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ESTUDO DO PERFIL CITOGENETICO E DE EXPRESSAO DOS GENES DO
COMPLEXO POLYCOMB NA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA DA INFANCIA

RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Amanda Faria de Figueiredo

A LMA é uma neoplasia hematol6gica caracterizada pela proliferacdo anormal de precursores
mieldides na medula éssea decorrente de uma parada no processo de diferenciagdo destas células.
A etiologia da leucemia ainda é desconhecida, mas alguns fatores, incluindo a presenca de
translocacdes cromossdmicas podem contribuir para o aparecimento desta neoplasia.Trés subgrupos
de alteragdes genéticas vém sendo definidos nos ultimos anos como os de maior freqiéncia em LMA
priméria da crianca. O grupo que envolve rearranjos do gene CBF (core binding factor):
1(8;21)(q22;922) e inv(16)(pl3;922); as leucemias associadas a alteragbes no gene MLL
(anormalidades da regido 11g23); e as leucemias associadas ao rearranjo PML-RARc:
t(15;17)(q22;912). Apesar de todo o conhecimento ja acumulado sobre as bases moleculares dos
processos leucemogénicos da LMA, alteragbes em reguladores epigenéticos vem ganhando
destaque na patologia da leucemia. Neste contexto, 0os genes pertencentes ao complexo Génico
Polycomb (PcG) estdo associados ao silenciamento epigenético durante o desenvolvimento
embrionério e durante a carcinogénese de diversos tumores, incluindo a leucemia mieléide aguda
(LMA). Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma anélise citogenética e de expressdo dos
genes do complexo PcG em criancas diagnosticadas com LMA para contribuir para o entendimento
da biologia desta neoplasia tdo heterogénea. As amostras de medula 6ssea de 84 pacientes foram
tratadas de acordo com os protocolos padrdes e, as técnicas de citogenética, envolvendo técnicas
moleculares foram realizadas, sendo possivel evidenciar uma alta taxa de anormalidades
cromossémicas de 89%. Além disso, uma alta taxa da t(15;17)(q22;912) pode ser observada, assim
como, vdrias alteracbes ndo-recorrentes puderam ser identificadas, jA& que varias técnicas de
citogenética molecular de alta resolucdo foram utilizadas. Dos 84 pacientes, 52 pacientes foram
avaliados quanto ao perfil de expressao de alguns dos genes PcG, utilizando a metodologia de PCR
em tempo real (RT-qPCR). Com isso, foi possivel observar altos niveis relativos de mRNA dos genes
PcG nos pacientes quando comparados com os doadores saudaveis. Quando foram comparados os
niveis de expressdo destes genes de acordo com 0s subtipos morfolégicos, o subtipo LMA-M3
apresentou os niveis mais aumentados, principalmente nos pacientes menores de 8 anos de idade.
Com relagdo aos dados clinicos, apesar da grande variagdo, a LMA apresentou altos niveis de mRNA
dos genes PcG em pacientes com mais de 50.000 leucocitos e a LMA-M3 apresentou niveis
aumentados de mMRNA destes genes nos pacientes com baixa contagem de plaquetas. Com isso,
podemos concluir que apesar da variagdo nos niveis de mRNA dos genes PcG estudados na LMA, foi
possivel observar uma correlacdo destes niveis com os dados clinicos dos pacientes, como os
subtipos morfoldgicos, com a idade, contagem leucocitaria e plaguetas na LMA-M3.
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CYTOGENETICS AND POLYCOMB GENE EXPRESSION PROFILES STUDY IN

CHILDHOOD ACUTE MYELOID LEUKEMIA

ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Amanda Faria de Figueiredo

AML is a hematologic malignancy characterized by the abnormal proliferation of myeloid
precursors in the bone marrow due to an arrest of differentiation process of these cells. The
etiology of leukemia is unknown, but some factors, including the presence of chromosomal
translocations may contribute to the emergence of this neoplasia. Three subgroups of
genetic alterations have been defined in recent years as the most frequent in primary
childhood AML. The group involving core binding factor gene rearrangements: t(8;21)(q22;
g22), and inv(16)(p13;922); leukemias associated with alterations in the MLL gene (11923
abnormalities in the region ); leukemias associated with PML-RARa rearrangement:
t(15;17)(g22;912). Despite all the knowledge already accumulated regarding the molecular
basis of AML leukemogenic processes, changes in epigenetic regulators have been gaining
attention in the pathology of leukemia. In this context, the Polycomb Complex genes (PcG)
are associated with epigenetic silencing during embryonic development and during
carcinogenesis of several tumors, including acute myeloid leukemia (AML). Therefore, the
aim of this study was to evaluate a cytogenetic and PcG genes expression profiles in
children diagnosed with AML to contribute to the understanding of the biology of this
heterogeneous tumor. The bone marrow samples of 84 patients were treated according to
standard protocols, and the cytogenetic analysis involving molecular techniques were
performed, and were able to demonstrate a high rate of chromosomal abnormalities in 89%
of cases. In addition, a high rate of t(15;17)(g22;g12) may be observed, as well as several
non -recurring changes could be identified, since several high resolution molecular
cytogenetic techniques were used. From the 84 patients’ samples, 52 were evaluated for the
expression of some of the PcG genes profile, using the real-time PCR methodology. Thus, it
was possible to observe mRNA high relative levels of PcG genes in patients compared with
healthy donors. When the expression levels of these genes according to the morphological
subtypes were compared, AML-M3 subtype showed the most increased levels, mainly in
children under the age of 8. Regarding clinical data, despite the wide variation AML showed
high mRNA levels of PcG genes in patients with more than 50,000 leukocytes and AML - M3
showed increased mMRNA levels of these genes in patients with low platelet counts. Thus, we
conclude that despite the variation in mMRNA levels of PcG genes studied in AML, we
observed a correlation of these levels with clinical patient data, such as morphological
subtypes, with age, white blood count and platelets in AML - M3.
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1. Introducéao
1.1. Leucemias

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de hemopatias malignas
caracterizadas pela proliferagdo clonal de células multipotentes da linhagem
hematopoiética que sofreram alteragBes genéticas que se manifestam em uma
determinada fase durante a sua diferenciacdo. Estas alteracbes afetam genes
importantes  que  controlam mecanismos naturais  de proliferacao,
diferenciacdo/maturacéo e apoptose (HEAD, 2004a).

Magee e colaboradores (2012), assim como, Nguyen e colaboradores(2012)
descreveram que a leucemia, assim como outros canceres, pode resultar da
ocorréncia de multiplas etapas, nas quais, alteracfes genéticas em multiplos genes
podem acontecer tanto nas células-tronco hematopoéticas do espa¢co medular como
em precursores ja acometidos com alguma das linhagens celulares especificas.

Segundo Gilland e colaboradores (2004), o primeiro evento levaria a um
aumento no processo de proliferacdo e diminuicdo de apoptose, resultando em uma
hematopoese clonal. Nesta etapa, sdo muito comuns alteracdes genéticas, como as
mutacbes que geram ganho ou perda de funcbes de genes envolvidos nos
processos de proliferacdo celular e apoptose. Porém, esta Unica alteracdo nao é
suficiente para o desenvolvimento da leucemia, sendo necessario um novo evento,
como por exemplo, a presenca de outras alteracbes genéticas como as fusdes
génicas, que resultariam na geracdo de proteinas quiméricas, assim como, de outras
mutacBes em fatores de transcricdo importantes para a hematopoese.

