o cendrio genético e molecular das
Outras-B vem se tornando alvo de investigacdo para muitos estudos, com a intengao

de melhor descrever e definir possiveis biomarcadores (BHOJWANI et al., 2015).

Recentemente, alguns estudos avaliaram o grande numero de pequenas
delecbes que acometem varios genes importantes nas principais vias celulares, tais
como CDKN2A, PAX5, IKZF1, ETV6, RB1 e EBF1, e investigaram alteracdes no perfil
de numero de cdpias como biomarcadores de progndstico. Além disso, analises do
perfil de expressédo génica vém sendo exploradas para atribuir risco e definir novos
subgrupos dentre os pacientes agrupados como Outras-B (PAULSSON et al., 2008;
YANG et al., 2008; HARVEY et al., 2010).

1.3.2.4.4 Novos subtipos de LLA-CPB
A partir de uma melhor caracterizacdo dos perfis genético-moleculares do
grupo Outras-B foi possivel a identificagdo de novos subtipos importantes em LLA-

CPB, tais como BCR-ABL1-like, TCF3-HLF (E2A/HLF), delecdo de ERG, rearranjo de
CRLF2 e iAMP21 (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 Distribuicdo dos subtipos citogenético-moleculares das leucemias linfoblasticas agudas de
células precursoras B pediatricas. O grafico a esquerda mostra os subtipos que foram identificados
antes de 2004. Atualmente séo utilizados na estratificacdo de risco. NE, ndo especificados. [Modificado
de BHOJWANI; YANG; PUI, 2015].

1.3.2.4.5 1(17;19)(q22; p13)/TCF3-HLF

A translocacao t(17;19)(g22; p13) € uma variante rara da t(1;19) que resulta na
fusdo do gene HLF, localizado na posicdo 17922 com o gene TCF3. Existem dois
tipos de rearranjos que geram oncoproteinas, uma do tipo 1 outra do tipo 2, que
englobam exons de 1 a 13 ou 1 a 12 de TCF3 respectivamente, e 4 exons de HLF. A
fusdo TCF3-HLF regula de forma aberrante alguns genes importantes em vias de
morte celular de progenitores linfoides, tais como LMO2 e BCL. Os pacientes com
esta fusdo apresentam desfecho desfavoravel e idade avancada (INABA et al., 1992;
BOER et al., 2010).
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1.3.2.4.6 Delecgéo do gene ERG

Aproximadamente 3-5% das LLAs-CPB tém delecdo focal no gene ERG,
localizado na regido cromossbmica 21922, que codifica importantes fatores
transcricionais da familia ETS. Entretanto, os pacientes com esta delecdo tem um
excelente resultado com mais de 90% de sobrevida em cinco anos, embora tenha
uma alta incidéncia (cerca de 40%.) de dele¢cbes em IKZF1 concomitantes Evidéncias
apontam que, apesar da presenca da delecao definir um distinto subgrupo em LLA-
CPB, esta alteracdo pode ser um evento subclonal adquirido ou perdido entre o
diagnostico e recaida (MULLIGHAN et al., 2007; CLAPPIER et al., 2013).

1.3.2.4.7 Rearranjos do gene CRLF2

A frequéncia global de rearranjos do gene CRLF2 em LLAs-CPB sao 5% e,
podem surgir a partir de translocagbes cromossomicas cripticas, t(X;14)(p22;932) ou
t(Y;14)(p11;932), delecbes intersticiais cripticas dentro da regido pseudo-autossémica
(PAR-1), del(x)(p22.33p22.33) ou del(Y)(p11.32p11.32), e por mutacdes ativadoras
raras, CRLF2-F232C, respectivamente. A superexpressdo de CRLF2 pode surgir a
partir das translocacdes envolvendo os exons codificadores de CRLF2 com o
enhancer IGH, gerando a fusdo IGH-CRLF2 ou com o promotor P2RY8, originado a
fusdo P2RY8-CRLF2. Estudos tém associado a superexpressdo de CRLF2 com a
ativacdo das vias JAK-STAT, ERK e mTOR, as quais podem alterar progenitores de
células B. A frequéncia da desregulacdo de CRFL2 entre os pacientes com sindrome
de Down é alta, com cerca de 50% dos casos de LLA-CPB (HERTZBERG et al., 2009;
MULLIGHAN et al., 2009; RUSSELL et al., 2009).

Com base nos estudos iniciais, o impacto da desregulacdo de CRLF2 no
prognéstico dos pacientes ainda € duvidoso. Alguns estudos concluiram que a
presenca dos rearranjos de CRLF2 conferia um progndstico desfavoravel, enquanto
outros concluiram que 0os mesmos nao eram relevantes como fatores de risco (CARIO
et al., 2010; ATTARBASCHI et al., 2012).
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1.3.2.4.8 BCR-ABL1-like (Ph-Like)

Através de estudos de perfil de expressao génica global identificou-se um novo
subtipo de LLA-CPB de alto risco em aproximadamente 10-15% das LLAs-CPB. Este
grupo exibe niveis de transcritos génicos semelhante as LLA-CPB Ph-positivo, com
alta frequéncia de delecbes em IKZF1 e auséncia da proteina de fusdo BCR-ABL1.
Os pacientes BCR-ABL1-like sdo caracterizados pelo elevado nivel de doenca
residual minima ao fim da inducéo, resisténcia a quimioterapicos como asparaginase
e daunorrubicina e, resultado desfavoravel (MULLIGHAN et al., 2009; DEN BOER et
al. 2009).

Cerca de 50% dos casos BCR-ABL1-like contém rearranjos do gene CRLF2, o
gual promove a superexpressao do mesmo e a ativacdo da via JAK-STAT neste
subgrupo. Além disso, ocorrem algumas mutacdes pontuais em genes que ativam
receptores de citocinas e de sinalizacdo das quinases em células leucémicas, tais
como ABL1, EPO-R (receptor de eritropoietina), IL7R, JAK2, e PDGFRB (ROBERTS
et al., 2012; ROBERTS et al., 2014).

1.3.2.4.9 Amplificag&o intracromossdmica do cromossomo 21

A amplificagdo intracromossdmica do cromossomo 21 (IAMP21) foi
caracterizada ao diagnostico por triagem para a deteccdo da fusdo génica ETV6-
RUNX1 de pacientes pediatricos com LLA-CPB, a partir da hibridizac&o fluorescente
in situ (FISH) com sondas dirigidas para o gene runt related transcription factor 1
(RUNX1). Apesar de ser negativo para a fusdo, as células blasticas da iIAMP21
apresentavam a presenca de cinco ou mais copias adicionais desse gene, como
aglomerados em nucleos interfasicos ou duplicacdo em tandem de um cromossomo
21 em metafase (Figura 1.8) (HAREWOOD et al., 2003; MOORMAN et al., 2007;
HARRISON, 2015).
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Figura 1.8 Identificacéo de pacientes iAMP21 por FISH. Os sinais vermelhos indicam copias de RUNX1
e os sinais verdes indicam cépias de ETV6 com sondas para a deteccdo da fusdo ETV6-RUNX1. (A)
Célula em metafase: Dois pares de sinais verdes indicam a localizacdo normal de ETV6 no braco curto
de dois cromossomos 12 homdélogos normais. O par individual de sinais vermelhos no lado direito da
célula indica a localizagdo de RUNX1 no cromossomo 21 normal. No lado esquerdo da célula, o
conjunto de sinais vermelhos indica uma amplificacdo de RUNX1 no cromossoma 21 anormal. (B)
Célula em interfase: Os dois sinais verdes indicam a presenca de duas cépias de ETV6. O conjunto de
sinais vermelhos indica a amplificagdo de RUNX1. [Modificado de HARRISON, 2015].

Em comparacéo a outros subtipos, os pacientes iIAMP21 sao geralmente mais
velhos, com uma idade média de nove anos, diagnostico imunofenotipico de LLA-
comum, baixa contagem leucocitaria € um mau progndstico, associado com alto risco
de recaida, pior sobrevida global e sobrevida livre de eventos. Sua frequéncia é de
aproximadamente 2% quando comparados a outros subtipos citogenéticos de LLA-
CPB (Figura 1.9) (INABA, 2013; MOORMAN et al., 2013).
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Figura 1.9 Frequéncia dos subtipos citogenéticos das leucemias linfoblasticas agudas pediatricas.
[Modificado de INABA et al. 2013]

Recentes estudos vém sugerindo possiveis mecanismos que poderiam iniciar
0 processo leucemogénico da iAMP21. Um deles prop6és um modelo evolutivo
denominado breakage-fusion-bridge (BFB), na qual ocorre uma quebra da dupla fita
na regido telomérica duplicada, seguida de reparo de DNA em um processo
denominado non-homologous end joining. Esses eventos geram um Cromossomo
dicéntrico no qual os dois centrdmeros sdo puxados para os polos opostos durante a
mitose, se repetindo nos ciclos celulares subsequentes. Os ciclos de BFB podem
ocasionar eventos catastréficos em regides cromossdmicas levando a fragmentacao e
a um grande numero de rearranjos genémicos em um processo denominado
chromotripsis (Figura 1.10). O reparo incorreto de alguns desses rearranjos, com
perda e/ou ganho de material genémico, pode contribuir para a patogénese da
IAMP21. Além disso, essas anormalidades culminam em alteracées dentro do gene
PDEO9A e translocag6es Robertsonianas entre os cromossomos 15 e 21 (SINCLAIR et
al., 2011; LI et al., 2014; HARRISON, 2015).
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Figura 1.10 Dados do perfil iIAMP21 a partir do sequenciamento de préxima geracdo. Mudancas
graduais no nimero de copias ao longo do cromossomo 21 representa o perfil tipico gerado em virtude
dos ciclos BFB, com uma regido mais altamente amplificada justaposta a regido telomérica excluida.

Ha um pequeno ndmero de rearranjos resultantes de chromothripsis. [Modificado de HARRISON, 2015]

O diagndstico preciso da IAMP21 é crucial para a melhor conduta terapéutica.
Mudancas conformacionais inviabilizam a identificacdo da iIAMP21 pela citogenética
convencional. O FISH é considerado a técnica padréo ouro para a deteccdo dessa
anormalidade na rotina de diagnéstico. No entanto, a identificacdo dos casos com
perfil IAMP21 a partir de cépias adicionais de apenas um gene pode estar sujeito a
erros sempre que os nucleos metafasicos estiverem ausentes e/ou exista uma baixa
integridade do DNA da célula, visto que as copias adicionais do gene RUNX1 também
estdo presentes em cariotipos hiperdiploides. Dessa forma, 0 uso de outras técnicas
como arrays vem sendo utilizadas para avaliar alteragbes em numero de coépias
(CNA) de DNA e caracterizar melhor esses pacientes (ROBINSON et al.,, 2003;
HARRISON et al., 2005).
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1.3.2.4.9.1 Regido comum de amplificagdo em iIAMP21

Com a escassez de evidéncias moleculares ligadas aos mecanismos que
podem promover a leucemogénese e/ou alto risco de recaida do subgrupo LLA-CPB
com iIAMP21, os primeiros estudos baseados em analise genébmica com array based
comparative genomic hybridisation (aCGH) comecaram a caracterizar melhor essa
anormalidade. Um deles identificou a presenca de uma regido comum de amplificagao
(RCA) e uma regido comum de dele¢do (RCD) na regido telomérica (Figura 1.11), os
guais abrangem regides de aproximadamente 6 e 9 Mega bases (Mb),
respectivamente, principalmente no braco longo do cromossomo 21 de todos os
pacientes com iAMP21, representando a Unica anormalidade recorrente
(STREFFORD et al., 2006; RAND et al., 2011).
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Figura 1.11 Resumo das anormalidades no cromossomo 21 em pacientes iAMP21 resultantes dos
dados de aCGH. Heat map detalhando as regides de delegdo (vermelho), ganho (verde) e cépias
normais (branca) em relagéo a localizagdo genémica. [Modificado de RAND et al. 2011]

Na RCA (entre 33,192 e 39,796 Mb) foram detectados a presenca de 47 genes que
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codificam proteinas (Tabela Anexo 1.1), incluindo o gene RUNX1 e outros genes
pertencentes a Down Syndrome critical region (DSCR), assim como 20 pseudogenes,
18 RNAs nao-codificantes e um unico miRNA (miR-802). Através de analise de perfil
de expressdo génica global, foi demonstrado uma expressao diferencial de 66% dos
genes localizados nesta regido. Entretanto, os mecanismos de acao desses genes na
patogénese das LLA-CPB com IAMP21, até este momento, permanecem
desconhecidas (STREFFORD et al., 2006). Tal expresséo foi atribuida ao aumento no
ganho de material genético. Dentre os genes pertencentes a RCA, constam GART
(21g22.11), IFNGR2 (21g22.11), DSCR1 (21g22.12), DYRK1A (21g22.13), RUNX1
(21922.13) ETS2 (21922.2) e ERG (21g22.2) que conhecidamente desempenham
funcdes importantes no desenvolvimento e/ou na resposta terapéutica de varios

subtipos leucémicos (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Genes pertencentes a RCA de todos os pacientes com iAMP21

Gene Localizacdo Funcdo biolégica Referéncias

GART g22.11 Codifica proteinas na DNPS Zaza, 2004
IFNGR2 g22.11 Tranducao de sinais das células-tronco Kim et al., 2010
DSCR1 g22.12 Possivelmente na apoptose induzida por GC U,M et al. 2004
DYRK1A g22.13 Inibidor da via NFAT Birger; Izraeli, 2012
RUNX1 g22.13 Atua no desenvolvimento das CTHs Okuda et al., 2001

ETS2 g22.2 Regulador transcricional da familia ETS Ge et al., 2007

ERG g22.2 Regulador transcricional da familia ETS Chen et al., 2012

DNPS, de novo purine synthesis; CG, glicocorticoides; NFAT, fator nuclear de células-T ativadas;

CTHs, células-tronco hematopoiéticas.

O gene RUNX1 codifica um importante fator transcricional que regula o
desenvolvimento das células-tronco hematopoiéticas em todos os tipos de células
sanguineas maduras (OKUDA et al., 2001). O IFNGRZ2, interferon gamma receptor 2,
desempenha um papel na transducdo de sinais das células-tronco, que regulam a
proliferacdo celular. Em 2010, Kim e colaboradores tentaram investigar alguns
polimorfismos em genes que foram associados com um resultado desfavoravel de
imatinib na LMC. Um dos resultados mostrou que a resposta ao imatinib foi associada
a alteracbes no gene IFNGR2, o qual esta envolvido na via de sinalizacdo de IFN.
(KIM et al. 2010; HOLZER et al., 2013).

Os fatores de transcricdo ERG e ETS2 sdo membros da familia ETS que tem sido
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associado a alguns tipos de neoplasias, incluindo algumas malignidades
hematoldgicas (STANKIEWICZ; CRISPINO, 2013). Em 2013, Chen e colaboradores
realizaram um estudo comparativo em linhagens celulares de LLA sensiveis e
resistentes a glicocorticoides (CG), aos quais observaram padrbes distintos de
expressao génica. Os autores descobriram que o gene ERG estava diferencialmente
regulado nas LLAs sensiveis e resistentes. Os niveis de proteina ERG eram
substancialmente mais elevados em células CEM-C1-15 resistentes. A inibicdo de
ERG levava a um aumento da apoptose em ambas linhagens sensiveis e resistentes.
Em 2008, Ge e colaboradores demonstraram que ETS2 pode desempenhar um papel
fundamental na biologia da leucemia aguda megacarioblastica. Os transcritos de
ETS2 medidos por PCR em tempo real (RT-gPCR) foram 1,8 e 4,1 vezes,
respectivamente, mais elevados em leucemia aguda com sindrome de Down e
megacarioblastica. Além disso, a inducdo experimental de ETS2 conferiu diferencas
de sensibilidades a ARA-C e daunorrubicina, dependendo dos niveis de GATAL(GE et
al., 2007; CHEN et al. 2012).

O gene DYRKI1A codifica um dos dois inibidores da via NFAT na “DS-critical
region”. Em 2012, Birger e colaboradores publicaram um comentario sobre DYRK1A
na sindrome de Down (SD). As evidéncias experimentais e matematicas sugerem que
a via NFAT é inibida em individuos com SD devido a superexpressdo de DYRKI1A, o
gue leva ao aumento significativamente no risco de desenvolver leucemia aguda
megacarioblastica. (BIRGER; IZRAELI, 2012).

Em 2004, Shen e colaboradores demonstraram que o gene Down syndrome
critical region gene 1 (DSCR1), dentre um pequeno grupo de genes, € regulado
positivamente em células leucémicas apos tratamento com glicocorticéides (GCs) e,
portanto, € sugerido estarem envolvidos na apoptose induzida por GC upstream a
familia de proteinas Bcl-2 (U,M et al. 2004).

Em 2004, Zaza e colaboradores descobriram que a taxa de sintese “de novo
purine synthesis” (DNPS) e a expressdo de genes envolvidos nesta via, incluindo o
Phosphoribosyl glycinamide formyltransferase (GART) foram menores nos pacientes
LLA ETV6-RUNX1 positivo quando comparados com outros subtipos de LLA. A DNPS
€ um alvo dos agentes antileucémicos amplamente utilizados e uma menor taxa de

DNPS poderia tornar os pacientes LLA ETV6-RUNX1 positivos mais sensiveis a
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agentes antileucémicas que inibem DNPS. Portanto, uma maior expressado de GART
em pacientes IAMP21 positivos, poderia contribuir para o mau prognostico (ZAZA,
2004).