Mais recentemente, esse modelo de Gilland e colaboradores (2004), passou
por uma significativa revisdo (JAN & MAJETI, 2013). Isso porque com 0S Novos
estudos de sequenciamento do genoma completo e de partes codificantes e néo-
codificantes do genoma das leucemias, outras alteracées puderam ser descritas
(LEY et al., 2008; MARDIS et al., 2009; LEY et al., 2010; SANDRES & VALK, 2013),
tais como, as alteracdes em reguladores epigenéticos e também alteracdes na
sinalizacdo do microambiente medular (URIBESALGO & DI CROCE, 2011).

As hemopatias malignas sdo classificadas de acordo com critérios, como o
tipo celular envolvido, o grau de diferenciagdo e a evolucdo clinica seguida na
doenca. Nas leucemias crbnicas, hA um aumento de células-neoplasicas maduras

nao-funcionais que substituem os elementos normais da medula éssea, enquanto



gue nas leucemias agudas, acontece a proliferacado de elementos celulares imaturos
e de rapida evolucao clinica (GILLIAND et al., 2004).

As leucemias agudas sao divididas em linféides e mieldides e diferem em
seus aspectos clinicos, assim como, no curso da doengca e nha resposta ao
tratamento. Essa diferenciacdo entre leucemia linfoblastica aguda (LLA) e leucemia

mieldide aguda (LMA) é essencial as intervencdes terapéuticas (HEAD, 2004a).

1.2. Leucemia Mieléide Aguda

A Leucemia Mieléide Aguda (LMA) é caracterizada por um acumulo excessivo
de precursores mieldides na medula 6ssea que perderam a capacidade de se
diferenciar e de responder a reguladores normais de proliferacdo. O evento
leucemogénico pode ocorrer em uma célula-tronco comprometida com a linhagem
mieldéide, impedindo a maturacdo e a diferenciacdo das células (Fig. 1.1). O
mecanismo gue leva a célula progenitora a perder o controle da proliferacdo celular,
ocasionando a expansdao do clone leucémico, permanece incerto. No entanto,
alteracdes genéticas e epigenéticas parecem estar envolvidas na patogénese das
leucemias. Estes defeitos genéticos podem ser resultado de diversos eventos
possiveis, tais como delecdes e translocacdes cromossdémicas, mutacdes pontuais,
entre outras (SANDERS & VALK, 2013).

O curso clinico natural da LMA pode ser fatal, em termos de dias ou semanas
a partir do diagndéstico. Isto se deve, principalmente, as complicacdes advindas da
insuficiéncia medular, podendo ser citadas como as mais comuns: infeccdes ligadas
a neutropenia e hemorragias relacionadas a trombocitopenia (CLARKE & GLASER,
2000).

A LMA é a neoplasia mieléide mais comum em adultos, com uma média de
idade de 70 anos e corresponde a cerca de 80% dos casos de leucemias agudas em
adultos. Além disso, ela € mundialmente descrita em 4 casos a cada 100 mil
habitantes, correspondendo a cerca de 20% dos casos totais de leucemias na
populacdo em geral (Head, 2004a). Na infancia, a LMA é um tipo raro de hemopatia
maligna, sendo a sétima neoplasia mais comum em criangas e, pode chegar a cerca
de 15% a 20% das leucemias agudas em criancas até os 18 anos de idade. A
incidéncia da LMA em pessoas com menos de 15 anos de idade aumenta

rapidamente apds o nascimento, correspondendo a 49% de todos os casos de



leucemia em lactentes, atingindo o seu pico um pouco antes dos 5 anos de idade
(HEAD, 2004b; CREUTZIG et al., 2012).

Com relagédo a sua apresentacdo, a LMA pode apresentar-se como uma
doenca de novo ou pode ser secundaria a uma crise blastica de Leucemia mielbide
Crbnica (LMC), a uma evolucdo de mielodisplasia e a tratamentos que utilizam
agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase e/ou radiagdo ionizante
(CREUTZIG et al., 2012).

De acordo com Puumala e colaboradores (2013), ha uma consideravel
diferenca geografica no aparecimento de leucemias na infancia e, estas diferencas
podem ajudar no esclarecimento dos mecanismos etiolégicos. Por exemplo, nos
Estados Unidos e em alguns paises desenvolvidos da Europa, os graficos de
incidéncias de leucemias mostram um pico significativo de LLA na infancia, entre 2 e
5 anos. Com relacdo aos paises em desenvolvimento, Howard e colaboradores
(2004) observaram o pico de incidéncia de LLA entre 3 e 5 anos de idade em 375
criancas diagnosticadas entre 1980 e 2002. Em relagcdo a LMA, também foram
observadas diferencas geograficas no seu aparecimento. Em criancas de origem
latina, hispanica e asiatica, um subtipo da LMA caracterizado pelo acumulo de
promieldcitos anormais na medula 0ssea, a leucemia promielocitica aguda (LMA-
M3), foi o subtipo mais encontrado entre as criangcas de origem hispanica e latina
(JACOMO et al, 2008).

No entanto, no Brasil, devido aos poucos estudos epidemiologicos e a
raridade desta doenca na infancia, sdo poucos os trabalhos que estudam e
descrevem os principais aspectos da LMA da infancia brasileira. Pombo-de-Oliveira
e colaboradores (2009) demonstraram que as regides do Brasil apresentam
incidéncias diferentes de LMA, sendo as regides Sudeste e Nordeste as que
apresentam uma maior frequéncia desta neoplasia. Além disso, Pezzi e
colaboradores (2012) descreveram uma alta frequéncia do subtipo M3 em um estudo

de criangas e adultos na populagéo brasileira da regido Sul do Brasil.
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MO, M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7 — Subtipos morfolégicosFAB da LMA

1.3. Classificacdo da LMA

Com o objetivo de separar os pacientes em subgrupos dentro da LMA, em

funcdo da heterogeneidade desta neoplasia, foram desenvolvidas as classificacdes:

morfoldgica, que leva em consideracdo o tipo celular predominante e o grau de

maturagdo da célula envolvida e, imunofenotipica, que se baseia na presenca ou na

auséncia de determinados antigenos de superficie nas células blasticas. A

classificagdo morfolégica, desenvolvida pelo grupo de hematologistas franceses,
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americanos e britanicos (BENNETT et al., 1976,; BENNETT et al., 1985 a,b)
descreve a LMA em 8 subtipos principais (classificagdo FAB), cada um dos quais
podendo apresentar caracteristicas singulares (Tabela 1.1). A seguir, estao
destacadas as caracteristicas de cada subtipo de acordo com o tipo celular
predominante.

O subtipo FAB MO, LMA sem diferenciagcdo, apresenta blastos muito
indiferenciados, sem a presenca de marcadores citolégicos e imunocitoquimicos
definitivos de mieloblastos, mas expressam pelo menos um antigeno de linhagem
mieldide (CD13, CD33) por estudos de marcadores de superficie celular. Os blastos
sdo pequenos e agranulares com cromatina frouxa, nucléolo evidente e
assemelham-se a mieloblastos do ponto de vista ultraestrutural. Este subtipo € raro e
representa apenas 2% dos casos de LMA.

A LMA minimamente diferenciada, subtipo FAB M1, apresenta elevada
percentagem de blastos indiferenciados (>30%) na contagem diferencial do
mielograma com pouca diferenciacdo para mieloblasto. Neste subtipo, os bastonetes
de Auer sdo ocasionalmente visualizados. A LMA M1 representa cerca de 20% dos
casos. Por outro lado, o subtipo M2, LMA com diferenciacdo granulocitica,
representa cerca de 30% dos casos e é caracterizado pela presenca da série de
maturacdo até pro-mielécitos (< 20% de monoblastos) com bastonetes de Auer
proeminentes.

A leucemia promielocitica aguda (LPA), subtipo M3, apresenta prevaléncia de
promielocitos anormais hipergranulares, nos quais se observam muitos bastonetes
de Auer por célula, nucleo geralmente bilobulado ou reniforme. Os pacientes com
este tipo de leucemia frequentemente desenvolvem coagulopatias (coagulacéo
intravascular disseminada, fibrindlise e protedlise). A LMA-M3v (M3 variante) se
caracteriza pela presenca de granulacdes finas, nacleo com profundas fendas e

pequeno numero de bastdes de Auer.



Tabela 1.1 — Classificagdo morfologica, imunolégica e citoquimica da LMA

Subtipo Nome comum e % dos casos Citoguimica e Imunofenotipagem

FAB

MO LMA com diferenciagdo minima SB e EN (-), TdT(+/-), aMPO (+), CD33 ou CD13 (+), CD7+/-, CD14,
(2%) CD15+/-,CD34, (marcadores de células T)

M1 LMA sem maturacao MPO(+) e SB (+),aMPO (+),TdT, CD13 ou CD33, HLA-DR +, CD14, CD15,
(10- 18%) CD34, CD4+/-

M2 LMA ¢/ maturacao MPO (+)SB (+), EN (-):, CD14(+/-);CD11(+), CD33 e ou CD13 (+),
(27-29%) aMPO(+), HLA-DR +,CD14, CD4

M3 Leucemia promielocitica MPO (+),SB (+), CD14(-);CD11(+);CD15(+);HLA(-), CD33/CD13 (+),
aguda (5-19%) aMPO (+)

M4 Leucemia mielomonocitica MPO (+) SB (+) e EN (+)CD14(+);CD11(+/-);HLA(+), CD33/CD13 (+),
(16-25%) CD13, CD33, CD15, CD36, HLA-DR +/-, CD4, CD34+/-, TdT+/-

M4Eo Leucemia mielomonocitica MPO (+) SB (+) EN (+)CD14(+/-);CD11(+); HLA (+), CD33/CD13 (+/-),
¢/ eosindfilos anormais(5-10%) CD15, CD36,CD34+/-, TdT+/-

M5 Leucemia monocitica aguda CD11c, CD13, CD33, CD36, HLA-DR +, CD15, CD14, CD4,
(13-22%) CD34, CD7+/- ,MPO (-) SB (-),EN (+)

M6 Eritroleucemia (1-3%) Eritrécito: Glicoproteina A+, CD71, CD45+/-, Mieloblasto: os mesmos

da M1, SB (+), MPO (+), EN (-)

M7 Leucemia megacariocitica CD36, CD41, CD42, ou CD61+, CD34, CD13, CD33+/-,HLA-DR+,

Aguda (4-8%) SB (-), MPO(-), EN (+)

FAB: French, American and British group; LMA: Leucemia mieloide aguda; Eo: eosindéfilos; SB:suddan black; EN:esterase ndo-especifica; TdT:
Terminal deoxynucleotidyl tranferase; MPO: mieloperoxidase; aMPO: anti- mieloperoxidase ; CD: Cluster differentiation; HLA-DR: Antigeno humano
do complexo de histocompatibilidade de clase II; c: citoplasmatico. Fonte: Modificado de Bennett et al., 1976.



O subtipo FAB M4 conhecido como leucemia mielomonocitica aguda, comum
em 15-20% das LMAs, apresenta tanto diferenciacdo mielocitica como monocitica
sendo que 20% a 80% das células ndo-eritréides sdo compostas de monoblastos. A
variante M4 eosinofilica (M4Eo) esta associada a presenca de >5% de precursores
eosinofilicos displasicos na medula 6ssea.

O subtipo FAB M5, leucemia monocitica aguda, caracteriza-se pela presenca
de pelo menos 80% de células monoblasticas grandes com citoplasma abundante
contendo granulacdes finas, sdo raros os bastdes de Auer, de nucleo convoluto e
cromatina frouxa, podendo conter grandes nucléolos. Pode também apresentar
promondcitos e mondcitos. Ocorre em aproximadamente 10% das LMAs. Este
subtipo abrange as variantes M5a e M5b. No subtipo M5a ocorre o predominio de
monoblastos sem diferenciacdo, células grandes com citoplasma livre de
granulagcdes e ndcleo de cromatina frouxa, representando mais de 80% dos
componentes celulares ndo-eritréides. Enquanto a M5b apresenta mais de 80% de
células de linhagem monocitaria (monoblastos, promondcitos e mondacitos),
demonstrando diferenciacao.

A eritroleucemia aguda, FAB M6, é pouco freqUente, representando apenas
de 2-5% dos casos de LMA. Nesta leucemia eritroblastos anormais sdo numerosos
na medula e muitas vezes no sangue. Algumas destas células sdo megaloblastoides
ou possuem nucleos gigantes e/ou multiplos. Mieloblastos também estdo presentes
em pelo menos 30%.

O subtipo FAB M7, leucemia megacarioblastica aguda, também é raro e é
caracterizado pela ocorréncia de megacarioblastos com fibrose medular associada.
Apresenta blastos pequenos com citoplasma pélido agranular e com protrusdes,
podendo assemelhar-se a linfoblastos. Para um diagnéstico preciso faz-se
necessaria um teste para peroxidase plaquetaria, utilizando microscopia optica ou a
imunofenotipagem, através de citometria de fluxo ou imunohistoquimica.

Apesar da sua importancia para a determinagdo do grau de maturagdo e
identificacdo da linhagem das células leucémicas, a classificacdo FAB se tornou
obsoleta, uma vez que restringia os aspectos bioldgicos, terapéuticos e prognosticos
por ndo atender a necessidade de introducdo das caracteristicas citogenéticas e
moleculares que se tornavam cada vez mais proeminentes a fisiopatologia desse
grupo de doencas.

A criacdo de uma nova classificacdo para as neoplasias hematopoéticas era

necessaria para que fossem incorporados todos esses aspectos. E em 2001, a
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Organizacdo Mundial da Saude(OMS) juntamente com a Sociedade dos
Hematopatologistas e a Associacdo de Hematopatologistas Europeus divulgaram
uma nova classificacédo que incorpora os achados citogenéticos (Jaffe et al., 2001). A
introducdo de informacdes citogenéticas e moleculares ajudou a definir mais
claramente as distintas entidades envolvidas na LMA. A tabela 1.2 apresenta o0s
subtipos da LMA de acordo com as classificacdes FAB e OMS (2001)(CUCUIANU,
2005).