1.3.2.4.9.2 Leucemia linfoblastica aguda de células precursoras B com perfil iAMP21-
like

Recentemente, geramos evidéncias de que a técnica de Multiplex ligation-
dependent probe amplification (MLPA) poderia contribuir para uma melhor
identificacdo de casos sugestivos para iAMP21, ao compararmos 0s picos de material
gendmico entre os pacientes LLA-CPB. Tais pacientes foram agrupados de acordo
com o numero de sinais de RUNX1 pelo FISH e denominados como: Grupol [25
sinais RUNX1 (n=8)], Grupo 2 [2-4 sinais RUNX1 (n=31)], Grupo 3 [Sem dados
disponiveis de FISH (n=10)], Grupo 4 [Pacientes que tinham, pelo menos, uma copia
adicional do cromossomo 21, tais como SD e hiperdiploidia (Hyp+21) (n=8)]
[Modificado de FUKA et al. 2015].

Apoés as andlises do MLPA foram observados um perfil semelhante de ganho
de material genémico (quadrantes vermelhos) em alguns pacientes pertencentes aos
grupos 1, 2 e 3. J4 no grupo 4, nos quais estavam os casos com SD e hiperdiploidia
com adi¢cdo do cromossomo 21 (Hyp+21), notaram-se 0S menores sinais e picos de
ganho no material gendmico. O grupo 5, foi denominado ao conjunto de casos que
tiveram picos de material gendmico considerado normal pelo MLPA (MLPA normal)
(n=12)] (Figura 1.12) [Modificado de FUKA et al. 2015].
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Figura 1.12 Heat map dos picos de material gendmico das analises de MLPA obtidos a partir de um
conjunto de sondas. Os pacientes descritos sdo com = 5 sinais RUNX1 (n=8/Grupo 1), 2-4 sinais
RUNX1 (n=31/Grupo 2), sem dados disponiveis de FISH (n=10/Grupo 3) e os casos com SD e
hiperdiploidia com adicdo do cromossomo 21 (Hyp+21 (n=8), bem como material genbémico
considerado normal pelos picos de MLPA (n=12). [Modificado de FUKA et al. 2015]

Com base na similaridade do ganho de materiais genémicos observados em
alguns pacientes pertencentes principalmente nos grupos 1, 2 e 3, realizamos as
analises de agrupamento hierarquico e componentes principiais entre 0s cinco grupos
estudados e identificamos trés novas categorias de acordo com 0s picos do MLPA: A
terceira categoria continha os casos com 0s menores picos de material gendmico, e
constavam todos 0s casos pertencentes ao grupo 5 e um caso do grupo 3. A segunda
categoria incluiam os casos com picos intermediarios de material genémico, sendo
todos os casos do grupo 4 e um grande numero de casos dos grupos 2 e 3,
respectivamente. Ja a primeira categoria continha os casos com os maiores picos de
materiais gendémicos e reuniu todos os casos do grupo 1 e uma mistura de casos dos
grupos 2 e 3 (Figura 1.13). Diante disso, a primeira categoria reuniu uma mescla de
casos que exibia picos semelhantes de material gendmico e alguns casos com
caracteristicas de pacientes iIAMP21 (=5 sinais RUNX1 pelo FISH), além dos casos
gue nao preenchiam estes critérios para IAMP21. Apoiado nestes dados,
denominamos esta primeira categoria como LLA-CPB de perfil "IAMP21-like" a partir
das semelhancas entre os picos de material genémico pelo MLPA [Modificado de
FUKA et al. 2015].
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Figura 1.13 Andlise de componentes principais dos pacientes agrupados. Os individuos estédo
distribuidos de acordo com as semelhancas entre os perfis de material genémico através dos picos de
MLPA e representado por circulos codificados por cores que designam certos grupos de pacientes.
Circulos vermelhos demonstram a presenca de trés categorias principais. [Modificado de FUKA et al.

2015]
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2. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Conforme descrito anteriormente, os pacientes com leucemia linfoblastica
aguda de células precursoras B com iAMP21 tem um pior progndstico, alto risco de
recaida e uma sobrevida inferior em comparacao a outros subtipos leucémicos. Além
disso, existem poucos estudos que caracterizem este grupo. Sendo assim, faz-se
necessario uma melhor investigacdo sobre as suas particularidades para o melhor

entendimento biolégico e clinico.

Para a identificacdo da iIAMP21, a técnica de FISH vem sendo considerada o
método de escolha para o diagndstico laboratorial. Entretanto, a utilizacdo de apenas
um gene na sua deteccdo pode gerar resultados incorretos, visto que este
procedimento requer uma adequada integridade do DNA ou presenca de nudcleos
metafasicos. Esses pré-requisitos sdo fundamentais para que clones ocultos sejam
detectados, minimizando assim conflitos de resultados com cari6tipos hiperdiploides,

por exemplo.

A Regido comum de amplificacdo (RCA) de aproximadamente 6 Mb detectada
no bracgo longo do cromossomo 21 de todos os pacientes com iIAMP21, representa até
este momento a Unica anormalidade recorrente neste subtipo. Dentre os genes
presentes nesta regido, destacamos GART, IFNGR2, DSCR1, DYRK1A, RUNX1,
ETS2 e ERG, os quais realizam fun¢des importantes no desenvolvimento celular e/ou
na resposta terapéutica de varios subtipos leucémicos. Entretanto, o papel
desempenhado por estes genes nas LLAs-CPB com iAMP21 nao estd bem

estabelecido.

Recentemente, demonstramos que a técnica de MLPA poderia auxiliar na
identificacdo de casos sugestivos para iIAMP21 ao diagndstico. Neste contexto,
através de analises de agrupamento hierarquico e componentes principais baseadas
nos picos de MLPA sugerimos um grupo com perfil "IAMP21-like" (IAMP21-like) em

casos que nao teriam sido identificadas apenas por FISH.
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Com base nisso, nossa hipotese é de que os niveis diferenciais dos transcritos
de genes localizados na RCA poderiam contribuir na biologia e/ou auxiliar na melhor
caracterizacao dos casos iIAMP21-like e, casos com 3-4 sinais e =5 sinais de RUNX1
pelo FISH, aos quais sdo sugestivos para o diagnéstico de hiperdiploidia e IAMP21,
respectivamente.

Este tipo de abordagem nas LLA-CPB s&o de grande relevancia, visto que o
subgrupo iAMP21-like requer validacdo de dados gerados por estudos de escala
gendmica global, e os grupos vistos por FISH carecem de dados que confirmem o seu
status. Além disso, as informacOes obtidas neste estudo podem direcionar futuras
investigacbes que contribuam com a avaliacdo de risco, visto que a literatura ainda
necessita de trabalhos que identifiguem genes importantes para a leucemogénese

destes subgrupos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo principal

Identificar genes que possam ser potencialmente relevantes para a patogénese
elou caracterizacdo das LLAs de células precursoras B com amplificacdes recorrentes
no cromossomo 21.

3.2 Objetivos secundarios

» Avaliar os niveis transcricionais dos genes GART, IFNGR2, DSCR1, DYRKI1A,
RUNX1, ETS2 e ERG nos subgrupos de LLA-CPB;

» Analisar o numero de coOpias dos genes com niveis diferenciais de transcritos
nos subgrupos iIAMP21-like, 3-4 sinais e 25 sinais de RUNX1 pelo FISH;

» Examinar a correlacéo entre os niveis transcricionais e o status do numero de

copias génicas nos subgrupos iIAMP21-like, 3-4 sinais e 25 sinais de RUNX1

pelo FISH dos genes com niveis diferenciais de transcritos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Casuistica

Os sujeitos deste estudo sdo criancas e adolescentes (0-18 anos) com
diagndstico de LLA-CPB de acordo com os critérios da OMS, recebidas no Programa
de Hematologia-Oncologia Pediatricos (PHOP) do Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), Rio de janeiro do periodo de 2002 a 2015 que tinham
percentual de blastos 230%. A partir de 364 aspirados de MO, foram incluidos neste
estudo 74 casos que tinham ganho de material gendmico pelos perfis de MLPA. Estes
casos foram analisados por FISH, aos quais foram identificados 13 casos com 3-4
sinais de RUNX1 e 9 casos com 25 sinais de RUNX1, além de 13 casos com perfil
IAMP21-like detectados pelas analises de agrupamento hierarquico e componentes
principais (FUKA et al., 2015). Como grupo comparativo, foram incluidos 46 casos de
subtipos de LLA-CPB identificados com a fusdo ETV6-RUNX1 (n=13) e sem fusdes
génicas recorrentes (ETV6-RUNX1, TCF3-PBX1, BCR-ABL1 e KMT2Ar; n=15) pelas
analises de RT-PCR, com a anomalia SD (n=7), com cariotipo hiperdiploide com
adicdo do cromossomo 21 (HD+21; n=5) e com um perfil considerado normal pelo
MLPA (MLPA normal; n=6) como grupo normalizador. Estes dados estao

representados na figura 4.1.

Os dados clinicos dos pacientes foram enviados pelos médicos participantes
do estudo através da rede de colaboracdo do PHOP pelo preenchimento do

formulario (Anexo |) e plataforma eletrénica (imunomolecular.inca.gov.br).

Critérios de exclusdo: Foram excluidos casos com percentual de blastos inferior a

30% e/ou baixa viabilidade celular.

Para a utilizacdo destas amostras no estudo foi solicitada aos responsaveis
legais a autorizacdo através da concordancia expressa pela assinatura do termo de
consentimento livre e assistido (TCLE) (Anexo I1). O projeto foi devidamente aprovado
pelo comité de ética em pesquisa (CEP) do INCA sob o numero de protocolo CAAE
#626.268 em 28 de abril de 2014 (Anexo llI).
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4.2 Desenho de estudo

=
——
s

Figura 4.1 Fluxograma do estudo.

a, Outros subgrupos de LLA-CPB: fusdo ETV6-RUNX1 (n=13), sem fusGes génicas recorrentes (ETV6-RUNX1,
BCR-ABL1, TCF3-PBX1, r-KMT2A; n=15), SD (n=7), hiperdiploidia com copias adicionais do cromossomo 21
(HD+21; n=5) e casos sem alteracdes no nimero de cdpias do cromossomo 21 pelos picos de MLPA (normal
MLPA; n=6).



4.3 Identificagéo e caracterizagao dos subtipos LLA-CPB

Segundo a logistica do PHOP, as amostras seguiram um algoritimo de testes
até a sua caracterizacdo e diagnéstico (www.inca.gov.br/phop; POMBO-DE-OLIVEIRA
et. al., 2008).

Em resumo, foram realizadas andlises morfolégicas em laminas de medula
0ssea e/ou sangue periférico através da coloracao pelas substancias “May-Grunwald-

Giemsa” para distin¢do entre as linhagens mieloide e linfoide.

Posteriormente as avaliacdes citomorfologicas as amostras foram submetidas a
analises imunofenotipicas com anticorpos monoclonais (AcMos) conjugados e
direcionados para antigenos intracelulares e de superficie. A caracterizacdo
imunofenotipica incluiu um painel de triagem com os AcMos intracelulares anti-
mieloperoxidase (MPO), CD79% e CD3 e AcMos para superficie celular CD45, CD19 e
CD34. Ap6s a definicdo de linhagem pela triagem, foi realizada identificacdo do
subtipo LLA-CPB com um painel que contempla os AcMos anti-Terminal
Deoxynuceotidyl Transferase (cyTDT), CD20, CD45, CD19, CD10, CD9 cylgM, CD58,
CD66¢c, CD123, CD38 e CD13+CD33. Em seguida, as células marcadas com os
AcMos foram adquiridas e analisadas pelo citbmetro de fluxo FACScanto Il 2350 da

BD Biosciences, San Jose, CA.

A caracterizacdo citogenética-molecular foi realizada apdés a confirmacao
leucémica pelas andalises morfologicas e imunofenotipicas. As alteragbes que séo
frequentemente encontradas neste subgrupo, tais como ETV6-RUNX1, hiperdiploidia,
TCF3-PBX1, BCR-ABL1, KTM2A-r e iAMP21 foram rastreadas utilizando técnicas

importantes como RT-PCR, citogenética convencional e FISH.

4.4 Preparo das amostras para a avaliagao da expressao génica
4.4.1 Extracdo de RNA

O RNA das amostras de MO leucémicas foram extraidos e purificados apés a
caracterizagdo imunofenotipica e o armazenamento em trizol. O ensaio foi realizado

de acordo com as instru¢des descritas no protocolo do fabricante.
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Em cada tubo de 1,5 mL contendo as células armazenadas com trizol, foram
adicionados 200pul de cloroformio, e agitado por certa de 15 segundos, sendo em
seguida incubada a temperatura ambiente por 3 minutos. Os tubos, entdo, foram
centrifugados a uma temperatura de 4°C, a 1.400 rpm por 15 minutos. ApGs essa
centrifugacéo, a fase liquida, separada pela centrifugacdo, foi transferida para um
novo tubo de 1,5 mL e, a ela foram adicionados 500uL de isopropanol, e incubando
em seguida a temperatura ambiente por 30 minutos. ApGs esse tempo, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 14.000 rpm a 4°C. O sobrenadante separado pela
centrifugacdo é desprezado e, ao tubo foi adicionado 1mL de Etanol a 75%, sendo
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm a 4°C. Mais uma vez o sobrenadante foi
desprezado por inversdo e, os tubos foram deixados abertos para uma melhor
evaporacao do etanol. O pellet foi ressuspenso com 20uL de H20O DEPC (dietil
pirocarbonato) e entéo, incubados por 10 minutos no banho seco a 60 °c.

Para avaliar a qualidade e a viabilidade do RNA extraido foi feita uma
eletroforese com 1pul do produto da extracdo em gel de agarose a 1,5% corado com
GelRed (Uniscience). Prosseguiram no estudo, todos os RNAs aos quais foram
possiveis observar as duas bandas ribossomais de 28S (superior) e 18S (inferior), o
gue assegura a integridade do mesmo e pode ser observado na figura 4.2. Os RNAs

gue néo tinham esse padrdo foram excluidos.
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Figura 4.2 Gel de eletroforese sobre a integridade do RNA. Foto do gel corado com GelRed, mostrando
a presenca das duas bandas ribossomais 28S e 18S. C: RNA controle; (1-9): RNAs representativos do
estudo. Foram excluidos do estudo os RNAs aos quais ndo tinham as bandas ribossomais semelhantes

aos observados no controle.
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Os que apresentaram uma boa viabilidade nos géis de eletroforese foram
guantificados com 1,0 yl de RNA através de um espectrofotdbmetro (NanoDrop1000),
ajustando-se o fator de diluicho para a unidade de concentracdo ng/ul. As

absorbancias foram de 260nm e 280nm.

4.4.2 Sintese de DNA complementar

Apbés a avaliagdo do RNA extraido foi realizado a sintese do DNA
complementar (cDNA) seguindo o protocolo da Invitrogen (Kit Invitrogen) a partir de
3ug de RNA.

A primeira etapa da sintese de cDNA consiste na adequacao da quantidade do
volume da reacéo. O volume total para cada tubo foi de 8,2uL, sendo 3ug de RNAe o
restante em H20 DEPC. Em seguida foram adicionados 1uL de tampéo 10x e 0,8uL
da DNAse Il, enzima utilizada para eliminar qualquer contaminacao por DNA residual
na amostra. Em seguida as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Apos esse tempo, foi adicionado 1uL de EDTA (25mM), e seguidamente
incubado a 65 °C por 15 minutos e, resfriado no gelo por 1 minuto. A segunda etapa
da sintese consiste na transcricdo do RNA. Para tal, foram adicionados 1uL de oligo
dT e 1uL e dNTP incubando novamente a 65 °C e colocado no gelo por 1 minuto.
Logo depois foram adicionados 4uL de tampéo 5x, 2uL de DTT e 1uL de H20 DEPC,
incubando em seguida a 42 °C por 2 minutos. Apos esse intervalo, foi adicionada 1uL
da enzima SuperScript, incubando a 42° por 50 minutos, seguido de 15 minutos a
70<C. Ao final o cDNA foi diluido em 30 pyL de H,O DEPC.

4.4.3 Integridade do cDNA por PCR

A reacao de sintese do cDNA foi verificada através da amplificacdo do gene
constitutivo GAPDH (Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) pela técnica de RT-PCR.
Em um tubo de 1,5 mL foram preparadas as solu¢ées com o volume final de 20pL.
Foram adicionados 2,0 yL do cDNA sintetizado e 0s seguintes reagentes: solucéo
tampdo 1x (Invitrogen), cloreto de magnésio 2,5mM (Invitrogen), dNTPs 200mM
(Qiagen), primers iniciadores 400mM cada, 1 unidade de Tag DNA polymerase
(Invitrogen) e agua estéril para completar o volume da reagéo. Essas reacfes foram

realizadas em um termociclador PCR-System 9700 e seguiram 0s seguintes ciclos e
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temperaturas: desnaturacédo inicial a 95T por 30 se gundos, desnaturacdo de 94T
por 30 segundos, anelamento de 60C por 30 segundos, extensédo de 72T por 45
segundos e apos 35 ciclos uma extensao final a 72C por 10 minutos. Os produtos do
PCR da sintese do cDNA foram confirmadas por uma corrida de eletroforese em gel
de agarose a 1,5% corado com GelRed. Seguiram no estudo, todos os cDNAs aos
guais foram possiveis observar a banda amplificada do gene constitutivo GAPDH com
aproximadamente 419 pb, como pode ser observado na figura 4.3.

419pb

Figura 4.3 Gel de eletroforese da PCR para a detec¢éo dos produtos de 419pb do gene GAPDH para a
comprovacado da presenca do cDNA amplificado de amostras representativas do estudo. (CN) Controle

negativo — agua; (1-8) Amostras representativas do estudo; (100pb) Marcador de peso molecular.

4.4.4 RT-gPCR
4.4.4.1 Selecao do gene constitutivo

Para identificar o gene constitutivo mais estavel foram selecionados trés genes
conhecidamente utilizados como controle enddégeno. A estabilidade dos mesmos
foram avaliadas por RT-gPCR a partir de cinco amostras de LLA-CPB. Os genes
selecionados foram: GAPDH, ACTB (B-actina) e o 18S (RNA ribossémico 18S)
conforme informado na tabela 3.1.
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Tabela 3.1 Genes de referéncia utilizados para avaliagdo quanto a estabilidade da expresséo

Gene candidato ~ Sentido Sequéncia (5° — 3) Amplicon (pb)

Senso TGACCCCTTCATTGACCTCA

GAPDH 419
Anti-senso  AGTCCTTCCACGATACCAAA
Senso CAGCAGATGTGGATCAGCAAG

ACTB _ 151
Anti-senso  GCATTTGCGGTGGACGAT
Senso ATGATAACTCGACGGATCGC

18S 105

Anti-senso CTTGGATGTGGTAGCCGTTT

ApoOs as analises foram observados que os genes GAPDH e ACTB tinham as médias
de dCTs semelhantes entre os casos avaliados, como podem ser observados na
figura 4.4.
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Figura 4.4 Analise de selecdo do gene constitutivo por RT-qPCR.

Com base nestes dados e nos relatos da literatura, o GAPDH foi eleito como
gene constitutivo para as analises dos niveis de transcritos génicos deste estudo,
visto que existem trabalhos que utilizam o mesmo gene nas avaliagcbes de expressao
génica (STREFFORD et al., 2006).
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4.4.4.2 Desenho dos oligonucleotideos

Os primers iniciadores para cada transcrito avaliado foram desenhados usando

a ferramenta Primer3 e estdo listados na tabela 3.2 abaixo.

Tabela 3.2 Oligonucleotideos utilizados para a avaliagéo da expressao génica por RT-gPCR

Oligo Sentido Sequéncia (5° — 3) Amplicon (pb)
Senso GGTCTTGCAGCTGGAAAA
GART _ 140
Anti-senso  TTGTTTCTCCAGCTGCCC
Senso GAGCTGGGAGCACTCCATT
IFNGR2 100
Anti-senso  CTGGGGTCACCTCAATGTTT
Senso ATGCGACCCCAGTCATAAA
DSCR1 120
Anti-senso  CTGGGAGTGGTGTCAGTCG
Senso TGTAACCCCAAACGCAGTG
DYRK1A _ 100
Anti-senso CCGATAAAAGCGACTCTGAA
Senso GAGCTGAGAAATGCTACCGC
RUNX1 120
Anti-senso  GTCAGAGTGAAGCTTTTCCC
Senso TTCCAAAGAACCCCTGGCTG
ETS2 160
Anti-senso GAACCTCTGCAGATTCACG
Senso AGTAGCCGCCTTGCAAAT
ERG 108

Anti-senso  GTGCCTTCCCAGGTGATG

(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi)

4.4.4.3 Eficiéncia de amplificacao

Para avaliar a eficiéncia de amplificacao dos primers utilizados no estudo foram
feitas curvas padrdo. O cDNA foi submetido a diluicbes seriadas, partindo da
concentracdo estoque de 60ng/uL, e depois nas razbes de 1:10 (6,0ng/uL), 1:100
(0,60ng/uL), 1:1000 (0,060Nng/uL) e 1:10000 (0,0060ng/uL), e avaliados por RT-gPCR.
As reag0Oes foram realizadas em duplicatas para cada uma das diluicdes do cDNA. Os
valores da eficiéncia de amplificacdo de cada primer foram determinadas através dos
Cts (Cycle threshold), os quais devem estar entre 95-100% de eficiéncia. Uma curva
padrdo de qualidade necessita que o coeficiente de correlacédo linear (r*) tenha os

valores >0,99 e o slope proximo de 3.33 (BUSTIN et al., 2009). As condi¢cbes de

39



ciclagem das reacdes estao descritas nas reacoes de RT-gPCR.

A construcédo do gréfico foi entre o log da concentracéo e o Ct. O grau de ajuste
da linearidade da reta (R? das reacdes de RUNX1, ERG, ETS2, IFNGR2, DYRKI1A,
DSCR1 e GART foram entre 0,99-1,0 e o coeficiente de inclinacdo da reta (slope)
foram entre 3.337-3.398. A eficiéncia de amplificacdo para cada primer utilizado foi
entre 95-100%, sendo assim considerados aceitaveis para os ensaios de RT-gPCR,

como demonstra a figura representativa 4.5.

Curva padrao - ERG

RZ=0.991 Slope =-3.375 Eficiéncia = 0.98%

42 17T= _* .y
40-........:.... A
38......_..:._..._..._....
10 10 1T 10 1
Concentracdo cDNA

Figura 4.5 Representagédo grafica de uma curva padrao. Gréfico da curva de ERG realizada entre o log
da concentracéo e o Ct.

CT, threshold cycle; R?, grau de ajuste da linearidade da reta; Slope, coeficiente de inclinacdo da reta.

4.4.4.4 Reacdes de RT-gPCR

As reagbes de RT-gPCR foram realizadas em duplicatas no termociclador
Rotor Gene Q 2plex HRM Platform System (Qiagen, Hilden, Alemanha) com a
incorporacdo do marcador fluorescente SYBR Green na dupla fita de cDNA em cada
ciclo. O volume final da reagéao foi de 15uL, dos quais continham 100-500 ng de
cDNA, 100 nM de cada primer e 0 SYBR® Green do kit GoTag® qPCR Master Mix
(Promega BioSciences, LLC, San Luis Obispo, CA), de acordo com o protocolo do
fabricante. As condi¢cdes de termociclagem continham uma incuba¢do de 2 minutos a
507C, seguida por uma desnaturacéo inicial de 5 min utos a 95C. Depois as rea¢des
seguiram 40 ciclos de 10 segundos a 95T, 30 segund os a 60T para o anelamento
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dos primers e extensdo das cadeias respectivamente, seguida de 30 segundos a
72T para a coleta do sinal. A curva de melting ou de dissociacéo foi gerada apos a
amplificacdo génica e compreendeu uma etapa de 5 segundos a 95T, seguido por

outra de 5 segundos a 55T e finalmente uma nova et apa a 5 segundos a 95<C.

Para a analise dos niveis transcricionais foram calculados os valores do Cycle
Threshold (CT) de cada amostra, utilizando-se as médias das duplicatas, como ilustra
a figura 4.6A. Em seguida, foram calculados os valores de delta Cycle Thresholds
(dCTs) a partir das diferencas médias entre cada sequéncia de interesse (RUNX1,
ERG, ETS2, IFNGR2, DYRK1A, DSCR1 e GART) pela constitutiva (GAPDH) (dCT=
CTinteresse — CTeonstitutivo). Para calcular o delta delta Cycle Thresholds (ddCT = dCTae -
dCTererencia) fOI realizada a diferenca entre os valores dos dCTs dos genes de interesse
em cada grupo alvo (3-4 sinais de RUNX1, =5 sinais de RUNX1 e iIAMP21-like) e os
dCTs da amostra calibradora selecionada no grupo de referéncia (MLPA normal) para
cada gene avaliado (MLPA normal = dCTcaibradtor RUNX1, dCTeaibrador IFNGR2, dCTeaiibrador
ERG, dCTeaibrador ETS2, dCTeaiibrador DYRK1A, dCTeaibrador DSCR1, dCTaibrasor GART).
Posteriormente, para medir as alteracbes nos niveis dos transcritos génicos, foi
utilizado o método do fold-change nos valores de ddCT de cada grupo alvo e de
referéncia respectivamente, através do calculo matematico 2D Os genes dos
grupos alvos foram considerados diferencialmente expressos, quando os valores de
fold-change foram maiores ou menores que o corte pré-estabelecido de 1. Além disso,
utilizamos a curva de melting para a identificacdo e distincdo dos diferentes
fragmentos amplificados através das temperaturas especificas de dissociacao
(temperatura de melting), como também ilustrado na figura 4.6B. O valor de CT é o
ciclo no qual os duplicados atingem o melhor ponto de detec¢ao da fluorescéncia pelo
equipamento (BUSTIN et al., 2009).
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Figura 4.6 Representacéo gréfica de amplificacdo por PCR em tempo real. (A) Amplificacdo dos niveis
de transcritos dos genes localizados na RCA. A linha de threshold detecta o ciclo na qual a reacdo
atinge a mais alta eficiéncia de amplificacdo. (B) Curva de melting na distincdo dos diferentes

fragmentos amplificados.

4.5 Preparo das amostras para a avaliacdo das variagcdes no numero de copias
4.5.1 Extracdo de DNA

Para os ensaios de avaliagdo do numero de copias génicas, os DNAs foram
obtidos a partir de células mononucleadas apds a exclusdo das hemécias. As
extracbes foram realizadas por meio do kit Blood DNA isolation (Qiagen, Hilden,
Holanda), de acordo com as instru¢bes descritas no protocolo do fabricante. Em
seguida, foram utilizados 1,0 yl do DNA para a quantificacdo através de um
espectrofotometro (NanoDrop1000), no qual ajustou-se o fator de diluicdo e a

concentracdo em ng/ul. As absorbancias avaliadas foram de 260nm e 280nm.
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4.5.2 Reacdes de PCR quantitativo das variagfes do numero de copias

As alteracbes no numero de copias dos genes diferencialmente expressos
foram realizadas em triplicatas no termociclador ViiA™ 7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando os ensaios de TagMan® (Applied Biosystems, EUA)
para as regibes especificas. O gene Telomerase reverse transcriptase (TERT)
localizado no cromossomo 5 na regido 5p15.33, foi recomendado pelo fabricante
como controle interno de referéncia para calcular o nimero de cépias dos genes alvos

e, para confirmar que a reacao foi amplificada com sucesso.

Os ensaios de gPCR foram realizados de acordo com o protocolo do fabricante
e, continha 4ng/ul de DNA, 10ul de Master mix do ensaio TagMan® Copy Number
Reference (2x) (Applied Biosystems, EUA), 1ul de TagMan copy number das regifes
especificas de ERG e ETS2 (20x solucdo de uso) e 1ul de TagMan reference para as
regides especificas do controle endégeno TERT (20x working stock), além de 4pul de
agua ultrapura livre de nuclease, completando o volume final total para 20 pL. As
ciclagens das reacfes tinham uma temperatura inicial de 95° C durante 10 minutos,

seguido por 40 ciclos de 95T durante 15 segundos e 60T por 1 minuto.

Para as analises do numero de copias foram calculados os valores de dCT a
partir de um limiar pré-determinado pelo fabricante (CT threshold = 0,2), como
ilustrado na figura 4.7, entre a diferenca dos valores de CTs dos genes de interesse e
o gene referéncia (TERT). Para o calculo do ddCT (ddCT = dCTawo - dCTieterencia) fOI
realizada a diferenca entre os valores dos dCTs dos genes alvos em cada grupo de
interesse (3-4 sinais de RUNX1, =5 sinais de RUNX1 e iAMP21-like) e os dCTs da
amostra calibradora selecionada no grupo de referéncia (MLPA normal) para cada
gene avaliado, usando o software CopyCaller™ PN 4412907 (Applied BioSystems,
EUA). Além disso, foram utilizados um controle negativo (agua ultrapura) e amostras
de pacientes com SD e HD+21 como controle positivo de amplificacdo, visto que os
mesmos sabidamente apresentam pelo menos uma cépia de material genémico a

mais.

43



ARnN vs Cycle (Linear)

ARn (Linear)
o © = a4 s aN NN
o N o N @ N o N @
g & 8 8% 8 & 8 ® 8
X
DN
N
N
N

o
N
o
o

e
=]
5}

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycle

Figura 4.7
Representacéo grafica de amplificagdo por PCR em tempo real a partir de um limiar informado pelo
fabricante (CT=0,2). A linha de threshold detecta o ciclo na qual a reacdo atinge a mais alta eficiéncia

de amplificacao.

4.5.3 Critérios para as analises combinadas de expressao génica e niumero de copias.

Para realizar as analises combinadas entre os niveis de transcritos e status do
namero de copias génicas foram estabelecidos alguns critérios importantes para
classificar os casos dos subgrupos de LLA-CPB com amplificagdes recorrentes no
cromossomo 21. Os niveis de expressao foram classificados em alto ou baixo de
acordo com a meédia dos transcritos (média dCT=5,8) de todos os genes avaliados
entre os 82 casos de LLA-CPB analisados no estudo [fusdo ETV6-RUNX1 (n=13);
sem fusdes génicas recorrentes (ETV6-RUNX1, BCR-ABL1, TCF3-PBX1, r-KMT2A;
n=15); SD (n=7); hiperdiploidia com cdpias adicionais do cromossomo 21 (HD+21;
n=5); casos sem alteracbes no numero de copias do cromossomo 21 pelos picos de
MLPA (normal MLPA; n=6); 3-4 sinais de RUNX1 (n=14); =5 sinais de RUNX1 (n=9);
iIAMP21-like (n=13);]. Sendo assim, foram considerados casos com niveis de
expressao relativa elevada aqueles com o dCT acima ou igual a 5,8 e, expresséo
reduzida aqueles casos com dCT menor que 5,8. O status do numero de cépias foi
estabelecido de acordo com o critério internacionalmente conhecido para designar
amplificagbes génicas, a qual considera uma amplificagdo os casos com mais de

cinco (2 normais + 3 adicionais) copias génicas.
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4.5.4 Andlises estatisticas

As analises de expressdo génica e de variagbes do numero de cépias génicas
entre 0Ss grupos comparativos foram realizadas usando o teste t de Student. Os
valores de p<0,05 foram considerados como estatisticamente significantes usando o
programa Graph Pad Prism 4.02 (La Jolla. CA), com intervalos de confianca de 95%.
A correlacdo entre os transcritos génicos e as alteragcbes no numero de cépias foi

avaliada usando os testes de Pearson.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas clinico-demogréficas e laboratoriais dos pacientes

O presente estudo incluiu 82 casos de LLA-CPB sendo 6 casos com um perfil
considerado normal pelo MLPA (MLPA normal; n=6) como grupo normalizador, com
idade entre 0-18 anos que foram diagnosticados no periodo de 2002 a 2015 no
PHOP. As caracteristicas clinico-demograficas e laboratoriais dos trés grupos de
pacientes com amplificacdes recorrentes no cromossomo 21 encontram-se descritas
na Tabela 5.1, tais como com 3-4 sinais de RUNX1 (n=14), = 5 sinais de RUNX1 (n=9)
e com perfil IAMP21-like (n=13).

A distribuicdo dos grupos de género, idade, contagem leucocitaria,
imunofenotipagem e de risco foi semelhante entre pacientes com 3-4 sinais de
RUNX1, = 5 sinais de RUNX1 e com perfil IAMP21-like. A proporcdo de pacientes do
sexo masculino foi maior nos trés grupos com amplificacdes recorrentes. A maioria
dos pacientes dos grupos iIAMP21-like, 3-4 sinais de RUNX1 e = 5 sinais RUNX1
foram diagnosticados com idades entre um e dez anos, com idade média de 6,9, 6,1 e
3,6 anos, respectivamente. A contagem leucocitaria foi <50 x 10%I nos trés grupos. No
entanto, a meédia foi ligeiramente menor no grupo de pacientes com perfil IAMP21-like
(18,7x10°%1). O imunofenotipo predominante foi LLA-comum, 10/14 (71,4%), 9/9
(100,0%) e 12/13 (92,3%) em pacientes com 3-4 sinais RUNX1, =5 sinais RUNX1 e

IAMP21-like, respectivamente.

O grupo comparativo dos pacientes com outras LLAs—CPB incluem os casos com
ETV6-RUNX1 (n=13), sem fusBes génicas conhecidas (n=15), hiperdiploidia com
copias adicionais do cromossomo 21 (n=5), sindrome de Down (n=7) e sem
alteracdes no numero de copias do cromossomo 21 pelos picos de MLPA (n=6). Estes
grupos estao descritos na tabela 5.1. Foram observados resultados semelhantes aos
trés grupos de pacientes amplificacbes recorrentes no cromossomo 21. De modo
geral, o grupo comparativo tinha um numero maior de casos de sexo masculino
(54,4%), idade média entre 1-10 anos (71,7%) e contagem leucocitaria <50 x 10|
(71,7%).
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Tabelas 5.1 Variaveis demogréficas e laboratoriais de 76 pacientes LLA-CPB pediatricos

Caracteristicas 3-4 RUI_\IXla 25 R_UNXla iAI\/!PZlb Outras
Sinais sinais like LLA-CPB

Total n (%) 14 (100.0) 9 (100.0) 13 (100.0) 46 (100.0)
Género

Feminino 6 (42.9) 3(33.3) 3(23.1) 21 (45.6)

Masculino 8 (57.1) 6 (66.7) 10 (76,9) 25 (54.4)
Faixa etaria (anos)

Média 6.1 (0.5-10) 3.6 (0.5-10) 6.9 (0.5-10) 7.3 (0.5-10)

<1 0 (0.0) 1(11.1) 0(0.0) 1(2.2)

1-10 11 (78.6) 8 (88.9) 10 (76,9) 33 (71.7)

>10 3(21.4) 0 (0.0) 3(23.1) 12 (26.1)
Cont. leucocit. (x 10%/1)

Mediana® 19.5 (10-100) 23.8 (10-100) 18.7 (10-100) 76.6 (10-100)

<50 10 (71.4) 6 (66.7) 9 (69.2) 33 (71.7)

250 4 (28.6) 3(33.3) 4 (30.8) 13 (28.3)
LLA-CPB SD - - - 7 (15.2)
Sub.citog. Mol.