Tabela 1.2 — Comparacao entre as classificacdes FAB e OMS (2001)

Classificacdo Francesa-Americana- Classificacdo da Organizagdo mundial de
Britanica (FAB) da LMA Saude (OMS) para a LMA
LMA com anormalidades genéticas recorrentes
- LMA com t(8;21)
- LMA com eosindfilos anormais na medula 6ssea
MO - LMA sem diferenciacao e inv(16) ou t(16;16)
- Leucemia promielocitica aguda (LPA) com
t(15;17) e variantes
- LMA com anormalidades da 11923
LMA com displasia de multiplas linhagens
M1 - LMA minimamente diferenciada - Seguida de Sindrome Mielodisplasica (SMD)
- Sem antecedente de SMD
LMA e SMD associadas a tratamento

M2 - LMA com diferenciacéo granulocitica - Associada a agentes alquilantes/radiacéo
- Associada a inibidores de topoisomerase-l|
M3 - Leucemia promielocitica aguda LMA n&o categorizada nos itens anteriores

M4 - Leucemia mielomonocitica aguda

M5 - Leucemia monocitica aguda
M6 - Eritroleucemia aguda
M7 - Leucemia megacarioblastica aguda
t-translocacdo, LMA-leucemia mieléide aguda, q =bra¢o longo do cromossomo.
Fonte: Cucuianu, 2005

Em 2008, a OMS revisou a classificacdo de 2001 para atender a
necessidade de identificacdo e categorizacdo dos casos onde nenhuma
anormalidade citogenética era identificada, sendo considerados como
citogeneticamente normais (LMA-CN), os quais correspondem de 30 a 50% dos
casos de LMA de novo do adulto e 20% da infancia. Diversas anormalidades
genéticas nao identificaveis ao microscopio tém sido encontradas nesse grande
grupo, dentre elas estdo mutacdes e/ou modificacdes na expresséo génica de genes
alvos associados a leucemogénese e a resposta ao tratamento das LMAs. Estes
genes sdo marcadores prognosticos que contribuem para a melhoria da
caracterizacdo e estratificacdo de risco dos pacientes com LMA. Atualmente, 0s

marcadores prognoésticos mais estudados na LMA sdo as mutacdes dos genes



NPM1, FLT3, MLL e CEBPalpha (GREGORY et al., 2009; ROCKOVA et al., 2011).

A tabela abaixo apresenta a atual classificagdo da OMS (2008)(Tabela 1.3).
Tabela 1.3- Classificagdo da OMS (2008) para as LMAs

Classificagdo OMS(2008) para a LMA

LMA com anormalidades genéticas recorrentes
-LMA com (8;21)(922;922);RUNX1-RUNX1T1
-LMA com inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1;922), CBFB-MYH11
-LPA com t(15;17)(922;q12); PML-RARA
-LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
-LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
-LMA com inv(3)(g21g26.2) ou t(3;3)(921;926.2); RPN1-EVI1
-LMA (megacarioblastica) com t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1
-Subtipo provisério: LMA com mutacao NPM1
-Subtipo provisério: LMA com mutacao CEBPA
LMA com alteracGes relacionadas a mielodisplasia(SMD)
Neoplasias miel6ides secundarias a tratamento
LMA néo categorizada nos itens anteriores
-LMA com diferenciacdo minima
-LMA sem maturacao
-LMA com maturacao
-Leucemia mielomonocitica aguda
-Leucemia monoblastica e monocitica
-Leucemias eritréides aguda
*Leucemia eritroide pura
*Eritroleucemia, Mielbide/eritroide
-Leucemia megacarioblastica aguda
-Leucemia basofilica aguda
-Pan-mielose aguda com mielofibrose
Sarcoma mieléide
ProliferacBes mieloides relacionadas a Sindrome de Down
-Mielopoiese anormal transiente
-LMA relacionadas com a sindrome de Down

Fonte: Modificado de Vardiman et al., 2009.

1.4. Importancia da Caracterizacdo Citogenética nas Neoplasias

A andlise citogenética das células malignas representou o inicio de um dos
maiores avancos na compreensdo da natureza biologica das neoplasias, em
especial no campo da leucemogénese e nas implicacfes progndsticas. Isso porque,
com o advento da citogenética, foi possivel descobrir varias anomalias
cromossOmicas recorrentes e especificas em diferentes tipos de leucemias. Este tipo
de descoberta possibilitou a determinacdo dos genes envolvidos no processo de
aparecimento da leucemia através do mapeamento e da clonagem desses genes,
sugerindo que a leucemia era uma doenca genética. A presenca de determinadas
anomalias cromossOmicas caracterizou marcadores tumorais no diagnostico e na

determinacédo do prognostico.



No entanto, a citogenética tumoral foi dependente do melhoramento das
técnicas de obtencdo cromossémica como também das técnicas de analise
cariotipica. Assim, de modo esquematico, podemos dividir o desenvolvimento da
analise dos cromossomos em 5 fases. A primeira comecou com a descoberta de
métodos para obter células metafasicas em culturas celulares in vitro e se estendeu
até 1969, levando a descoberta do cromossomo Philadelphia (Ph) na LMC
(NOWELI& HUNGERFORD, 1960). Nesta época, 0s cromossomos eram corados por
corante de Giemsa sem tratamento prévio, o que tornava dificil a distincdo confiavel
entre 0s cromossomos ndo-homoélogos.

A segunda fase se iniciou com o desenvolvimento da técnica de bandeamento
(1969-1971), que possibilitou a individualizagéo precisa dos pares de cromossomos,
assim como, a natureza das alteracdes cromossémicas de diversas neoplasias.
Nesta época, foi descrita a primeira translocacdo no cancer humano, a
t(8;21)(q22;922), em pacientes com LMA (ZECH, 1969) e a natureza do
cromossomo Ph como resultante de uma translocacdo reciproca, envolvendo os
cromossomos 9 e 22, a t(9;22)(q34; q11) (ROWLEY, 1998).

A terceira fase comecou com o uso de sondas de DNA especificas para
identificar genes ou regides cromossdmicas. Estas sondas marcadas com material
fluorescente deram origem ao desenvolvimento da técnica de hibridizacao in situ por
fluorescéncia (FISH) (VAN PROOIIJEN-KNEGT etal., 1982), técnica esta, que deu
inicio a citogenética molecular (Fig 1.2). Com essa técnica, é possivel identificar, de
forma réapida, anormalidades cromossémicas que envolvem pequenos segmentos de
DNA, como por exemplo, os genes envolvidos na inversdao pericéntrica do
cromossomo 16, encontrada em pacientes com LMA (KUNDU & LIU, 2001).