S/ fusBes conhecidas - - - 15 (32.6)

ETV6-RUNX1 1 1 - 13 (28.3)

HD+21 - - - 5 (10.9)

N. de cdpias normais® - - - 6 (13.0)
Subtipo LLA-CPB

LLA-comum 10 (71.4) 9 (100.0) 12 (92.3) 41 (89.1)

LLA-pré B 4 (28.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 5 (10.9)

2Definido por analise de FISH.
® Definido por andlises de agrupamento hierarquico e de componentes principais dos dados MLPA.
¢10.000-100.000); “Definido pelo de conjunto de sondas SALSA MLPA P327.

n, nimero; s, sem; SD, sindrome de Down; LLA-CPB, leucemia linfoblastica aguda de células

precursoras B; HD+21, hiperdiploidia com cépias adicionais do cromossomo 21.
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5.2 Niveis de transcritos entre as LLAs-CPB versus amostra calibradora (MLPA

normal)

Primeiramente foram comparados os niveis de RNAmM dos genes RUNXI,
IFNGR2, ERG, ETS2, DYRK1A, DSCR1 e GART entre os aspirados de MO dos
pacientes diagnosticados com LLA-CPB (n=76) e da amostra calibradora (n=1) do
grupo controle LLA-CPB com um perfil considerado normal pelo MLPA. Conforme
esperado e, em virtude a heterogeneidade molecular dos casos LLA-CPB incluidos,
foram observadas grandes variacdes na expressdo génica. Os dados mostraram que
todos os genes avaliados nos casos com LLA-CPB estavam, pelo menos, uma vez
mais expresso em comparacdo a amostra calibradora do grupo controle, como

demonstrado na figura 5.1.
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Figura 5.1 Quantificacdo dos niveis de expresséo relativa por RT-qPCR dos genes RUNX1, IFNGR2,
ERG, ETS2, DYRK1A, DSCR1 e GART. Os diagramas Box plot retratam os valores de Fold-change
dos pacientes com LLA-CPB [s/ fusdes génicas (n=15), ETV6-RUNX1 (n=13), c/ sindrome de Down
(n=7), c/ hiperdiploidia cromossomo 21 (n=5), iIAMP21-like (n=13), =5 sinais RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais
RUNX1 (n=14)] e da amostra calibradora do grupo controle (MLPA normal).
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5.3 Niveis de transcritos entre as LLAs-CPB com alteracbes no cromossomo 21

versus as outras LLAs-CPB.

Em seguida, foram comparados os niveis de transcritos entre os subgrupos de LLA-
CPB com copias adicionais ou amplificacbes no cromossomo 21 (3-4 sinais de
RUNX1; =5 sinais de RUNX1; iAMP21-like; SD; HD+21) e os outros subtipos de LLA-
CPB sem alteragbes no cromossomo 21 (ETV6-RUNX1 e sem fusbes génicas
recorrentes). Foram observados que todos o0s genes avaliados nos casos com
alteracbes no cromossomo 21 estavam pelo menos uma vez mais expresso, em
comparacdo aos casos do grupo sem alteracbes no cromossomo 21, como
demonstrado na figura 5.2.
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Figura 5.2 Quantificacdo dos niveis de expressao relativa dos genes RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,
DYRK1A, DSCR1 e GART entre os grupos de LLA-CPB sem altera¢cdes no cromossomo 21 [s/ fusBes
génicas (n=15) e ETV6-RUNX1 (n=13)] e com altera¢gdes no cromossomo 21 [c/ sindrome de Down
(n=7), c/ hiperdiploidia cromossomo 21 (n=5), iIAMP21-like (n=13), =25 sinais RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais
RUNX1 (n=14)] e da amostra calibradora do grupo controle (MLPA normal).
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5.4 Analise dos niveis de transcritos por subgrupo de LLA-CPB

Para melhor caracterizar os casos de LLA-CPB (n=76), foram o0s niveis
transcricionais dos genes incluidos neste estudo, entre os diferentes subtipos de LA-
CPB, tais como s/ fusdes génicas (n=15), ETV6-RUNX1 (n=13), ¢/ sindrome de Down
(n=7), c/ hiperdiploidia do cromossomo 21 (n=5), iIAMP21-like (n=13), =5 sinais
RUNX1 (n=9) e 3-4 sinais RUNX1 (n=14). As analises demonstraram diferencas nos
niveis de transcritos entre 0s subtipos leucémicos de células precursoras B, no qual
alguns genes estavam pelo menos uma vez mais expresso em um determinado
subtipo que outro. Foi observado um aumento de expressdo estatisticamente
significante do gene ERG no grupo LLA-CPB iAMP21-like quando comparados aos
grupos s/ fusdes génicas (**p=0.01) e ETV6-RUNX1 (**p=0.01), do gene DSCR1 no
grupo LLA-CPB com 3-4 sinais de RUNX1 em relagdo ao grupo ETV6-RUNX1
(*p=0.03) e do gene GART no grupo LLA-CPB com 3-4 sinais de RUNX1 quando
comparados aos grupos s/ fusdes génicas (*p=0.04) e ETV6-RUNX1 (*p=0.04)

respectivamente, como demonstrado na figura 5.3.
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Figura 5.3 Quantificacdo dos niveis de expressao relativa dos genes RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,
DYRK1A, DSCR1 e GART entre os subgrupos de LLA-CPB. Os diagramas Box plot retratam os valores
de Fold-change dos diferentes subgrupos de LLA-CPB.
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5.5 Identificacdo de genes diferencialmente expressos

Com a intengéo de identificar genes com expressao diferencial no grupo com
amplificagdes recorrentes no cromossomo 21 [IAMP21-like (n=13), =5 sinais RUNX1
(n=9) e 3-4 sinais RUNX1 (n=14)], os niveis transcricionais dos genes deste grupo
foram avaliados e comparados entre os mesmos dos grupos sem alteracdes no
cromossomo 21 [s/ fusdes génicas (n=15) e ETV6-RUNX1 (n=13)] e com cébpias
adicionais do cromossomo 21 [sindrome de Down (n=7) e hiperdiploidia cromossomo

21 (n=5)], respectivamente.

Nestas analises foram observados um aumento de expressdo relativa
estatisticamente significante dos genes RUNX1 (*p=0.015), IFNGR2 (*p=0.033),
ETS2 (**p=0.008), DYRK1A (*p=0.04), DSCR1 (*p=0.03) e GART (*p=005) no subtipo
LLA-CPB com 3-4 sinais de RUNX1 quando comparado ao grupo LLA-CPB sem
alteracdes no cromossomo 21, dos genes ERG (***p=0.001) e DYRK1A (*p=0.011) no
subtipo LLA-CPB com perfil IAMP21-like quando comparado ao grupo LLA-CPB sem
alteracdes no cromossomo 21, do gene ERG (*p=0.013) no subtipo LLA-CPB com =5
sinais RUNX1 quando comparado ao grupo LLA-CPB sem altera¢cées no cromossomo
21 e do gene DSCR1 (*p=0.024) no subtipo LLA-CPB com 3-4 sinais de RUNX1

guando comparado ao grupo LLA-CPB com copias adicionais do cromossomo 21.

Entretanto, tomando como base 0s niveis transcricionais observados no grupo
LLA-CPB com copias adicionais no cromossomo 21, o qual nota-se que todos os
genes avaliados estdo pelo menos uma vez mais expresso que a amostra calibradora
(figura 5.4), entendemos que 0S mesmos genes avaliados nos subtipos com
amplificagbes recorrentes no cromossomo 21 que estivessem com um perfil de
expressdo semelhante ao grupo com cépias adicionais, poderiam ser considerados
diferencialmente expressos. Sendo assim, identificamos que os genes ERG e ETS2
estavam com um perfil de expressao semelhante ao grupo LLA-CPB com cépias
adicionais nos trés subtipos com amplificagbes recorrentes, iIAMP21-like, 25 sinais
RUNX1 e 3-4 sinais RUNX1, respectivamente (figura 5.4). O mesmo pdde ser
observado com os genes DSCR1 e GART. No entanto, também notamos que 0s
mesmos genes, DSCR1 e GART, estavam com expresséao elevada no grupo LLA-CPB
sem alteracbes no cromossomo 21. Em virtude disso, compreendemos que apenas 0S

genes ERG e ETS2 tinham uma expressdao génica elevada nos subtipos com

52



amplificacdes recorrentes, e os elegemos para a avaliacdo do status do ndmero de

copias génicas, como pode ser observado na figura 5.4.

15
144 Bl Grupo normalizador (MLPA normal)

g 131 3 Grupo LLA-CPB s/alt. cromossomo 21 (n=28)
2 Grupo LLA-CPB c/cépias adicionais cr.21 (n=12)
Grupo LLA-CPB iAMP21-like (n=13)

BB Grupo LLA-CPB >5 sinais RUNX1 (n=9)

EE Grupo LLA-CPB 3-4 sinais RUNXT (n=14)
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Figura 5.4 Quantificacdo dos niveis de expressao relativa dos genes RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,
DYRK1A, DSCR1 e GART entre os grupos de LLA-CPB sem alteracbes no cromossomo 21, com
cépias adicionais no cromossomo 21 e com amplificacBes no cromossomo 21 [iIAMP21-like, =5 sinais
RUNX1 e 3-4 sinais RUNX1]. Os diagramas Box plot retratam os valores de Fold-change dos diferentes
grupos de LLA-CPB.
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5.6 Analise do numero de coépias génicas de subtipos especificos de LLA-CPB

Apdés as analises por RT-gPCR que demonstraram uma expressao diferencial
dos genes ERG e ETS2 no grupo com amplificacées recorrentes, foram realizadas
avaliacdes nos perfis de niumero de copias destes genes entre os grupos de LLA-CPB
sem alteracdes no numero de copias do cromossomo 21 (MLPA normal), SD, HD+21
e com amplificagcdes recorrentes, tais como 3-4 sinais de RUNX1, 25 sinais RUNX1 e
IAMP21-like.

Segundo o critério internacionalmente conhecido para designar amplificacfes
génicas, as analises das variacdes no numero de copias dos genes ERG e ETS2
primeiramente foram realizadas separadamente. Todos os casos do grupo MLPA
normal revelaram um status normal do niumero de copias para ambos os genes. Para
0s subgrupos com SD e HD+21 foram observados copias adicionais de ERG e ETS2.
Seguindo a mesma linha, foram verificados amplificagbes nos genes ERG e ETS2 na
maioria dos casos com 3-4 sinais RUNX1, =5 sinais RUNX1 e iAMP21-like. Além
disso, foram detectados alguns casos com cinco ou mais copias de ambos 0s genes

(figura 5.5), 0 que sugere que tais casos possam ser IAMP21.
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Figura 5.5 Quantificacdo do niumero de cépias dos genes ERG e ETS2 nos diferentes subtipos de LLA-
CPB. A linha horizontal divide os nimeros de cépias dos genes ERG e ETS2 abaixo e acima de cinco

respectivamente.
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Em seguida, as varia¢cdes no numero de copias foram avaliadas pela média de
ambos 0s genes descritos. Mais uma vez os casos do subgrupo MLPA normal
revelaram um status normal, com duas coépias génicas. A maioria dos casos dos
subgrupos com SD e HD+21 tinham trés copias génicas. Os subgrupos com 3-4 sinais
RUNX1, = 5 sinais RUNX1 e iAMP21-like exibiam entre duas e quatro cépias dos
genes ERG e ETS2 na maior parte dos casos. Entretanto, foram observados varios
casos que tinham cinco ou mais coOpias génicas entre os trés subgrupos com
amplificagdes recorrentes no cromossomo 21, 3-4 sinais RUNX1, =5 sinais RUNX1 e
IAMP21-like (figura 5.6). Estes dados mais uma vez mostram que estes casos podem
ser IAMP21, visto que apresentam cinco ou mais copias de ERG e ETS2, o que néao

foi visto para o gene RUNX1 por FISH.

12

MLPA normal (n=6) SD (n=5) HD+21 (n=4) 3-4 sinais de RUNX1 (n=14) | >5 sinais de RUNX1 (n=9) iAMP21-like (n=12)
134
<
E 12 o
. 114
&
5 10
& 91 oo g
o
.8 8 —
o o o
g 7 °
o
s 6 o
£ s > e
< ~%o° o °s
o 4 o (]
T o [eX>] o
s —— ©o o
2 3 —c—o ° o®° °
o
= | o©o o
24 oxpoee . ) o
1 -
0

Figura 5.6 Quantificacdo do nimero médio de cépias génicas de ERG e ETS2 nos diferentes subtipos
de LLA-CPB. Circulos abertos definem o nimero médio dos casos entre os subgrupos e a linha
horizontal tracejada divide os pacientes com numeros médios de copias dos genes ERG e ETS2

abaixo e acima de cinco respectivamente.

5.7 Analise de correlacdo entre os niveis de transcritos e niamero de cépias de ERG e
ETS2.

Com o intuito de averiguar se 0s niveis elevados de transcritos dos genes ERG
e ETS2 eram consequéncia do ganho de material genético nos trés subgrupos de
LLA-CPB, 3-4 sinais RUNX1, = 5 sinais RUNX1 e iAMP21-like respectivamente, foram
realizadas analises de correlacdo dos status do nimero de cépias versus os valores

de expressao génica relativa (fold-change) dos genes avaliados para ambos o0s
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parametros. Os resultados demonstraram uma correlacdo positiva moderada (r? =
0,3333) e (r* = 0,1047) entre o numero de copias e expressdo dos genes ETS2 e

ERG, respectivamente, como pode ser observado na figura 5.7.
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Figura 5.7 Figura representativa do impacto marginal do nimero de copias génicas sobre os niveis de
RNAm do subtipo LLA-CPB iAMP21-like (n=12). Os graficos de dispersdo demonstram a influéncia
entre o nimero de clpias dos genes ETS2 (A) e ERG (B) sobre o nivel de expressao génica. Cada
guadrado representa os dados de cada paciente. Semelhancas entre as variaveis sao expressas por

regresséo linear (linhas), os coeficientes de correlacédo de Pearson (R?) e valores de p.

5.8 Combinacgdes entre niveis de transcritos e numero de copias

Em virtude da dificuldade de se identificar com precisdo os subtipos de LLA-
CPB com amplificagbes recorrentes no cromossomo 21 e, diante da necessidade de
se caracterizar melhor o grupo com amplificagcfes recorrentes, 0s niveis de expresséo
génica e o status do numero de cépias génicas de ERG e ETS2 foram combinados
com a finalidade de propor um algoritmo de teste que facilite a identificacdo dos
pacientes com esta caracteristica de amplificagdo recorrente. Com base nisso, foram
analisados os dados de expressao génica e numero de cépias dos subgrupos de LLA-
CPB com amplificacdes recorrentes no cromossomo 21, 3-4 sinais RUNX1 (n=14), =5
sinais RUNX1 (n=9) e iAMP21-like (n=12) e, classificados em um gréfico dot plot de

acordo com critérios ja descritos anteriormente, como demonstra a figura 5.8.
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Figura 5.8 Caracterizacdo das LLAs-CPB com 3-4 sinais de RUNX1, = 5 sinais RUNX1 e com perfil
iIAMP21-like a partir da relagéo entre nimero de copias e os niveis de transcritos dos genes ERG e
ETS2. Cada cruz representa um paciente (P). A linha tracejada vertical distingue as LLAs-CPB com
média de numero de copias de ERG e ETS2 abaixo (quadrantes Al, A3) e acima de cinco (quadrantes
A2, Ad), sugestivos de coOpias extras do cromossomo 21 e de uma iAMP21. A linha horizontal tracejada
marca o valor médio de dCT dos pacientes LLA-CPB identificados com expresséo elevada (quadrantes
A3, A4) e diminuida (quadrantes Al e A2) no diagrama.

Na combinacdo dos dados foram identificados oito (22,9%) casos com
expressao génica elevada e numero de cépias génicas maior ou igual a 5 (quadrante
A4). As caracteristicas destes pacientes estdo detalhadas na tabela 5.2. Entre estes
casos, quatro pertenciam ao subgrupo iAMP21-like (P30, P32, P34 e P35), dois ao
subgrupo com 3-4 sinais de RUNX1 (P03 e P14), e dois do subgrupo com =5 sinais
de RUNX1 (P15 e P19). Estes dados mostram que esta abordagem que concilia
expressdo génica e numero de coépias possibilita identificar casos sugestivos de
IAMP21, o que pode auxiliar na melhor caracterizagéo dos casos pertencentes a estes

subgrupos com amplificacdes recorrentes.
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Tabela 5.2 Principais caracteristicas dos pacientes sugestivos para iAMP21 (n=8) de acordo com os

niveis de expressao génica e status do nimero de copias de ERG e ETS2

: Faixa etaria 9 Subtipo LLA- Grupo de Status
Pacientes (anos) WBC x 107 CPB® fisco NCI RUNX1
P03 2,1 01,1 LLA-Pré B Altorisco S sinais
' ' RUNX1P
P14 5,1 4,7 LLA-comum  Risco padrio o Sinais
' ' P RUNX1°
P15 2,3 7,3 LLA-comum Risco padréo 25 sinais
' ' P RUNX1°
. ~ =5 sinais
P19 6,7 41,4 LLA-comum  Risco padréo RUNX1P
P30 3,5 44,6 LLA-comum  Risco padréo |AI|\i/IkF;%1—
P32 15,9 5,9 LLA-comum Alto risco |AI|\i/IkF;%1—
P34 6,0 21,1 LLA-comum  Risco padrdo |A_l|\i/IkF;%1
P35 9,2 5,6 LLA-comum  Risco padrdo 'A_'l\i/lkpe%l

aDefinido por analise imunofenotipica.

Definido por analise de FISH.

‘Definido por dados de agrupamento hierarquico e andlise de componentes principais a partir do
perfil de MLPA,;

WBC, contagem de células brancas do sangue x 10%1; LLA-CPB, leucemia linfoblastica aguda de

células precursoras B; NCI, Instituto Nacional do Cancer.