A quarta fase comegcou com O uso, nao de sondas de regides
cromossOmicas, mas sondas de cromossomos inteiros e com a utilizacdo de mais de
trés fluorocromos, gerando um padréo diferente de cor para cada um dos 23 pares
de cromossomos humanos (SCHROCK etal., 1996; SPEICHER etal. 1996). Essa
poderosa técnica chamada de cariétipo espectral (SKY) ou FISH multiplex (M-FISH)
tem se mostrado de extrema importancia para detectar ndo so translocacdes, mas,
principalmente, para detectar anomalias cromoss6micas complexas. Como por
exemplo, na deteccdo da amplificacdo de regides nos bracos longos dos
cromossomos 11 (11q), 21 (21q) e 22 (22q) que ndo haviam sido detectadas antes
em pacientes com LMA que apresentavam cariétipos complexos, mas que podiam

ter um papel importante na leucemogénese (MROZEK etal., 2002).
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Juntamente com o M-FISH, surgiu uma quinta fase que se caracteriza pelo
uso de sondas que foram confeccionadas a partir da microdisseccao de pedacos de
todos os cromossomos. Essas sondas sdao marcadas com cinco diferentes
fluorocromos, gerando padrbes de cores para cada um dos 24 cromossomos pela
sobreposicao desses inumeros fragmentos de DNA (WEISE et al., 2008) (Fig. 1.3).
Essa técnica denominada de Multicolor Banding Chromosome (MCB) tem se
mostrado muito importante para a caracterizacéo de cariétipos complexos, pequenas
anormalidades citogenéticas e cariotipos com anormalidades cripticas nas LMAs
(MACEDO SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2008; MARQUES-SALLES et al., 2009).

Entretanto, ha algumas limitacBes para o emprego destas técnicas, pois estas
necessitam da presenca de metafases de relativa qualidade na amostra para a
analise. Com isso, houve a necessidade de se estabelecer uma técnica de FISH que
nao necessitasse de metafases de qualidade. Entdo, a hibridizacdo gendémica
comparativa (CGH) conseguiu ultrapassar esse obstaculo através da comparacao do
DNA gendmico normal e do DNA gendmico neoplasico. Esses DNAs sédo
diferencialmente marcados com fluorocromos verde e vermelho, respectivamente,
misturados em quantidades iguais e co-hibridizados. Com a utilizacdo dessa técnica,
um grande avanco foi alcangado, principalmente, na citogenética de tumores soélidos
que apresentam limitacdes na qualidade das metafases (KEARNEY, 2001). Porém,
para 0s rearranjos que nado envolvem perdas genbmicas, como é o0 caso das
translocacdes balanceadas e as inversdes, o uso da CGH é limitado, por nédo
conseguir detectar rearranjos estruturais em que nao ocorrem nem perdas e nem
ganhos de materiais cromossomicos, nao fornecendo, portanto, informacdes sobre
0S segmentos cromossdmicos envolvidos nestes rearranjos.

Na década de 90, o uso do array CGH foi descrito pela primeira vez,
utilizando pequenas regides especificas do genoma humano. O desenvolvimento de
arrays CGH que cobriam todo o genoma humano, utilizando um clone para cada
megabase (Mb) do DNA, foi rapidamente desenvolvido e, hoje é largamente
utilizado, tanto na pesquisa em genética clinica quanto em genética tumoral. A
flexibilidade desses arrays permitiu que eles fossem também utilizados para detectar
perdas de heterozigosidade de nucleotideos Unicos ou de alteragcdes no numero de
copias de determinados segmentos cromossOmicos. Esses arrays receberam o
nome de Single Nucleotide Polymorphism (SNP) array. Diferentemente do CGH

array, no SNP array somente uma amostra genémica é hibridizada, sendo entéo,
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possivel, a identificacdo de alteracdes no numero de copias pela comparacdo com
uma hibridizacdo de um controle independente (EMANUEL & SAITTA, 2007).

Recentemente, the next generation sequencing (NGS) permitiu a
caracterizacdo do transcriptoma, exoma e dos genomas completos de diferentes
tipos de cancer, incluindo varias hemopatias malignas. Isso porque, mesmo
utilizando, métodos baseados na fluorescéncia e na quimioluminescéncia, métodos
estes baseados na hibridizacao in situ (ISH), o foco da deteccao das anormalidades
presentes no cancer passou do nivel de cromossomo para um unico nucleotideo
alterado ou uma variacdo do mesmo (DAS & TAN, 2013). No entanto, a quantidade
de dados gerados, além do custo financeiro e da heterogeneidade dos tumores,
demonstra que essa técnica ainda esta4 no seu inicio de uso para a clinica, ja que
mesmo com os dados ja gerados poucos biomarcadores ja foram incorporados como
indicadores de prognastico.

A combinacédo de vérias técnicas de citogenética demonstra que uma melhor
andlise dos rearranjos cromossémicos presentes na doenca pode ser feita. Isso
porque a técnica de banda G pode revelar a presenca de rearranjos citogenéticos
complexos, mas ndo pode identificar a origem deste material, enquanto que, o M-
FISH pode identificar os rearranjos cromossOmicos presentes, mas ndo consegue
nos dar informacéo sobre os desbalancos gendmicos. O CGH array consegue nos
dar informacbes sobre as delecdes e amplificacbes presentes na amostra, no
entanto, ndo consegue detectar transloca¢des balanceadas. O Tiling CGH (tCGH)
consegue detectar as translocacdes balanceadas ja conhecidas, mas ndo consegue
descobrir novas alteracdes que possam aparecer (GREISMAN et al., 2011). Isso
tudo confirma que para uma melhor andlise de rearranjos cromossdmicos
complexos, a combinacdo de varias técnicas de citogenética € a escolha mais

adequada para o estudo destas anormalidades citogenéticas.
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1.5. Padréo Citogenético da LMA

A literatura tem mostrado que, aproximadamente, 85% das criangas com
LMA apresentam alteracbes cromossOmicas na medula Ossea e ou sangue
periférico no momento do diagnostico (MANOLA, 2009; RAIMONDI et al., 1999),
enquanto que cariétipos anormais sédo detectados em aproximadamente 60% dos
pacientes adultos (MROZEK et al., 2004). Os tipos de alteracdes citogenéticas
encontradas na LMA podem ser numeéricas e/ou estruturais.

As anomalias estruturais encontradas na LMA s&o, principalmente, as
translocacdes e inversfes. As alteracBes estruturais mais frequentemente
encontradas na LMA da infancia sdo aquelas que afetam a regido 23 do
cromossomo 11, especialmente nos subtipos M4 e M5, podendo ser observadas
em 14%a 22% dos casos de LMA. Os rearranjos, que envolvem essa regido, mais
comumente observados sdo a t(9;11)(p21;923), a t(10;11)(p13;023) e a
(11;19)(923;p13) (MANOLA, 2009).

A segunda alteracdo citogenética estrutural mais encontrada na LMA da
infancia é a 1(8;21)(g22;922), reportada em 7% a 16% dos casos e, que é,
preferencialmente, correlacionada com o subtipo morfolégico M2. Quando séo
detectadas alteracdes citogenéticas do tipo translocacdes, ocorrem fusGes de genes
que codificam fatores transcricionais que, geralmente, estdo envolvidos na
proliferacéo, diferenciacédo e apoptose de células sanguineas precursoras (PUI et al.,
2011).

As alteracBes cromossémicas numéricas podem ser do tipo monossomias e
nulissomias, conferindo um cariétipo com menos de 46 cromossomos e, podem ser
do tipo trissomias, tetrassomias entre outras, conferindo um cariétipo hiperdipléide,
com mais de 46 cromossomos. A trissomia do cromossomo 8 é a anomalia
cromossOmica numérica mais frequente na LMA, tanto no adulto como na infancia,
exceto na M0O. Esse cromossomo extra é geralmente visto com outras anormalidades
citogenéticas recorrentes como a t(8;21)(q22;922), a t(15;17)(g22;9q21) e outras.
Porém, também pode ser visto como uma Unica aberragdo cromossémica do
cariétipo em 2,1% dos casos de LMA na infancia (RAIMONDI et al., 1999) e em 3%
a 4% em pacientes adultos. Mesmo ndo estando associada com um subtipo
especifico de LMA, ela é mais comumente observada nos subtipos M1, M4 e M5
(MANOLA, 20009).
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Outras alteragcdes cromossdmicas huméricas mais raramente observadas na
infancia sdo as monossomias do cromossomo 5 ou 7, encontradas respectivamente,
em 5% e 1% dos casos de LMA pediatrica. J& em adultos, esses numeros
aumentam para, respectivamente, 7% e 5% dos casos (GRIMWADE, 2001). A
trissomia do cromossomo 21 € a segunda alteragcdo numérica mais frequente em
criangas, estando associada as anomalias citogenéticas recorrentes. Mas também
pode ser encontrada como Unica anormalidade citogenética no clone em 1,5% dos
casos (RAIMONDI et al.,1999). Além dessas alteracdes, as trissomias dos
cromossomos 4, 11, 13 e 21 também podem ser encontradas em adultos com menor
frequéncia do que a trissomia do cromossomo 8 (BACHER et al., 2005).

Apesar de alguns subtipos morfolégicos raros ndo apresentarem anomalias
cromossOmicas especificas, como o MO, o M1 e o M6, alguns trabalhos ja
descreveram que o subtipo MO e M1 caracterizam-se por uma alta frequéncia de
aberracdes cromossémicas clonais (BACHER et al., 2005), mostrando uma
associacado com a trissomia dos cromossomos 4, 11, 13 e 21, tanto como anomalias
cromossOmicas isoladas como adicionais a outras anomalias citogenéticas (KLAUS
et al., 2004). O outro subtipo raro, M6, inclui uma alta incidéncia de cariétipos
complexos, chegando a cerca de 61%, mas ainda ndo ha uma descricdo das
anomalias cromoss6micas mais frequentemente encontradas neste subtipo FAB
(BACHER et al.,2005).

1.6. Progndéstico de pacientes com LMA

O progndstico das criangas com LMA melhorou discretamente nos altimos 20
anos. Atualmente, a sobrevida livre de recidiva em 5 anos pode chegar a quase 60%
para o conjunto de pacientes (HEAD, 2004b). Nos dias de hoje, o resultado da
analise citogenética, realizada no diagnadstico, € o fator progndéstico mais importante.
Ou seja, as estratificacdes de risco nos diversos protocolos de tratamento de LMA
dependem praticamente desses resultados (MROZEK et al., 2000). Sendo assim, 0s
subgrupos citogenéticos sao classificados de acordo com o progndostico em
favoravel, intermediario ou desfavoravel.

Um progndéstico mais favoravel parece estar relacionado com algumas das

anomalias cromossdmicas da LMA, tais como a t(8;21)(g22;922) sem a delecéo do
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braco longo do cromossomo 9 (9g) ou sem anomalias citogenéticas adicionais, a
t(15;17)(g22;921) associada ou nao a outras anormalidades cromossOmicas e a
inv(16)/t(16;16)/del(16g). Os pacientes apresentando anomalias cromossOmicas
numeéricas, tais como, trissomias dos cromossomos 8 e 6 e, nulissomia do
cromossomo Y e anomalias estruturais, como, a del(12p) e cari6tipos normais sao
selecionados para protocolo de tratamento intermediario. JA& 0s pacientes que
apresentam a monossomia do cromossomo 5 ou a del(5g), a monossomia do
cromossomo 7 ou a del(7g), a inv(39)/t(3;3), a t(6;9), a del(9qg), a t(9;22),
anormalidades da regido 11923 e caridtipos complexos sdo selecionados para
protocolos de alto risco. Muitas das alteracées encontradas na LMA apresentam um
prognostico desconhecido. Os pacientes com a t(9;22)(q34;g11) e com as anomalias
envolvendo a regido 11923, apresentam mau prognéstico e, sdo em varios
protocolos, candidatos ao transplante alogénico das células progenitoras
hematopoiéticas, apds a obtencdo da primeira remissdo completa (DEWALD et al.,
2002).

Em um estudo recente com pacientes adultos, cerca de 45% das LMAs
apresentaram cariotipo normal pela andlise da citogenética convencional (KLAUS et
al., 2004), sendo necessario entdo, estudos moleculares para detectar rearranjos
ocultos (invisiveis ao nivel de cromossomo por causa do tamanho dos rearranjos
que podem variar de 1 a 2 Mb) ou aberragdes moleculares, como por exemplo,
mutacBes em ponto que ndo podem ser detectadas por analise de citogenética
convencional ou molecular (YAMAMOTO. et al.,, 2001; CUNEO et al., 2002;
GAMERDINGER et al., 2003; KLAUS et al., 2003; KLAUS et al., 2004).

Andlises recentes por FISH e por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) nas
LMAs com cariétipo normal detectaram aberragbes genéticas. A ocorréncia dessas
translocacdes ocultas em LMA p6de ser mostrada nos casos de LMA M1 e M2 com
0S cromossomos 8 e 21 normais e com a fusdo génica AML1/ETO a nivel molecular
em aproximadamente 3% das LMA (ROWE et al., 2000; GAMERDINGER et al.,
2003; KLAUS et al., 2004). Este fendmeno de rearranjos submicroscépicos pode ser
comparado com o0 mecanismo que foi primeiro observado em 3% a 9% dos casos de
LMC sem o cromossomo Philadelphia, mas com a fusdo entre os genes BCR e ABL
(HEIM & MITELMAN, 1995).

Outro grupo de pacientes adultos com LMA apresentando cariétipo normal
pode ser caracterizado pela detec¢cdo de marcadores moleculares como, mutacdes

em extensdo no gene FLT3 (35-40%), muta¢cdes no dominio tirosina kinase do gene
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FLT3 (5-10%), duplicacbes parciais em sequéncia do gene MLL (6-10%), mutacdes
NRAS (6-10%) ou mutacdes de CEBPA, PU.1 e do gene AML1 (5-8%)
(TAKAHASHI, 2011).