Um total de quatro (11,4%) pacientes tiveram menor expressao génica e
namero de cépias numeros maior ou igual a cinco, sendo estes um caso iIAMP21-like
(P 27), dois casos com 3-4 sinais RUNX1 (P04 e P13) e um caso com 25 sinais
RUNX1 grupos (P22) (quadrante A2). Aléem disso, 15 (45,7%) pacientes tiveram alta
expressdo do gene e numero de copias menor que cinco. Destes, quatro pacientes
eram do subgrupo IAMP21-like (P24, P25, P28 e P31), oito casos eram do subgrupo
com 3-4 sinais RUNX1 (P01, P02, P05, P06, P09, P10, P11 e P12) e quatro do
subgrupo com =5 sinais RUNX1 (P16, P17, P21 e P23) (quadrante A3). Por ultimo,
foram identificados sete (20,0%) pacientes com uma expressao génica baixa e

namero de cOpias menor que cinco, dos quais trés eram IAMP21-like (P26, P29 e
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P33), dois eram com 3-4 sinais RUNX1 (P07 e P08) e dois eram do subgrupo com =5
sinais RUNX1 (P18 e P20). Nao foi possivel avaliar o status do nimero de copias do
paciente 36 (P36) (Al).
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6. DISCUSSAO

A amplificagdo intracromossémica do cromossomo 21 é a marca de um
subgrupo distinto de LLA-CPB infantil, que apresenta um mau progndéstico quando
séo tratados com regimes terapéuticos padrdo por razdes que ainda permanecem
obscuras (MOORMAN at al., 2013). Aqui, identificamos uma expresséo diferencial de
alguns genes em pacientes com caracteristicas de amplificacdo no cromossomo 21,

gue podem estar relacionados com a biologia e evolug¢ao da doenca.

A iIAMP21 foi inicialmente caracterizada pela presenca de cinco (dois normais +
trés adicionais) ou mais sinais do gene RUNX1 pela técnica de FISH, como
aglomerados em ndcleos interfasicos ou duplicacdo em tandem de um cromossomo
21 em metadfase (HAREWOOD et al., 2003; MOORMAN et al., 2007; HARRISON,
2015). A técnica de FISH foi, portanto, considerada o método universal de deteccéo
identificacdo deste subtipo, entretanto a caracterizacdo desta anormalidade somente
por esta técnica e, com base apenas em um gene pode resultar em erros, uma vez
gue nucleos interfasicos podem ocultar clones que sdo sugestivos de um cariotipo
hiperdiploide com 3-4 cépias do gene RUNX1 (ROBINSON et al., 2003; HARRISON
et al., 2005).

Além disso, recentemente identificamos um grupo denominado iIAMP21-like a
partir dos picos de material gendmico pela técnica de MLPA e, das andlises de
agrupamento hierarquico e componentes principais que reunia uma mescla de casos
de LLA-CPB com outras caracteristicas, dentre estes, os casos identificados por FISH
em interfase com 3-4 cépias do gene RUNX1, sugestivos para hiperdiploidia, e com =
5 sinais RUNX1, sugestivos para iAMP21 pelo critério internacional (FUKA et al.,
2015).

Estudos baseados na analise gendmica da iAMP21 identificou uma RCA entre
33,192 e 39,796 Mb no braco longo do cromossomo 21 de todos os pacientes
IAMP21. Nesta regido foi identificada a presenca de varios genes importantes no
desenvolvimento e diferenciacao celular, tais como o RUNX1, IFNGR2, ERG, ETS2,
DYRK1A, DSCR1 e GART (STREFFORD et al., 2006; RAND et al., 2011). Sendo a
RCA a unica anormalidade recorrente no subgrupo iAMP21. Diante da necessidade

de se avaliar com precisdo os grupos classificados pelo FISH em interfase e, da
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auséncia de informagfes do subgrupo recém-identificado pelo MLPA, utilizamos os
genes pertencentes nesta regido com o objetivo de caracterizar esses grupos com
amplificacdes recorrentes no cromossomo 21 e, fornecer dados que possam ser Gteis

na identificacéo clinica da iIAMP21.

Com base nisso, avaliamos 0s niveis transcricionais de genes localizados na
RCA e o status do numero de coépias dos genes diferencialmente expressos entre 0s
subtipos de LLA-CPB e uma amostra calibradora. Primeiramente, comparamos a
expressao génica entre a amostra calibradora do grupo controle LLA-CPB com um
perfil considerado normal pelo MLPA e os subtipos de LLAs-CPB agrupados e,
observamos um aumento nos transcritos de todos os genes avaliados RUNX1,
IFNGR2, ERG, ETS2, DYRK1A, DSCR1 e GART nas LLAs-CPB. Estes resultados
corroboram relatos anteriores que sugerem que o0s produtos destes genes exercem
papéis importantes no desenvolvimento da célula ou na resposta terapéutica de varios
subtipos de leucemia (OKUDA et al., 2001; SHEN et al., 2004; ZAZA et al., 2004; KIM
et al., 2010; YEHUDIT; SHAI, 2012; HOLZER et al., 2013).

Entre os casos de LLA-CPB com coOpias extras ou amplificacbes no
cromossomo 21, notamos que todos 0s genes selecionados tinham niveis de
expressdo génica elevada quando comparados com 0 grupo que tinham os casos
sem alteracdes no cromossomo 21. Estes dados foram considerados como a primeira
evidéncia de que o ganho de material gendmico de genes pertencentes no

cromossomo 21 esta correlacionado positivamente com a expressao do gene.

Nas andlises comparativas entre 0s niveis transcricionais dos casos
pertencentes aos grupos com amplificacbes recorrentes, sem alteracbes no
cromossomo 21 e com copias adicionais do cromossomo 21, notamos que 0S genes
ERG e ETS2 eram, pelo menos, uma vez mais expressos nos trés subtipos com
amplificagbes recorrentes do que os mesmos genes do grupo sem alteracbes no
cromossomo 21. Também observamos que estes genes tinham um perfil de
expressdo semelhante aos mesmos genes dos casos do grupo LLA-CPB com copias
adicionais do cromossomo 21, dado que auxiliou na identificacdo de ERG e ETS2
COmo 0S genes com 0S maiores niveis de transcritos nos subtipos de LLA-CPB com
amplificagbes recorrentes, 3-4 sinais RUNX1, =5 sinais RUNX1 e iAMP21-like

respectivamente. Observamos também, elevados niveis de expressdo dos genes
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DSCR1 e GART nos subtipos com amplificagdes recorrentes. Entretanto, 0 mesmo foi
visto no grupo sem alteracbes recorrentes, 0 que sugere que estes niveis de
transcritos ocorrem em outros subtipos leucémicos, ndo sendo assim caracteristica

dos casos com amplificacao.

A presenca de cinco ou mais copias adicionais do gene RUNX1 é, segundo o
método universal, uma caracteristica do subtipo de LLA-CPB com iAMP21.
Entretanto, a presenca destas cépias adicionais ndo refletiu em niveis elevados de
transcritos génicos no subtipo LLA-CPB com 25 sinais RUNX1, o que nos sugere que
a expressdo deste gene ndo esta correlacionada com as caracteristicas bioldgicas
deste subtipo leucémico. Este dado esta de acordo com um relato anterior de
Strefford e colaboradores, no qual foi proposto que RUNX1 nédo esta especificamente
relacionado com mecanismos de conducédo da doenca nas LLAs-CPB com iAMP21
(STREFFORD et al., 2006), e portanto, somente a sua utilizacdo como gene marcador

para a iIAMP21 pode n&o ser a mais adequada.

Estes nossos dados estdo em consonancia com as observacdes anteriores que
mostraram uma expressdo aberrante de ERG e ETS2, entre outros genes localizados
na RCA, e as associaram com um ganho de material gendmico em casos com
IAMP21 positiva (STREFFORD et al., 2006). Sendo assim, entendemos que a
expressdo aberrante de ERG e ETS2 pode ser uma caracteristica importante na
diferenciacdo e/ou identificagdo dos subtipos com amplificagcdes recorrentes no

cromossomo 21.

A superexpressdo destes genes também ja foi observada em outras doencas
neoplasicas. Em 2013, um estudo comparativo de sensibilidade e resisténcia em LLA
mostrou padrdes distintos de expressédo génica de ERG. Os niveis de proteina ERG
eram substancialmente mais elevados em células CEM-C1-15 resistentes. A Inibicdo
de ERG e a ativagao do receptor glicocorticoide levou ao aumento da apoptose em
ambas LLAs sensiveis e resistente (CHEN et al., 2013). Outro estudo apresentou
provas de que o aumento dos niveis de mMRNA de ERG causou impacto negativo na
sobrevida global e livre de eventos em pacientes com leucemia mieloide aguda
(MARCUCCI et al., 2007). O gene ETS2 pode desempenhar um papel fundamental na
biologia da leucemia megacarioblastica aguda. Um estudo mostrou que 0s niveis de

ETS2 estavam 1,8 e 4,1 vezes mais elevados em pacientes com leucemia aguda com
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sindrome de Down e megacarioblastica (GE et al., 2007). Recentemente, uma nova
investigacdo apresentou que a inducéo experimental de ETS2 conferiu diferencas na
sensibilidade das drogas ARA-C e daunorrubicina (CHEN et al., 2012).

Sendo assim, com base nos nossos dados e nos achados da literatura, e na
necessidade de melhor caracterizar os grupos com amplificacbes recorrentes no
cromossomo 21, avaliamos o status do numero de cépias de ERG e ETS2 nos casos
com 3-4 sinais de RUNX1, = 5 sinais RUNX1 e iAMP21-like, juntamente com o0s
subgrupos MLPA normal, SD, HD+21, que auxiliaram nas analises por serem bons
controles comparativos, sem alteracbes no numero de copias (MLPA normal) e com
copias jA sabidamente conhecidas, como os casos com SD e hiperdiploides com
copias adicionais do cromossomo 21 (HD+21).

Inicialmente analisamos em separado o perfil de nimero de cépias de ERG e
ETS2 e, depois avaliamos a média dos dois genes em cada subgrupo. Como
esperado, os casos dos grupos MLPA normal, SD e HD+21 tiveram o status do
numero de copias normais e com copias adicionais respectivamente, para ambos o0s
genes e andlises. As mesmas amplificac6es foram observadas na maioria dos casos
com 3-4 sinais de RUNX1, =5 sinais RUNX1 e iAMP21-like. No entanto, em alguns
casos foram detectados = 5 copias dos genes avaliados, principalmente nos grupos
com 3-4 sinais de RUNX1 e iAMP21-like. Surpreendentemente, poucos casos no
subgrupo com =5 sinais RUNX1 tiveram cinco ou mais cépias dos genes ERG e
ETS2. Nossos dados mostram a complexidade destes trés grupos com amplificagdes
recorrentes no cromossomo 21, a qual casos que séo sugestivos para hiperdiploidia
(3-4 sinais de RUNX1) demonstra um perfil sugestivo para iAMP21, e casos com perfil
IAMP21 (=5 sinais RUNX1) pela nossa andlise € indicativo para hiperdiploidia. Além
disso, esses resultados se assemelham a outros dados nossos, que identificaram o
grupo iAMP21-like a partir dos perfis apontados por MLPA (FUKA et al., 2015), e
mostra a importancia da identificacdo de novos genes que caracterizem estes

subtipos, com a inten¢do de auxiliar em novas abordagens ao diagndstico.

A partir dos dados de expressdo génica e numero de copias, verificamos no
grupo iAMP21-like se os niveis elevados dos transcritos de ERG e ETS2 eram
consequéncia do ganho de material gendmico. Fizemos uma correlagdo entre as

meédias dos dCTs e status do niamero de copias dos casos pertencentes neste grupo
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pelo método de Pearson. Como esperado, observamos uma correlacdo positiva
moderada e uma correlacdo positiva forte de ERG e ETS2 respectivamente. Com
base nestas analises, realizamos uma nova abordagem que envolveu a combinacéo
entre 0 nimero de cépias e 0s niveis de expressao génica de ERG e ETS2 nos
grupos com amplificacdes recorrentes no cromossomo 21, com a proposta de
identificar casos sugestivos para a iIAMP21. Observamos que a maioria dos casos
com =5 sinais RUNX1 e sugestivos pela técnica “padrdo ouro” para serem iAMP21
nao estavam no quadrante que combina expressdo génica e numero de cépias.
Entretanto, dois casos com 3-4 sinais de RUNX1, sugestivos para hiperdiploidia foram
identificadas como possiveis IAMP21 por esta proposta. Além disso 1/3 dos casos
IAMP21-like foram sugestivos para a iAMP21. Essa abordagem com estes dois genes
se mostra muito interessante no que se diz respeito a caracterizagdo dos grupos com
amplificagdes recorrentes, principalmente os casos analisados em interfase por FISH,
uma vez que pode auxiliar na avaliacdo dos casos sugestivos para hiperdiploidia e/ou
IAMP21.

Os genes ERG e ETS2 estdo como RUNX1 localizado na RCA do cromossomo
21. Portanto, aplicando os critérios internacionais da presenca de cinco ou mais
copias do gene pode-se considerar tais pacientes também positivos para esta
anomalia cromossOmica. Neste contexto, os nossos dados reforcam a necessidade
de se analisar o estado do numero de copias de mais de um gene localizado na RCA

para diagnosticar precisamente uma IAMP21.

Ao todo, com base em nossos resultados e informacdes da literatura, a
expressdo diferencial dos genes ERG e ETS2 poderia desempenhar um papel
importante na LLA-CPB com uma iAMP21 e justifica a realizacdo de experimentos in
vitro de resposta a drogas, a fim de avaliar a relevancia destes genes nesta entidade
leucemia. N6s também propusemos um novo algoritmo para rastrear uma IAMP21 a
partir dos subgrupos de LLA-CPB com amplificacbes recorrentes no cromossomo 21,
3-4 sinais de RUNX1, =5 sinais RUNX1 e iIAMP21-like e, sugerimos a reclassificagao
de oito pacientes. Tais pacientes devem idealmente ser ainda caracterizados para a

presenca de uma iAMP21 por outras metodologias.
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7. CONCLUSOES

> Aqui, identificamos uma expressdo génica elevada e numero de copias =5 de

ERG e ETS2 nos casos com amplificagdes recorrentes no cromossomo 21;

» Observamos uma expressao estatisticamente diferencial dos genes IFNGR2,
ERG, ETS2 e GART nos subgrupos de LLAs-CPB com alteragbes no
cromossomo 21 em relacdo as outras LLAs-CPB,;

» Os genes ERG e ETS2 tinham os maiores niveis de transcritos dentro do

subgrupo iIAMP21-like quando comparados aos outros genes avaliados;
» O numero de copias génicas de ERG e ETS2 foram iguais ou maiores que

cinco copias nos grupos com amplificagcdes génicas no cromossomo 21, tais
como iAMP21-like, 3-4 sinais e 25 sinais de RUNX1 pelo FISH,;
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9. ANEXOS

9.1 Anexo |
Gene Localizacao Descricdo
NC_001348.1
ORF66 Orf66
(113037..114241)
OLIG2 21g22.11 Oligodendrocyte lineage transcription factor 2
IFNAR2 21g22.1|21g22. 11 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 2
ILLORB 21g22.11 Interleukin 10 receptor, beta
IFNAR1 21g22.11 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
IFNGR2 21g22.11 Interferon gamma receptor 2
NC_002816.1
ORF4 Orf4
(2173..2739, complement)
NC_002816.1
ORF55 Orf55
(45415..46395)
GART 21g22.11 Phosphoribosylglycinamide formyltransferase,
SON 21922.1-922.2|21922.11 SON DNA binding protein
DONSON 21g22.1 Downstream neighbor of SON
CRYZL1 21921.3 Crystallin, zeta (quinone reductase)-like 1
ITSN1 21922.1-922.2 Intersectin 1

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1
ATP50  21g22.1- q22.2|21g22.11 .
complex, O subunit

MRPS6 21g22.11 Mitochondrial ribosomal protein S6
Solute carrier family 5 (inositol transporters), member 3
SLC5A3 21g22.12
(SLC5A3)
Potassium voltage-gated channel, Isk-related family,
KCNE2 21g22.12
member 2
Potassium voltage-gated channel, Isk-related family,
KCNE1 21g22.12
member 1
DSCR1 21g22.12 Down syndrome critical region gene 1
Runt-related transcription factor 1 (acute myeloid
RUNX1 21g22.3 )
leukemia 1)
NC_001826.2
ORF18 Orf18
(29918..30773)
CBR1 21922.13 Carbonyl reductase 1
CBR3 21922.2 Carbonyl reductase 3
ORF5 Orf5
ZCWCC3 21922.13 Zinc finger, CW-type with coiled-coil domain 3
CHAF1B 21922.13 Chromatin assembly factor 1, subunit B (p60)
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CLDN14

PSMD15

SIM2
HLCS
DSCR6
DSCR5
TTC3
DSCR3

DYRK1A

Orf

KCNJ6

DSCR4

KCNJ15

ERG
ETS2
DSCR2

WDR9

HMGN1
WRB
OLIG1
SH3BGR

21G22.3
21q22.13

21q22.13
21q22.13
21G22.2
21G22.2
21q22.2
21q22.2

21g22.13

NC_000933.1
21g22.1
21q22.2
21q22.2

21G22.2
21q22.2
21g22.3

21G22.2

21q22.3]21q22. 2
21g22.3
21q22.11
21g22.3

Claudin 14

Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-
ATPase, 15

Single-minded homolog 2 (Drosophila) (SIM2)
Holocarboxylase synthetase

Down syndrome critical region gene 6

Down syndrome critical region gene 5
Tetratricopeptide repeat domain 3

Down syndrome critical region gene 3
Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated
kinase 1A

Open reading frame

Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J,
member 6

Down syndrome critical region gene 4

Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J,
member 15

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene

V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2
Down syndrome critical region gene 2

WD repeat domain 9, chromosome 21 open reading
frame 107

High-mobility group nucleosome binding domain 1
Tryptophan rich basic protein

Oligodendrocyte transcription factor 1

SH3 domain binding glutamic acid-rich protein
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9.2 Anexo Il

Formulario de inclusao de amostras do PHOP, INCA, Cpq (Parte 1)

14/03/2016

Diagnéstico Imunomolecular

Bem vindo »

Manual de Acesso
Envio de amostras

Fale Conosco
Alterar Senha

Diagnostico Imunomolecular

Exames - Requi

enviar canc

Tipo de Exame '® Hematoldgico Tumor Pediatrico

Dados do
Paciente
Nome
Paciente*
Nome da
Maex
Identificagio Telefone da
da Mae* Mae

Nome do Pai

Dot dd/mm/aaaa [ buscar

Idade Faixa
paciente ] etéria

Data
diagnéstico*
Registro
Hospilalar

dd/mm/aaaa Sexo* —sexo— Vv

Sindrome
Down*
Outras

sindromes  gim () Nzo ()
Genéticas*

Logradouro Namero
Residéncia* Residéncia*
Bairro

Residéncia*

CEP
Residéncia*

Cor* —COr— Vv

Complemento
Residéncia

Estado
Residéncia*
Regido
Residéncia

—estado— v — municipio —

Residéncia*

—regiao— ¥

Estado

Naturalidade= | — ©stado — v

— municipio —

Dados da Instituicdo/Médico
Instituicio* | — instituicoes —

Médico* — medicos —

Dados Clinicos

Suspeita
Diagnéstica
Tratamento

Outras

Figado*

Linfonodos*

Tumoracao*

Sistema Nervoso Central Comprometido*
Alargamento de Mediastino*
Medicamentos sendo usados pelo paciente*
Uso Prévio de Corticide*

Tem irma(o) gemelar?*

Tem irm&(o) ndo gemelar ou primo de 1° grau com cancer?*

Dados Laboratoriais
Leucometria* Hematécrito
Hemoglobina Plaquetas

Blastos* %

Dados da Amostra
Amostra Enviada*

| sangue Periférico

https://imunomolecular.inca.gov.br/Marcadores/formulariolnserirRequisicao.action
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Anticoagulante: | | gpTa Heparina

OLTAR
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Formulario de inclusdo de amostras do PHOP, INCA, Cpq (Parte I1)

14/03/2016 Diagnostico Imunomolecular

Medula Ossea

Outros

Anticoagulante:

EDTA Heparina

Laminas Medula Ossea 0 Laminas Sangue Periférico 0

Motivo da Coleta*
Diagnéstico Recaida DRM

Amostra da Mée Outros

Data da Coletax dd/mm/aaaa

Data do Envio da Amostra*  dd/mm/aaaa

Dados da Entrevista

Entrevista com a mée

Follow-up

Data dd/mm/aaaa

Observagéo

*Itens de preenchimento obrigatério

[ enviar ]

Projeto | — projetos — v

Data da entrevista

com a mae dd/mm/aaaa

Observacio

Copyright © 1996-2007 INCA - Ministério da Saude
A reprodugdo, total ou parcial, das informacdes contidas nessa pagina é permitida sempre e quando for citada a fonte.
Gerenciado pelas divisdes de Comunicagdo Social e Tecnologia da Informag&o.

https://imunomolecular.inca.gov.br/Marcadores/formulariolnserirRequisicao.action
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9.3 Anexo Il

PROJETO EmiLl - Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisaem _ /__/ .

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Responsavel pelo Paciente Pedidtrico (Idade < 18 anos)

NOME DO PROJETO DE PESQUISA: “ESTUDOS MULTI- INSTITUCIONAL DAS LEUCEMIAS
INFANTIS: CONTRIBUICAO DOS MARCADORES IMUNO-MOLECULARES NA DISTINCAO
DE SEUS SUBTIPOS E DE FATORES DE RISCOS ETIOPATOGENICOS™.

Seu (sua) filho (a) estd sendo convidado (a) a participar de um estudo porque ele (ela) tem diagnéstico de
leucemia aguda. . Estamos consultando vocé sobre a possibilidade de que as amostras excedentes de
sangue e/ou medula dssea de seu (sua) filho (a), que seriam descartadas normalmente, possam ser
utilizadas neste projeto de pesquisa. Para vocé decidir se estamos autorizados a usar estas sobras de
amostras biolégicas nas investigacdes propostas neste projeto de pesquisa, vocé precisa conhecer os
objetivos deste projeto de pesquisa, os beneficios, riscos e consequéncias para seu (sua) filho (a)
envolvidos em sua autorizagcdo. Apos receber todas as informagdes abaixo vocé poderd fornecer o seu
consentimento por escrito para a participagcdo do seu (sua) filho (a), através de sua assinatura e data neste
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

PROPOSITO (OBJETIVOS) DO PROJETO DE PESQUISA

O objetivo deste projeto de pesquisa é de identificar os defeitos que ocorreram no DNA (material
genético) que fica dentro das células leucémicas. A leucemia aguda afeta o0 DNA de células presentes no
sangue. Dependendo do tipo de defeito encontrado, pretendemos avaliar se esse defeito pode estar
associado com a doenca. Para isso, se vocé concordar com a participacdo do seu (sua) filho (a), serdo
realizados os testes genéticos nas amostras biologicas que ja foram coletadas para diagndstico e
acompanhamento do seu (sua) filho (a). Estes testes genéticos permitem identificar os defeitos adquiridos
na doenga.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

Se vocé concordar a participagdo do seu (sua) filho (a) neste projeto de pesquisa, os pesquisadores
consultardo os dados clinicos dele (a), para identificar se poderdo utilizar uma parte do material
biolégico, jd obtida para realizacdo de exames rotineiros do diagnéstico e acompanhamento da doenga do
seu (sua) filho (a). Este material biol6gico somente serd usado se estiver disponivel e ndo interferir nas
amostras biolégicas necessdrias ao diagnéstico clinico, de acordo com o médico responsdvel do seu (sua)
filho (a). A partir deste material biol6gico retiraremos o material genético (chamado de DNA) das células
doentes (leucémicas), e realizaremos exames laboratoriais que nos permitam identificar os defeitos das
células leucémicas. Avaliaremos também o papel desses defeitos na evolucdo da doenga do seu (sua) filho
(a). Para isto pretendemos estudar os seguintes genes, que sio identificados através de letras e nimeros
pelos pesquisadores, tais como: ETV6, RUNXI, RUNX3, NUP9S, HOXDI13, ETO, PML, RARA, MTHFR,
TS, SHMTI, RFCI, CYPs, GSTs, STIL, HOX, c-Kit, FLT3, PTPNI1, RAS, MYHI11, CBFb, MYST3,
CREBBP, MLL, PLZF, NPM 1, STAT5b, NuMA, FIPILI ¢ BCOR. O médico do seu (sua) filho (a) podera
explicar funcionalidade ou efeito do gene caso seja de se interesse.
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PROJETO EmiLl— Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisaem _ /__ .

USO E ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Apbs a primeira etapa de identificacio dos defeitos das células leucémicas, o restante do material
biolégico poderd ser devidamente armazenado e utilizado para possiveis desdobramentos deste pojeto de
pesquisa. Todas as amostras de sangue e/ou medula dssea de seu (sua) filho (a) serdo utilizadas apenas
para os propésitos descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Se vocé autorizar, estas
amostras bioldgicas serdo enviadas para o Programa de Hematologia-Oncologia Pedidtrico no Instituto
Nacional de Cancer — INCA, e armazenado no Laboratério desta Instituicao. Nos pesquisadores vamos ter
o controle destes envios, assim como o local de armazenamento e a pessoa que devemos fazer contato
para qualquer mudanca em sua opinido. Vocé serd comunicado sempre que possivel, e na impossibilidade
de comunicarmos a vocé este envio, vamos apresentar uma justificativa ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) de nossa Instituicio. Estas amostras bioldgicas serdo armazenadas por até 10 anos para serem
utilizadas em pesquisas futuras. Quando houver necessidade de outros estudos, diferentes dos explicados
aqui, vocé serd contatado novamente para consentir ou ndo, o uso das amostras biolégicas armazenadas
de seu (sua) filho (a). Estes novos estudos deverdo ser aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) desta institui¢do e vocé receberd um novo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para
autorizar essas novas pesquisas. Os Comités de Ftica em Pesquisa (CEP) sdo formados por varios
profissionais que avaliam todas as propostas de pesquisas em seres humanos, e foram criados para
defender os interesses dos participantes das pesquisas em sua integridade e dignidade, e para contribuir no
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. E importante ressaltar que seu (sua) filho (a)
poderd participar deste projeto de pesquisa mesmo que vocé ndo autorize o armazenamento das amostras
bioldgicas que sobraram. Para isto, no final deste documento vocé poderd escolher entre estas
alternativas. Gostariamos de ressaltar também que, caso haja perda ou destrui¢ao das amostras bioldgicas
do seu (sua) filho (a), vocé serd informado. Apds a realizacdo das andlises propostas neste Projeto de
Pesquisa, e considerando 10 anos a contar da data do recebimento no laboratério do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), estas amostras ali armazenadas serdo integralmente destruidas, de acordo com
procedimentos internos e regulamentagdes nacionais de formacao de biorepositorios.

RISCOS

Toda pesquisa com seres humanos tem alguma possibilidade de risco. Mas como ndo estd previsto
nenhum exame ou procedimento invasivo neste projeto de pesquisa, entdo nio estdo previstos riscos
imediatos para seu (sua) filho (a) pela participacdo neste projeto de pesquisa, por causa da utilizacio de
apenas uma parte das amostras biologicas que ja foram coletadas rotineiramente para o diagnéstico dele
(dela). A possibilidade de qualquer tipo de dano, de dimensao fisica, psiquica, moral, intelectual, social,
cultural, ou espiritual, por causa da participa¢do do seu (sua) filho (a) neste projeto de pesquisa, € minima,
seja individual ou coletiva. As puncdes venosas (retiradas de sangue da veia) coletadas como parte do
tratamento regular do seu (sua) filho (a), podem resultar em dor no local da puncdo ou manchas roxas
transitérias chamadas de equimoses, conforme ja foi explicado pelo médico. Nenhum dano imediato ou
tardio, que comprometa a saide do seu (sua) filho (a) estd previsto neste projeto de pesquisa. O
pesquisador responsavel por este projeto de pesquisa se compromete a suspender a pesquisa
imediatamente ao perceber qualquer risco ou dano significativo a satide do seu (sua) filho (a), previstos
ou ndo neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O problema serd comunicado
diretamente ao médico responsdvel pelo diagnéstico do seu (sua) filho (a), que comunicard a vocé, assim
como também ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da sua Instuicio, ao Comité de Etica em Pesquisa
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do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA) e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e as
devidas providéncias serdo tomadas em cardter imediato.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente, diretamente ou ndo, da participag@o do seu (sua) filho (a) neste projeto
de pesquisa, e que venha acompanhado da necessidade de atendimento médico, ficard a cargo da
Institui¢@o de origem, aquela onde o seu (sua) filho (a) tem o diagndstico e tratamento. Ressaltamos que o
tratamento do seu (sua) filho (a) serd exatamente o mesmo, caso vocé decida pela participagio dele (dela),
ou ndo, neste projeto de pesquisa.

BENEFICIOS

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a seu (sua) filho (a). O beneficio principal da
participacdo do seu (sua) filho (a) é possibilitar que no futuro, com os resultados alcan¢ados com esta
pesquisa, o diagndstico e tratamento para esta doenca possam beneficiar outras pessoas com leucemia
(criangas, adolescentes e adultos jovens).

CUSTOS

Se vocé concordar com o uso de uma parte da amostra biolégica do seu (sua) filho (a), como descrito
acima, esclarecemos que vocé ndo terd quaisquer custos ou forma de pagamento por autorizar a
participacdo do seu (sua) filho (a) neste projeto de pesquisa. A participag@o dele (dela) neste projeto de
pesquisa € voluntdria, nem vocé ou seu (sua) filho (a) sofrerdo nenhuma penalidade caso ndo autorize a
utilizacdo da amostra bioldgica dele (dela) neste projeto de pesquisa. Novamente, reforcamos que o
tratamento do seu (sua) filho (a) e acompanhamento médico serdo os mesmos, independentes de sua
decisdo de autorizar ou nio, a utilizagdo da amostra bioldgica neste projeto de pesquisa.

ASSISTENCIA INTEGRAL GRATUITA E INDENIZACAO - DANO DIRETO OU INDIRETO
Caso concorde com o uso de parte das amostras biolégicas do seu (sua) filho (a) para este projeto

de pesquisa, mesmo estas sendo sobras de material biolégico para diagndstico e acompanhamento, por
favor esteja ciente de que vamos garantir o direito do seu (sua) filho (a) a assisténcia imediata/tardia
integral gratuita e indenizacdo, em caso de qualquer dano/evento adverso decorrente direta ou
indiretamente com a participacio dele (dela) nesta pesquisa. Sendo assim, por favor fazer contato com o
médico responsdvel pelo diagndstico e acompanhamento do seu (sua) fiho (a) para identificar as melhores
opcodes e os detalhes sobre esta assisténcia imediata/tardia integral gratuita e indenizacao

CONFIDENCIALIDADE

Como medidas de protecio de dados individuais, contra qualquer tipo de discriminacio ou
estigmatizacdo, seja esta individual ou coletiva, todos os documentos referentes ao acompanhamento
clinico de seu (sua) filho (a), tais como resultados de exames, testes, TCLE ou prontudrio por exemplo,
serdo acessiveis somente ao médico responsdvel e/ou equipe autorizada na Institui¢do onde realiza este
acompanhamento, e quando aplicdvel, aos pesquisadores, sendo proibido o acesso a terceiros. Todas as
informacdes deste projeto de pesquisa serdo confidenciais, nem vocé ou seu (sua) filho (a) serdo
identificados em nenhum momento durante o desenvolvimento desta pesquisa, nem na divulgaciao dos
dados da mesma. O material biologico do seu (sua) filho (a) serd processado de forma que a privacidade
e identidade do seu (sua) filho (a) sejam totalmente preservadas. O nome de seu (sua) filho (a) ndo serd
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divulgado em nenhuma ciscunstancia, mesmo que as informagdes do registro médico de seu (sua) filho
(a) sejam utilizadas para propésitos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo independente dos
resultados obtidos. Para manter esta cofidencialidade, a equipe do pesquisador responsdvel arquivard uma
via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado em sigilo absoluto, e atribuira
um ndmero de identificacdo para a amostra bioldgica do seu (sua) filho (a). Todas as informacdes
pessoais do seu (sua) filho (a) serdo guardadas na Instituicio de origem onde o seu (sua) filho (a) teve o
diagndstico e acompanhamento. Além da equipe de satide envolvida, os registros médicos do seu (sua)
filho (a) poderdo ser consultados pelo Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) de sua instituicio de
atendimento, e /ou pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), e também pela equipe de
pesquisadores envolvidos neste projeto de pesquisa. Pretendemos desta forma, garantir medidas de
protecdo de dados individuais, resultados de exames e testes, bem como do prontudrio, que somente serio
acessiveis aos pesquisadores envolvidos, e nunca serd permitido o acesso a terceiros (seguradoras,
empregadores, supervisores hierdrquicos etc.), e assim també garantir que venha a existir qualquer tipo de
discriminacdo ou estigmatizacao, individual ou coletiva.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA (direito a recusa ou abandono)

E importante que vocé saiba que a participagio do seu (sua) filho (a) neste projeto de pesquisa, através da
utilizacdo de parte do material bioldgico, € completamente voluntdria. Vocé pode recusar autorizar o uso
do material e das informacoes para este projeto de pesquisa, ou interromper a participagdo do seu (sua)
filho (a) a qualquer momento, sem penalidades ou perda de beneficios aos quais o seu (sua) filho (a) tem
direito, ou mudanca no tratamento dele (dela) na instituicdo. Ressaltamos que vocé pode retirar o seu
consentimento para permanecermos com a guarda do material bioldgico do seu (sua) filho (a), a qualquer
tempo, e sem quaisquer 6nus ou prejuizo, com validade a partir da data da comunicac@o da decisao. A
retirada do consentimento devera ser feita através da sua manifestacdo, por escrito, assinada por vocé, e
entregue ao médico responsdvel pelo diagndstico e tratamento do seu (sua) fiho (a). Assim podemos
proceder com a devolugcdo do material existentepara a Instituicio onde seu (sua) filho (filha) tem o
diagndstico e o tratamento. Caso vocé ndo autorize a utiliza¢do de parte do material biolégico do seu
(sua) filho (a), basta que vocé nilo assine este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) na
dltima pdgina, e nem rubrique as demais pdginas, no canto inferior direito.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Vocé também tem todo o tempo que precisar para ler este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). A pessoa responsdvel por explicar todo o contetido destas informagdes e obter as assinaturas neste
documento, também se coloca a disposi¢ao para responder todas as suas perguntas sempre que precisar e
tiver novas davidas. Vocé também tem a liberdade de consultar outros pesquisadores envolvidos neste
projeto de pesquisa toda vez que sentir necessdrio. Nos estimulamos a vocé, ou seus familiares a fazerem
perguntas a qualquer momento.NGOs garantimos a vocé o acesso completo aos resultados de testes
realizados no material biol6gico do seu (sua) filho (a), que pode ser obtido através do médico responsavel
pelo acompanhamento, independente da participacio do seu (sua) filho (a), nesta pesquisa, e com total
liberdade para optar em tomar conhecimento ou ndo dessas informaces. Ndo estd previsto o
aconselhamento genético neste projeto de pesquisa. Mas, quando for o caso, o médico responsivel pelo
acompanhamento clinico do seu (sua) filho (a) poderd lhe explicar, e providenciar, se necessdrio, e sem
nenhum prejuizo ou custo para vocé. O médico responsavel pelo seu (sua) filho (a) também poderd
contactar vocé, a qualquer momento, para obter atualizacio dos resultados obtidos. O pesquisador
responsdvel por este projeto de pesquisa serd avisado, e esta disponivel através dos seguintes contatos:
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PROJETO EmiLl - Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisaem __/__

Pesquisador Responsavel:

Nome: Dra. Maria do Socorro Pombo-de-Oliveira

E-mail: mpombo @inca.gov.br

Telefone: (21) 3207-6532 (direto ou a cobrar)

Fax.: (21) 3207-6566

Endereco: Instituto Nacional de Cancer — INCA/MS.