Além dos aspectos citogenéticos, Radhi e colaboradores em 2010, assim
como Rubnitz e colaboradores em 2007, conseguiram determinar uma estratificacao
prognéstica que combinava as contagens leucocitarias (WBC) e plaquetéarias
medidas no momento do diagndstico para a LMA. Dois estudos em criangcas com
LPA também conseguiram estabelecer outros fatores que poderiam influenciar no
prognéstico dos pacientes com LPA (SANZ et al., 2000; BALLY et al., 2012). Esses
fatores sao determinados de forma separada para a LPA, pois a LPA apresenta
caracteristicas singulares, sendo a Unica a apresentar uma terapia especifica,
utilizando o &cido trans-retindico (ATRA) (JACOMO et al., 2007). Esses dados est&o

descritos na tabela abaixo (Tabela 1.4)

Tabela 1.4- Parametros clinicos para classificacéo de risco de recaida da doenca

LMA LPA

Risco Parametros Risco Parametros

Risco baixo WBC <50000/uL e Risco baixo | WBC<10000/uL e
plaguetas >500000/uL plaguetas>40000/uL

Risco WBC < 50000/uL e Risco WBC=<10000/uL e plaquetas
intermediario plaguetas <50000/uL intermediéario | <40000/uL
Risco alto WBC >50000/uL Risco alto WBC>10000/uL
WBC=contagem leucocitaria global. Fonte: Bally et al., (2012) e Sanz et al., 2000)

1.7. Alteracdes genéticas e epigenéticas na LMA

Além de apresentar uma heterogeneidade morfoldgica, clinica e citogenética,
a LMA também é caracterizada por uma grande diversidade de alteracdes genéticas
e epigenéticas. Uma das hipéteses mais relevantes que explicam o surgimento desta
neoplasia € aquela que afirma a existéncia de uma célula-tronco leucémica que
possui uma capacidade de auto-renovacgao conferida por um acumulo de alteracdes
gendmicas que afetam varios processos essenciais em uma célula, como a
proliferagdo, morte celular e desregulacdo de genes envolvidos nas vias de
sinalizacdo da diferenciacdo hematopoética (Fig. 1.4). Esses eventos oncogénicos

sao frequentemente divididos em duas classes, concordando com a hipétese de dois
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eventos para a leucemogénese. As mutacdes denominadas de classe | sdo aquelas
que ocorrem em genes relacionados com a vantagem proliferativa ou de
sobrevivéncia. Enquanto que, as de classe Il impedem o processo de diferenciacao
mieldide (DASH & GILLAND, 2001).
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Figura 1.4-. Desenvolvimento da leucemia como um processo multistep. Translocactes
cromossémicas tanto em progenitores ja acometidos para uma linhagem celular especifica ou em
células-tronco hematopoéticas levam a um estagio anterior a leucemia. Neste estagio, varias
alteracdes genéticas levam ao aparecimento da leucemia propriamente dita. Dentro desta populagéo
celular da LMA, que apresentam mutacdes envolvidas na patogénese desta neoplasia, a
subpopulagdo de células-tronco leucémicas ira permanecer na medula 6ssea, dando inicio ao
fenotipo da LMA.

1.7.1. Alteracdes genéticas de classe I:

As mutacOes de classe | sdo aquelas que conferem uma vantagem
proliferativa e de sobrevivéncia as células hematopoéticas. Muta¢des nestas vias de
transducdo de sinal incluem componentes das vias RAS-MAPK, PI3/AKT, entre
outros. A identificacdo destas mutacdes pode melhorar o entendimento do processo

de leucemogénese, principalmente, nos pacientes que apresentam um cariotipo
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normal. Ja que, mesmo sem alteracbes citogenéticas detectaveis, muitos
apresentam um curso muito ruim da doenga.

As mutacBes no gene FLT3 sdo as mais frequentemente encontradas na
LMA, correspondendo a cerca de 50% dos casos, incluindo adultos e criancas. O
tipo mais comum tanto em adultos quanto em criangas sao as duplicacdes in tandem
nos éxons 14 e 15. Essas mutagcdes conferem um mau prognostico ao pacientes
adultos ou pediatricos, independente das outras caracteristicas genéticas ou clinicas
apresentadas no diagnéstico, sendo considerado um fator prognéstico independente
dos outros fatores de risco (TAKAHASHI, 2011).

Tabela 1.5- Alteracdes Genéticas de classe | presentes na LMA e suas
caracteristicas

Gene Aspectos clinicos Subtipo FAB ou Frequéncia
Subgrupos
citogenéticos
FLT3 Associacao com alta contagem leucocitéria; LMA-M5, CN 50% na LMA
aumentado RR; baixa taxa de SLD e SG.

KIT Afeta negativamente a SG nos casos que LMAs CBF 1.7% AML,22% a
apresentam a inv(16).Impacto adverso no RR 45% 1(8;21;)29%

nos casos com t(8;21). Mutagdes neste gene tem a 48% inv(16)

um impacto negativo independente na SG e SLE
em pacientes com t(8;21), mas ndo em paciente
com CN.

N-RAS Né&o foi verificado até 0 momento impacto Inv(16), Inv(3) 10.3% na LMA
prognostico na SG, SLE e SLD.

PTPN11 Sem significancia prognéstica. Porém, pacientes - 5.1% na LMA
com mutacfes nos genes NPM1 e PTPN11
revelaram ser um fator de risco para a SG.

JAK2 - 1.6% na LMA
CBL Leucemias CBF, 1.1% AML/MDS,
11923 16% inv(16)AML

Fonte: Modificado de Takahashi et. al, 2011.

RR- risco de recaida; SLD- sobrevida livre de doenga; SG- Sobrevida Global; CN- cariétipo normal;
SLE- Sobrevida livre de evento; inv- inversao, t- translocacéo

Outras mutacdes de classe |, que também ja foram descritas para a LMA,
estdo resumidas na tabela 1.4, tais como as mutagdes nos genes KIT e PTNP11 que
apresentam valor prognostico quando comparadas com as outras mutacfes da
tabela. Os pacientes que apresentam t(8;21) e inv(16) parecem apresentar uma
correlacdo com mutagdes no gene KIT em, respectivamente,45% e 48% dos casos,
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conferindo um prognéstico desfavoravel para estes pacientes (RENNEVILLE et al.,
2008). As mutacdes no gene PTNP11 foram descritas em uma frequéncia muito
baixa na infancia, correspondendo a cerca de 5,1% dos casos. Com isso, nao foi
possivel correlacionar a presenca desta mutacdo com nenhum subtipo citogenético
da LMA infantil. Por outro lado, mutacdes nos genes RAS e CBL apresentaram uma
correlagcdo com alguns subtipos da LMA, porém sem poder avaliar o valor
prognostico destas alteracdes genéticas na infancia (TAKAHASHI, 2011).

1.7.2. Alteracdes genéticas de Classe Il

As alteracbes genéticas de classe Il afetam fatores de transcricdo que,
primeiramente, impedem a diferenciacdo hematopoética. Alteracdes cromossémicas
recorrentes, tais como a t(8;21)(q22;922), a inv(16)(p13;922) e t(15;17)(q22;921),
assim, seus respectivos produtos de fusdo RUNX1/RUNX1T1, CBFB/MYH11,
PML/RARA e as mutacdes nos fatores de transcricio RUNX1, CEBPA e MLL
também séo classificados neste grupo.

As mutacbes mais frequentes sdo que ocorrem no gene NPM1,
correspondendo a cerca de 35% dos casos de LMA e nos casos de cariétipo normal,
esta frequéncia ultrapassa os 50% dos casos. Sua incidéncia € muito mais baixa em
criancas (2% a 6% dos casos) do que em adultos, nos quais a sua frequéncia pode
chegar a 30% dos casos. Estas mutacGes podem ocorrer em todos os subtipos FAB,
no entanto, sdo mais frequentes nos subtipos M4 e M5 e nos casos de caribtipo
normal. Estas alteracfes genéticas conferem um bom progndstico ao paciente.