Programa de Hematologia-Oncologia Pediatrico/ Cpg-Instituto Nacional de Cancer
Rua André Cavalcanti, 37 — 6° andar — CEP 20231050 — Rio de Janeiro, Brasil.

Este pesquisador responsdvel também se compromete em oferecer informacdes atualizadas ao longo do
desenvolvimento deste projeto de pesquisa, caso este seja o seu desejo. Vocé pode optar em tomar
conhecimento, ou ndo, dos resultados dos exames realizados no material bioldgico do seu (sua) filho (a).
Para isto, vocé deve fazer contato sempre que precisar, com o médico responsdvel na Institui¢do onde seu
(sua) filho (a) tem o diagndstico e acompanhamento, através das seguintes informacdes abaixo:

Nome do Médico responsavel pelo diagnéstico e acompanhamento:

Telefones:

Endereco do Centro de Pesquisa participante:

Se tiver perguntas com relacdo aos direitos do seu (sua) filho (a), como participante deste projeto de
pesquisa, também pode contar com um contato imparcial, no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) de sua
Instituicdo, através dos seguintes contatos e durante o horario de funcionamento:

Nome do CEP e Endereco:

E-mail:
Telefones:

Hordrio de funcionamento:

Este documento sera elaborado em duas vias originais, sendo que uma via original sera arquivado
com o pesquisador responsavel, e a segunda via original deve ser entregue a vocé.
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PROJETO EmiLl- Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisaem _ /_

PAGINA DE ASSINATURAS E CONSENTIMENTO

Eu, declaro que li as informagoes acima, entendi o propdsito deste projeto de pesquisa, bem como 0s
beneficios e riscos potenciais da utilizacdo das amostras biolégicas do meu (minha) filho (a). As
informagoes foram fornecidas para mim de forma clara e acessivel, eu tive a oportunidade de fazer
perguntas, e todas foram respondidas. Ficou claro para mim que ndo terei qualquer despesa por autorizar a
participacdo do meu (minha) filho (a). e que se eventualmente elas ocorrerem por causa deste projeto de
pesquisa, eu serei ressarcido (a) mediante comprovagio adequada dos gastos. Eu entendi que nio receberei
nenhuma compensag¢do monetdria por permitir a utilizagdo das amostras biolégicas do meu (minha) filho
(a) neste projeto de pesquisa. Entendi também que tenho todas as informagoes necessdrias neste documento
aqui apresentado para o meu consentimento na particpacdo do meu (minha) filho (a), e, em caso de
qualquer davida ou desisténcia eu posso procurar os pesquisadores através dos contatos registrados.
Também ficou claro para mim que eu posso desistir a qualquer momento da participagio do meu (minha)
filho(a) neste projeto de pesquisa, sem nenhum prejuizo para o seu diagndstico e acompanhamento. Sendo
assim, eu, por intermédio deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE):

() Autorizo a participacio de meu (minha) filho(a) neste projeto de pesquisa e CONCORDO que suas
amostras de sangue e/ou medula 6ssea sejam armazenadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) desta instituicio e para isto deverei assinar no futuro, um novo Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), se eu concordar.

ou
() Autorizo a participagdo de meu (minha) filho (a) neste projeto de pesquisa, mas NAO CONCORDO
em que suas amostras de sangue e/ou medula Gssea sejam armazenadas para uso em pesquisas futuras.

Nome do Paciente (com idade < 18 anos):

A
Nome e Assinatura do Responsavel pelo Paciente Data

]
Nome e Assinatura da Testemunha Imparcial Data

Eu, como médico responsdvel pelo diagnéstico e acompanhamento deste paciente, e também delegado pelo
pesquisador responsdvel por este projeto de pesquisa, confirmo que expliquei completamente os detalhes
relevantes deste projeto de pesquisa ao responsdvel pelo paciente menor de idade, e/ou a pessoa autorizada
em consentir pelo mesmo. Declaro que obtive, de forma apropriada e voluntdria, as devidas assinaturas
neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a participagdo deste paciente neste
projeto de pesquisa.

A
Nome e Assinatura do Pesquisador (a) Data
Pagina 6 de 6
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9.4 Anexo IV

Parecer do Comité de Etica em pesquisa do INCA

\t ‘ \ INSTITUTO NACIONAL DE Platafor
(INCA o ™™

CANCER/ INCA/ RJ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E
METILACAO GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS

Pesquisador: Maria do Socorro Pombo de Oliveira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4
CAAE: 12255913.6.0000.5274
Instituicdo Proponente: Coordenagéo de Pesquisa

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO
FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 986.698
Data da Relatoria: 05/04/2015

Apresentacao do Projeto:

- Projeto de Pesquisa Aprovado pelo Parecer Consubstanciado do CEP-INCA de nimero 626.268, datado
de 25 de Abril de 2014.

- A presente Emenda trata da solicitagdo da Pesquisadora Principal de realizar um projeto dentre as LLA-
cpB identificados com iIAMP21 [pelas metodologias através de técnicas diagnosticas FISH e PCR
quantitativo], aquelas com numero de copias genémicas alteradas (MLPA) e verificar correlacionar com os
polimorfismos dos genes de folatos realizados com os do projeto "ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE
GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E METILAGAO

GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS". Apresenta o arquivo "Sub-projeto_iAMP21" e o arquivo "TCLE
para subprojeto iIAMP21_verséo final.doc".

Objetivo da Pesquisa:

- A presente Emenda trata da solicitagdo da Pesquisadora Principal de realizar um projeto dentre as LLA-
cpB identificados com iIAMP21 [pelas metodologias através de técnicas diagnosticas FISH e PCR
quantitativo], aquelas com numero de copias genémicas alteradas (MLPA) e verificar correlacionar com os

polimorfismos dos genes de folatos realizados com os do projeto "ESTUDOS

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca.gov.br
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CANCER/ INCA/ RJ asil

(i'N : !‘\ INSTITUTO NACIONAL DE Qw«m

Continuacéo do Parecer: 986.698

DE POLIMORFISMOS DE GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E METILAGAO
GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS". Apresenta o arquivo "Sub-projeto_iAMP21" e o arquivo "TCLE
para subprojeto iIAMP21_versao final.doc".

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

- A presente Emenda trata da solicitagdo da Pesquisadora Principal de realizar um projeto dentre as LLA-
cpB identificados com iIAMP21 [pelas metodologias através de técnicas diagnosticas FISH e PCR
quantitativo], aquelas com numero de copias genémicas alteradas (MLPA) e verificar correlacionar com os
polimorfismos dos genes de folatos realizados com os do projeto "ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE
GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E METILAGAO

GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS". Apresenta o arquivo "Sub-projeto_iAMP21" e o arquivo "TCLE
para subprojeto iIAMP21_versao final.doc".

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

- A presente Emenda trata da solicitagdo da Pesquisadora Principal de realizar um projeto dentre as LLA-
cpB identificados com iIAMP21 [pelas metodologias através de técnicas diagnosticas FISH e PCR
quantitativo], aquelas com numero de copias genémicas alteradas (MLPA) e verificar correlacionar com os
polimorfismos dos genes de folatos realizados com os do projeto "ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE
GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E METILAGAO

GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS". Apresenta o arquivo "Sub-projeto_iAMP21" e o arquivo "TCLE
para subprojeto iIAMP21_verséo final.doc".

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

- A presente Emenda trata da solicitagdo da Pesquisadora Principal de realizar um projeto dentre as LLA-
cpB identificados com iAMP21 [pelas metodologias através de técnicas diagnosticas FISH e PCR
quantitativo], aquelas com numero de copias genémicas alteradas (MLPA) e verificar correlacionar com os
polimorfismos dos genes de folatos realizados com os do projeto "ESTUDOS DE POLIMORFISMOS DE
GENES DO METABOLISMO DE FOLATO E METILAGAO

GLOBAL EM LEUCEMIAS PEDIATRICAS". Apresenta o arquivo "Sub-projeto_iAMP21" e o arquivo "TCLE
para subprojeto iIAMP21_versao final.doc".

Recomendacgoes:

N&o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o se aplica.

Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203

Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca.gov.br
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(I NCA INSTITUTO NACIONAL DE gzm«m

Continuacéo do Parecer: 986.698

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer (CEP-INCA), de acordo
com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS,
manifesta-se pela aprovagdo da Emenda ao projeto de pesquisa proposto.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatérios semestrais a respeito do seu estudo.

RIO DE JANEIRO, 16 de Margo de 2015

Assinado por:
Carlos Henrique Debenedito Silva

(Coordenador)
Endereco: RUA DO RESENDE, 128 - SALA 203
Bairro: CENTRO CEP: 20.231-092
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3207-4550 Fax: (21)3207-4556 E-mail: cep@inca.gov.br
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9.5 Anexo V

Prémio de melhor pdster na categoria Mestrado na VIl Jornada de Pés-Graduacgéo do
INCA 2015.

CERTIFICADO

O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva certifica
que Julio Cesar Santoro recebeu o prémio de Melhor Poster -
Mestrado, na apresentagdo do trabalho "Expressdo Geénica em
Leucemia Linfoblastica Aguda Pediatrica de Células B Precursoras
(LLA-CPB) com Amplificagéo Intracromossomal do Cromossomo 21
(iAMP21)’, na VIl Jornada de Pés-graduagdo do INCA, realizada
nos dias 10 a 12 de Novembro.

Rio de Janeiro, 12 de novembro de 2015.

ot ik, Ll

Dr. Marcelo Alves Soares pr.\Jode Paulo Je Biaso Viola
Coordenador de Pds-graduagdo do INCA Coordenatior do Programa de Bolsas do INCA

91



9.6 Anexo VI

Publicacdes recentes

Fuka et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:35 '
DOI 10.1186/513039-015-0147-2 MOLECULAR
‘ CYTOGENETICS

METHODOLOGY Open Access

Evaluation of multiplex ligation dependent @
probe amplification (MLPA) for identification

of acute lymphoblastic leukemia with an
intrachromosomal amplification of chromosome

21 (IAMP21) in a Brazilian population

Gerhard Fuka, Téllita M. Farias-Vieira, Leticia Hummel, Caroline B. Blunck, Julio C. Santoro, Eugénia Terra-Granado,
Thayana Conceicio Barbosa, Mariana Emerenciano and Maria S. Pombo-de-Oliveira”

Abstract

Background: An intrachromosomal amplification of chromosome 21 (iIAMP21) defines a unique subgroup of B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL). The finding of three or more extra copies of the RUNXT gene

by fluorescence in situ hybridization (FISH) is internationally used to define an iIAMP21. Genomic profiling of
chromosome 21 has been suggested for assisting diagnostic case identification. Due to limitations of comparative
genomic hybridization, in terms of a routine application as first line-screening tests we evaluated the multiplex
ligation-dependent probe amplification (MLPA) SALSA P327_A1 and P327_B1 probe sets for detecting chromosome
21 copy number alterations in Brazilian childhood BCP-ALL.

Results: In 74 out of 368 patients gain of genetic material was detected. For data confirmation RUNXT directed
FISH was performed. Cells with =25 RUNXT signals (n =9) were considered as “true iAMP21" while <5 RUNXT signals
(n=41) were counted as evidence for additional copies of intact chromosomes 21. All patients with an iAMP21
had high MLPA peak ratios (=1.8), while the majority of patients with <5 RUNXT presented low MLPA peak ratios
(<1.8). Observed differences gained statistical strength by comparing probes located within the common region
of ampilification. Next, a principal component analysis was performed in order to illustrate distribution of cases
according to their MLPA peak profile in two dimensions. Cases with an iAMP21 mostly clustered together,
however additional cases with <5 RUNX1 signals or no available FISH data located in proximity.

Conclusions: MLPA qualified as a high throughput technique that could be employed in future studies for a
critical comparison with data obtained by FISH, especially in cases where metaphase nuclei are not available.
Taking submicroscopic aberrations into account examined by MLPA, cases exhibiting an “iIAMP21 like” peak ratio
profile but <5 RUNXT signals should be considered as candidates for this chromosomal abnormality.

Keywords: B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), Intrachromosomal amplification of
chromosome 21 (;AMP21), Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA), Fluorescence in situ
hybridization (FISH)

* Correspondence: mpombo@inca.gov.br

Pediatric Hematology-Oncology Program, Research Center, Instituto Nacional
de Cancer (INCA), Rua André Cavalcanti, 37, Rio de Janeiro, RJ 20231-050,
Brazil

© 2015 Fuka et al. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License

( Biomed Central (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://
creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

92



Fuka et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:35

Background

Cytogenetic and molecular studies have displayed among
B-cell precursor-acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL)
a distinct subtype, characterized by an intrachromosomal
amplification of chromosome 21 (IAMP21) [1, 2].

Patients with an iAMP21 treated under standard risk
regimens had an elevated relapse rate and a dismal prog-
nosis compared to other BCP-ALL, hence risk directed
treatment intensification has been recommended [3-7].
Amplification of 21q has also been found in other hemato-
poietic malignancies such as acute myeloid leukemia
and disorders with complex karyotypes involving chromo-
some 21, supporting the hypothesis that gains within
chromosome 21 interplay with the function of a specific
set of genes [8]. Array based genomic analyses revealed
that alterations on chromosome 21 are highly complex
and suggested to arise from breakage-fusion bridge cycles
followed by chromothripsis and other complex structural
rearrangements on chromosome 21 [9-11]. Multiple
regions of gains, amplifications, inversions and deletions
with a high level of individuality between different pa-
tients have been described. Patients exhibited a com-
mon region of amplification (CRA, covering a region
of 6 MB) as well as in most cases a common region
of deletion (CRD, covering a region of 9 MB) [10]. The
CRA, located between 32.8-37.9 MB on chromosome 21,
consistently showed the most amplified as well as over-
expressed regions, encoding for genes that play important
roles in leukemia such as RUNXI, DYRKIA and ETS2 [11].

The method nowadays internationally recommended to
identify an iAMP21 is fluorescence in situ hybridization
(FISH) using probes directed to the Runt Related
Transcription Factor 1 (RUNXI) gene, present by three
or more extra copies on a single abnormal chromosome
21 [10, 12]. However, case interpretation needs to be done
cautiously, particularly whenever FISH was performed
from interphase nuclei because additional copies of the
RUNXI genes are also present in high hyperdiploid
karyotypes. In light of such considerations, genomic
analyses of chromosome 21 might be taken into account
for confirming the accuracy of iAMP21 diagnosis [13].
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
assays represent a quick and cost effective alternative to
array based techniques allowing screening of large cohorts
for sub microscopic copy number changes. By quantifica-
tion of multiple gene sequences on multiple sites on a
previously defined chromosomal region such as an
abnormal chromosome 21 it permits data comparison
with other molecular techniques [14].

In this work, we evaluated MLPA for detecting an
iAMP21 in a cohort of Brazilian childhood BCP-ALL and
compared data with those obtained from FISH, convention-
ally detecting RUNXI copy numbers. To our knowledge,
this is the first published report where the SALSA MLPA
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P327_A1 and P327_B1 probe sets were tested in order to
identify copy number alterations (CNAs) in a subset of
genes, demonstrating its value as a tool for screening large
cohorts of patients.

Results

Demographic and clinical characteristics of 368 BCP-ALL
alleged according to designated criteria with the MLPA
results are shown in Table 1. Most variables were equally
distributed in negative and positive cases, but age between
2-10 years, common-ALL and standard prognostic risk
was more prone in MLPA positive patients (p <0.05).
Blast cell counts were similar in both groups with an
average of 82 % (range 67 % to 90 %) in the whole cohort.

Table 1 Baseline characteristics of BCP-ALL with and without
chromosome 21 CNAs

Characteristics MLPA negative MLPA positive P-value
n (%) n (%)

Total 294 (80.0) 74 (20.0)

Gender

Male 169 (57.0) 42 (56.8)

Female 125 (430 32432 0.999

Age range, (years)

<1 15(5.1) 0(00)

2-10 185 (62.6) 62 (83.8)

>10 94 (323) 12(162) 0.001**

Skin color

White 117 425) 36 (50.0)

Non-white 159 (57.5) 36 (50.0) 0.300

WBC, X107

Median 61.1 448

Range 06-9780 22950

<20 153 (52.8) 40 (54.8)

20-50 56 (19.3) 15 (205)

>50 81(27.9) 18 (247) 0.816

Immunophenotype

Pro-B ALL 31 (10.5) 1014

Common-ALL 205 (69.8) 58 (783)

Pre-B ALL 58 (19.7) 15 (203) 0.038*

NCl risk group

Standard risk 141 (483) 46 (63.0)

High risk 151 (51.7) 27 (37.0) 0.018*

Status

Alive 28 (65.1) 21 (75.0)

Dead 15 (349) 7 (25.0) 0.379

n number, WBC white blood cell count x10%/1
“p <0.05; *p<001
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Patient material was first subjected to MLPA using the
SALSA MLPA P327 Al probe set. Relative peak heights
between 0.75 and 1.3 were considered normal, while
those below 0.75 and above 1.3 indicated losses or gains
of genomic material, respectively (Fig. 1). Two hundred
and ninety-four patients had no copy number changes of
chromosome 21 regions since test fragments binding
on chromosome 21 and control fragments binding on
other chromosomes appeared normal, whereas in 74
patients gain of genetic material on chromosome 21 was
found. None of our patients harbored gene deletions on
chromosome 21.
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For data validation and sub-division of MLPA positive
patients we next applied the SALSA MLPA P327_BI probe
set. Down syndrome (DS) patients and cytogenetically
confirmed hyperdiploid ALL with extra copies of chromo-
somes 21 (Hyp + 21) were included as additional controls.
We could not re-evaluate all 74 cases with chromosome 21
CNAs due to restrictions in the availability of DNA.
However, for those patients subjected to analysis, no
qualitative differences have been observed (n=64);
the presence or absence of CNAs on chromosome 21
has been confirmed. Pearson’s correlation coefficients
(r= 009101, r* = 0.8287, p < 0.0001), calculated to measure
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Fig. 1 Representative MLPA data shown as screen shots from the Gene-Marker 2.2.0 analysis software. a. MLPA electropherograms of cord blood
(CB) DNA (upper panel) compared to DNA from P4 (lower panel). Differences in peaks heights suggest altered dosages of corresponding exons
depicted below. b. MLPA scatter plots for CB DNA (left panel) compared to P4 DNA (right panel). Reference probes (blue peoints) and test probes
(green points) are within the normal range (located between green linies) for the CB sample, while test probes (red points) appear elevated for P4

94



Fuka et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:35

the linear dependence of variables and Kappa tests
(k=0.661, SE=0.083, 95 % CI =0.498-0.825) to evaluate
the number of observed agreements revealed only minor
differences between average peak heights obtained from
P327_A1 and P327_B1 probe sets (Fig. 2).

In order to understand gene CNAs distributions, MLPA
results were illustrated in a heat map and arranged from
centromeric to telomeric positions. MLPA peak heights
allocated patients with chromosome 21 abnormalities into
3 main groups by a hierarchical clustering analysis (Fig. 3).
Group 1 (bottom, n = 8) consisted of patients with slightly
elevated MLPA peak ratios clustering in proximity to
BCP-ALL without chromosome 21 CNAs; group 2
(middle, n = 15) of patients with intermediate peak ratios -
similar to those observed in DS and Hyp + 21 - and, group
3 (top, n=26) of patients with high or very high MLPA
peak ratio profiles. Patient (P) 5 did not allocate into
any of the three groups since its MLPA peak pattern
demonstrated a higher variability than others.

According to availability of material FISH directed to
the RUNXI gene was performed in 50 patients. Six
patients had a normal FISH pattern with 2 signals of
RUNXI; in 35 patients 3—4 signals for RUNXI - while in 9
patients =5 signals for RUNXI were observed (Fig. 4a).
Cells with 2—-4 RUNXI signals most likely acquired one or
two additional copies of chromosome 21 (even though
not detectable in all cases by interphase FISH), while
those with >5 RUNXI signals fulfilled the internationally
adopted criteria for an iAMP21.

Patients with an iAMP21 had a mean age of 55 months
(range 22-120) and a median WBC (white blood cell count)
of 159 x 10%1 (range 7.2-92.0). According to National
Cancer Institute (NCI) risk classification criteria, P5, P6 and
P9 (33,3 %) allocated to the high risk group. P1, P3, P4 and

2.14r=0.09103 P
1.9 r?=0.8287 e
- -
<0.0001 -
1.74P
» =y -
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& 1349 ~
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P327_B1
Fig. 2 Pearson'’s correlation coefficient analysis of data obtained
from SALSA MLPA P327_A1 and P327_B1 probe sets. MLPA mean
peak ratios over all chromosome 21 probes (black circles) were
plotted for each patient; the black line depicts the linear correlation
of data. Pearson correlation coefficients (), r-squared ()
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P5 remained in complete remission until the last follow up
in November 2014, while P8 and P9 succumbed to disease.
For P2, P6, and P7 no follow up data was available.

For data comparison of the methodologies MLPA and
FISH patients were clustered according to the number
of RUNX1 signals (Fig. 4b). Mean MLPA peak ratios and
standard deviations for chromosome 21 probes are
provided in Additional file 1. MLPA peak ratios and in
particular those of CRA genes separated cases with >5
RUNXI signals from cases with 2-4 RUNXI signals. In
the latter group these were lower and in the same magni-
tude as controls such as patients with DS (PT1-5) and
Hyp + 21 (PH1-3) (Fig. 4c). We next performed a principal
component analysis in order to illustrate the distribution
of cases according to their MLPA peak profile. Patients
were grouped into (1) FISH confirmed iAMP21, (2) <5
RUNXI signals, (3) no FISH data, (4) DS and Hyp + 21,
and (5) no chromosome 21 aberrations (Fig. 5). Sixty-
three out of sixty-eight patients segregated into three
clusters: The first one consisted of all patients from
group 1 and two patients from group 3 and 4; the
second of all patients from group 4 and most of the
patients of group 2; and the third one of all patients from
group 1 except P5. Interestingly, the latter cluster also con-
tained some patients of group 2 and group 3 that located in
close proximity to patients with an iAMP21; in other words
exhibited an “IAMP21 like” MLPA peak profile.

Since we observed variations in MLPA peak heights
between different patients, the correlation between RUNXI,
DYRKIA, ETS2 and ERG gene load and expression was
tested. Delta threshold cycle (dCT) values for each patient
are shown in Table 2. For illustration we stepwise arranged
cases from the lowest to the highest MLPA mean peak
ratios and depicted corresponding dCT values (Fig. 6).
Positive correlation between the MLPA mean peak ratios
and dCT values were observed, since those patients with
high MLPA mean peak ratios were the ones with low gene
expression. This observation particularly held true for the
genes RUNXI, DYRKIA, and ERG.

Discussion

In this study, we evaluated MLPA as a tool to detect an
iAMP21 in a cohort of BCP-ALL, providing first data of
this leukemia entity in a Brazilian BCP-ALL cohort.
The information about gene CNA distributions on
chromosome 21 was re-tested. Nine out of 368 BCP-ALL
patients (2.4 %) were identified with an iAMP21 according
to criteria specified recently [13]. Taking submicroscopic
aberrations into account examined by MLPA, additional
cases presenting high MLPA peak ratios of genes within
the CRA region or exhibiting an “iAMP21 like” peak ratio
profile of chromosome 21 genes might be considered as
positive for this chromosomal abnormality and subjected
to further genomic tests.
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Fig. 3 Hierarchical clustering of patients with and w/o chromosome 21 CNAs, DS and Hyp + 21 controls (n =68). Data is arranged horizontally from
centromeric to telomeric positions on chromosome 21 and vertically according to similarities in the MLPA peak ratio pattern (hierarchical clustering)

In the past 10 years MLPA was successfully applied as
a tool in cancer research, providing precise information
on increased or decreased copy numbers at specific loci
[14]. More recently it has been proven as accurate
and sensitive for detection of CNAs in hematological
malignancies, particularly appearing advantageous for
analyzing large sample sets in a time efficient fashion
[15, 16]. MLPA demonstrated comparable detection
rates to routine interphase FISH for aberrations being

typically present in leukemia. Since it can detect also
rare chromosomal aberrations it was suggested being
applied as an initial test if routine cytogenetics is not
possible or informative [17]. The SALSA P327_Al and
P327_B1 probe sets were designed to provide information
on the copy number status of 24 and 29 genes located on
chromosome 21, respectively. Six of the 31 probes
targeting chromosome 21 are specific for RUNXI gene
being located within the CRA. Other probes anneal to
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Fig. 4 Subdivison of patients with CNAs of chromosome 21 by RUNXT directed FISH. a. Interphase FISH detecting ETV6 (red) and RUNX1 (green)
alleles from patients with elevated MLPA peak ratios. The number of RUNX1 signals was counted as evidence to differentiate between BCP-ALL
with additional copies of chromosome 21 (left; middle; 3-4 signals) and an iIAMP21 (right; =5 signals). b. Heat map plotting MLPA peak ratios
obtained from the P327_B1 probe set. Depicted are patients with 2-4 RUNX1 signals (n = 31), 25 RUNX1 signals (n = 8), no available FISH data
(n=10), DS and Hyp + 21 controls (n=8) as well as normal MLPA peak ratios (n = 12). The scale from Fig. 3 was applied. c. Scatter plot diagrams
showing mean peak ratios of patients in annotated groups over all chromosome 21 probes (left) and CRA probes (right). Dashed lines illustrate
mean values of each patient group. *, P < 0.05; ** ** P <001; *** P <0001 (unpaired t-test, two tailed)
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regions flanking the RUNXI gene described being dupli-
cated or amplified in most cases with an iAMP21. In our
hands low MLPA mean peak ratios within the CRA (<1.8)
ruled the presence of an iAMP21 out, in all of these cases
less than three additional RIU/NXI signals have been
detected. By contrast, high MLPA mean peak (>1.8) ratios
should be taken as evidence for the presence of an
iAMP21, even though encountering difficulties to detect

this chromosomal abnormality by FISH performed from
interphase preparations. Nevertheless, we cannot rule out
that MLPA in some cases fails to accurately distinguish
between BCP-ALL with 4 copies of a chromosome 21 and
an iAMP21 due to certain variability between blast counts
of different patient samples. On the other hand interphase
FISH could not detect additional RUNX1I signals in a total
of six cases, shown to have gain of genetic material by
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MLPA. Even though we are aware of such methodological
pitfalls, these cases unlikely harbored an iAMP21 since
peak ratios obtained from both data sets were low to
intermediate. Further investigation of such cases by
whole genome techniques such as array based com-
parative genomic hybridization or, alternatively exome
sequencing capable of assessing gene copy numbers
would be desirable.

Depending on the chromosomal location of genes,
MLPA peak ratios appeared heterogeneous in BCP-ALL
with an iAMP21. The highest MLPA peak ratios and
lowest variations between different patients were encoun-
tered within and close to the CRA while peak ratios often
dropped towards telomeric regions. These observations
are in line with the view that chromosome 21 aberra-
tions in BCP-ALL with an iAMP21 are highly complex,
exhibiting a stepwise increase in copy numbers towards
the CRA and decrease of copy number towards the CRD,

Table 2 RT-gPCR data of patients with an iAMP21 for selected
genes located in the CRA

# dCT DYRK1A dCT ERG dCT ETS2 dCT RUNX1
P1 8715 1.790 0.555 5.950
P2 11.625 7.655 6430 12195
P3 3.995 1.775 1.760 3,515
P4 7.885 5.380 4.155 7.250
P5 9.905 7.230 6.200 12.595
P6 9.815 6.665 6.200 11.095
P7 8420 6.765 3.895 9.630
P8 11.010 5.635 4.845 11.000

mapping centromeric and telomeric parts of chromosome
21, respectively [10].

Due to the lack of studies identifying individual genes,
playing an important role in leukemogenesis or providing
evidence that de-regulation of certain candidates would
explain the poor outcome of patients with an iAMP21, the
effect of gene load on mRNA expression within the CRA
was also evaluated. In contrast to our expectations, this
analysis revealed that patients with lowest gene dosages of
RUNXI, DYRKIA, ETS2 and ERG genes displayed the
highest expression of the respective mRNA. These results
need to be consolidated analyzing more patients. As part
of a study to describe genomic alterations and gene
expression in BCP-ALL with an iAMP21, Strefford et al.
2006 evaluated the expression of genes located in the
CRA of eight cases and compared data with that of other
BCP-ALL subtypes. Even though expression levels of the
genes contained within the CRA were higher in BCP-ALL
with an iIAMP21 for almost half of the probe sets from the
CRA no over-expression was observed, including the
RUNX1 gene. The authors concluded that these results
could be explained by regulatory mechanisms such as
epigenetics and biofeedback in BCP-ALL [9]. Strikingly,
hyperdiploid leukemias, by definition harboring less gene
copies on chromosome 21 than cases with an iAMP21,
showed higher mRNA expression for the genes analyzed.

Conclusions

Altogether, we confirmed that aberrations on chromo-
some 21 in BCP-ALL with an iAMP21 represent a high
level of complexity but as a group exhibited similar MLPA
peak ratio profiles and, furthermore provided evidence for
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Fig. 6 Correlation of MLPA mean peak ratios and gene expression in patients with an iAMP21. Scatter plots demonstrate the relation between
mean MLPA peak ratios and mRNA expression of genes located within the CRA. Each circle represents data of one individual. Similarities between
variables are depicted by linear regression (lines), Pearson correlation coefficients (r) and p-values

the existence of gene regulatory mechanisms that might
modulate the expression of amplified genes. MLPA
profiles of CRA genes might be taken into account to
facilitate diagnosis whenever metaphase nuclei for FISH
are not available. However, for identification of an iAMP21
solely by MLPA next generation probe sets would need to
include control fragments binding genes on chromosomes
usually over-represented in hyperdiploid ALL.

Methods

Patients

A series of consecutive diagnostic samples from Brazilian
childhood BCP-ALL patients collected between the years
2002 to 2012 were selected according to availability of
material of good quality providing that bone marrow
aspirates harbored at least 30 % of blast cells. The initial
dataset contained samples from 606 patients. Out of
those, 368 samples were retained for this study, excluding
238 cases based on the available results of mutually exclu-
sive gene fusions (ETV6/RUNXI1, TCF3/PBX1, MLL-r and
BCR-ABLI). In addition five patients with ALL and Down
syndrome were included.

As criteria for assigning as standard-risk or high-risk
patients, age at diagnosis and WBC according to the
Cancer Therapy Evaluation Program of the NCI were
considered. Data collection and laboratory procedures
have been evaluated and approved by the Research
Ethics Committee from the National Cancer Institute
(INCA) in Rio de Janeiro (CEP #005/06 and CAAE
626.268 at April 28, 2014). Informed consent was obtained
from all subjects or their parents in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Multiplex ligation-dependent probe amplification

The presence of an iAMP21 has been evaluated apply-
ing the MLPA SALSA P327_Al (lot A1-0101) and
P327 Bl (lot B1-0613) probe sets (MRC Holland,
Amsterdam, The Netherlands). Tests fragments have
been designed to evaluate the copy number status of
genes distributed from centromeric to telomeric regions
(q11.2-q22.3, 14.668-46.356) of chromosome 21. The
P327_B1 probe set represents a modified version of the
P327_A1l probe set in which 12 new probes for the
ERG gene and 3 additional probes for chromosome 21
genes have been added. Four RUNXI specific probes
(exon 10; 7; 6 and 4b) have been replaced while two
probes (exon 9 and 2) remained unchanged. The size
and location of most other test probes as well as
reference probes has been redefined. Detailed infor-
mation about P327_A1 and P327_B1 MLPA probe sets
was downloaded from the MRC Holland website
(http://www.mlpa.com); see Additional files 2 and 3,
respectively. MLPA and capillary electrophoresis based
amplification product separation (ABI 3130xl, Life
Technologies, Carlsbad, CA) was performed according
to the manufacturer’s instructions. Relative copy numbers
were obtained after normalization of peaks against cord
blood derived controls. Sequences were analyzed by the
Gene Marker 2.2.0 software (Soft Genetics LLC, State
College, PA).

Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

FISH was performed using the “LPHO012 TEL/AMLI
Translocation, Dual Fusion Probe”, designed to detect
the TEL/AMLI fusion gene. Cells were processed

99



Fuka et al. Molecular Cytogenetics (2015) 8:35

according to the protocols instructions (Cytocell,
Cambridge, UK). Cases were considered positive for an
iAMP21 when =5 RUNXI signals were observed in at
least 7 % of metaphase nuclei (standard deviation +/—
2 %). If metaphase FISH was not possible, an iAMP21
was identified as multiple copies of RUNXI in most
interphase nuclei [1, 13].

Reverse trancriptase quantitative (RT-q)PCR

Total RNA was isolated by Trizol reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA) and used for ¢DNA
synthesis by Super Script II Reverse Transcriptase
(Life Technologies, Carlsbad, CA). RUNXI, ETS2,
DYRK1A, ERG and, GAPDH transcripts used as an
endogenous control were quantified by SYBR-green
RT-qPCR (Bioline, London, UK) using the Applied
Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA). For data depiction dCT
values (CT target — CT reference) of biological repli-
cates were calculated. The following primer combinations
were used: RUNX1, forward 5-GAGCTGAGAAATGCTA
CCGC-3,, reverse 5'-GGTCAGAGTGAAGCTTTTCCC-3}
ETS2, forward 5-TTCCAAAGAACCCCTGGCTG-3,
reverse 5-CGAACCTCTGCAGATTCACG-3; DYRKIA,
forward 5'- TGTAACCCCAAACGCAGTG-3, reverse
5'- ACCGATAAAAGCGACTCTGAA-3'; ERG, forward
5-AAGTAGCCGCCTTGCAAAT-3), reverse 5-GTGC
CTTCCCAGGTGATG-3; and GAPDH, forward 5'-TGA
CCCCTTCATTGACCTCA-3, reverse 5-AGTCCTTCC
ACGATACCAAA-3.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Statistical
Package for Social Sciences (SPSS), 18 (Chicago, IL),
Graph Pad Prism 4.02 (La Jolla, Ca) and R (Foundation
for Statistical Computing, Auckland, New Zealand) soft-
ware packages. Confidence intervals of 95 % were used;
P-values <0.05 were considered statistically significant.
Chi-square and Fisher’s exact tests were used for com-
parative variable analyzes of demographic and clinical
variables. Correlation and the strength of agreement
between MLPA data were assessed by Pearson correl-
ation coefficients and Kappa tests, respectively. Hier-
archical clustering and principal component analyses
(PCA) were created in R. For creation of heat maps
MLPA values were scaled and centered using the scale
function followed by clustering and plotting of normal-
ized values using heat map .2 with default values.
Patient groups from heatmaps were compared by un-
paired, two sided Student’s T-tests. PCA was performed
on scaled values using the prcomp() function with
default parameters.
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Additional files

Additional file 1: Mean MLPA peak ratios in BCP-ALL obtained
from test fragments of the MLPA SALSA P327-B1 probe set.
Additional file 2: The size and location of each test and reference
fragment of the MLPA SALSA P327_A1 probe set.

Additional file 3: The size and location of each test and reference
fragment of the MLPA SALSA P327_B1 probe set.

Abbreviations
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