Outras mutacdes de classe Il que ja foram descritas na LMA estdo na tabela
1.5 .A segunda mutacdo mais frequente na LMA é a que envolve o gene WT1 que
confere um mal prognéstico para 0s pacientes que apresentam CN, a
t(7;11)(p15;p15) e para os casos de LMA-M6 (RENNEVILLE et al., 2008). Outras
mutacdes que se apresentam quase na mesma frequéncia na LMA sdo as que
envolvem os genes RUNX1, CEBPA e TP53. Essas alteracdes podem corresponder
a cerca de 10% dos casos. Os pacientes que apresentam mutacdes nos genes
RUNX1 e TP53 apresentam um pior prognostico e sdo mais frequentemente
encontradas nos subtipos MO com ou sem trissomia do cromossomo 21 e nos casos
gue apresentam anormalidades envolvendo o braco logo dos cromossomos 5 e 7,
respectivamente. Ja& as mutacdes no gene PU.1 ndo apresentam um valor
prognaéstico ainda determinado, provavelmente pela baixa incidéncia desta mutacéo

tanto em adultos como em criancas (TAKAHASHI, 2011).
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Tabela 1.6- Alteragcbes genéticas de classe Il presentes na LMA e suas

caracteristicas

Subtipo FAB ou
Gene Aspectos clinicos Subgrupos Frequéncia
citogenéticos

Foi considerado um marcador de

RUNX1 progndstico independente para uma baixa =AU, TSIl €8

6-10% na LMA

SLE e para SG e
Pacientes com esta mutacdo tem uma
CEBPA tende_nu_a_a uma melhora na taxa de RC e M1, M2, M4 6-9% na LMA
um significante aumento na taxa de SLE,
SLD e na SG.
As mutagdes foram consideradas um fator M6. CN LMleélgong)?g/a
WT1 prognastico de risco para a SG, SLR (711 ’ 15.615 LMAl CN 6 é()/o na
dentro do grupo total de pacientes e no (7:11)(p15:p15) Ll\/_IA o Mo3na
grupo dos que apresentavam CN nao
PU.1 - - 3% na LMA
: 27.5- 35.2% na
Npvy  Melhortaxade SG, de SLD e umabaixa 14 s o | MA-CN LMA 45.7-53% na
incidéncia de recaida
LMA-CN
TP53 Pacientes com esta mutacao apresentam Anomalias em 5q e 10% na LMA,30% na

um pior prognéstico 7q LMA secundéria

Fonte: Modificado de Takahashi et al., 2011.
SLE- sobrevida livre de evento; SG- sobrevida global; SLD- sobrevida livre de evento; Sobrevida livre
de doenca; SLR- sobrevida livre de recaida; CN- cari6tipo normal; Inv- inversao.

1.7.3.Alteracdes genéticas em reguladores epigenéticos na LMA

Véarios estudos tém demonstrado que nem todos pacientes apresentam
mutacOes de classe | ou de classe Il, sugerindo que outros genes podem estar
envolvidos na LMA e que ndo podem ser classificados dentro do modelo de dois hits
mais amplamente aceito para a leucemogénese mieldide (SHIH et al., 2012).

Mais recentemente, foi demonstrado que perturbacdes nos processos
epigenéticos também podem contribuir com a transformacdo leucémica,
proporcionando uma maior plasticidade a célula tumoral para se adaptar a diferentes
situagdes na medula 0ssea, ou ainda, tornando o ambiente medular mais permissivo
ao processo da leucemogénese durante a aquisicAo de mutagbes adicionais
(FEINBERG, 2007; NTZIACHRISTOS et al., 2013). Todas as alteracbes genéticas
em reguladores epigenéticos descritas até 0 momento para a LMA estdo na tabela
1.6.
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Tabela 1.7 - Alteracfes genéticas em reguladores epigenéticos

Gene Aspectos clinicos Subtipo FAB ou Frequéncia
Subgrupos
citogenéticos
22% na LMA; 1,2% na
LMA infancia com
cariétipo normal e com
rearranjo do MLL

DNMT3A A SLG é significantemente menor LMA-M5

Pacientes de risco favoravel tem uma

baixa SLE, por causa da baixa taxa de 23% na LMA- CN; 1,7%
TET2 RC; baixa SLD e SG quando CN LMA pediétrica com CN
comparados com pacientes sem esta e 1(8;21)
mutagao
Mutacdes IDH1 estdo altamente ,
IDH1 associadas a CN; alta taxa de recaida e CN i r_laf[_MA,l,l%
uma baixa SG e SLE. na nfancia
. 3 a8.7% na LMA; 0,6%
Nos pacientes com CN e com esta P
na infancia

IDH2 mutacao, ha um alto risco de falha na CN
inducao, alta taxa de RR e pequena SG.

10.8% na LMA;1,1% na
LMA pediéatrica com
(8;21)

Baixa SG. Nao pode ser considerada
ASXL1 como um fator prognostico independente CN
em uma andlise multivariada.

Fonte: Modificado de Takahashi et al., 2011

SLG- Sobrevida livre global; SLE- sobrevida livre de evento; RC- Recaida, SLD- sobrevida livre de
doencga; SG- sobrevida global; CN- cariétipo normal; SG- sobrevida global; RR — risco de recaida

As mutacdes dos genes IDH1 e IDH2, que codificam duas isoformas da
isocitrato desidrogenase responsaveis pela defesa celular contra o estresse
oxidativo, ocorrem em cerca de 10% a 25% dos casos de LMA, sendo as mutacdes
no gene IDH2 mais frequentes do que as do gene IDH1 em uma frequéncia quase
duas vezes maior (11% e 6%) em pacientes mais jovens do que 60 anos (DANG et
al., 2010). No entanto, somente em pacientes pediatricos, essas mutacdes
acontecem em uma frequéncia bem mais baixa, chegando a cerca de 1,1% e 0,6%,
respectivamente para IDH1 e IDH2. Nos pacientes adultos que apresentam cariotipo
normal, a frequéncia das muta¢des que envolvem o gene IDH2 corresponde a 19%,
enquanto que as do IDH1 a 14% (CHOU et al.,, 2011). Estas muta¢gfes também
foram descritas com uma alta frequéncia em pacientes com cariétipos com
anormalidades citogenéticas consideradas de risco intermediario. No entanto, em

pacientes que apresentavam anormalidades recorrentes como a t(8;21), a inv(16) e
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a t(15;17) ndo foram detectadas mutagdes nestes genes. As mutagcdes destes genes
estdo associadas com um prognaostico pior.

As mutacdes do gene TET2 que codifica uma proteina responsavel pela
conversdo da 5-metilcitosina em 5-hidroximetilcitosina, sdo as mais frequentemente
encontradas em neoplasias mieldides, sendo relatada em uma frequéncia de 8% a
19% nos casos de LMA de adulto (TAKAHASHI, 2011) e, em cerca de 1,7%-4% nos
casos de LMA pediatrica (LANGEMEIJER et al., 2011; LIANG et al,2013). Estas
mutacOes estdo associadas a pacientes que apresentam cariétipo normal em cerca
de 23% dos casos, mas também ja foram associadas, em um estudo de Liang e
colaboradores (2013), com a presenca da t(8;21). Com relacdo ao prognadstico, esta
mutacdo parece estar relacionada a uma reposta desfavoravel. As mutacbes em
TET3 e TET1 também nao foram descritas nos casos de LMA (ABDEL-WAHAB et
al., 2009).

As mutacdes no gene DNMT3A que codifica uma DNA metiltransferase,
foram frequentemente descritas em casos de leucemia acompanhadas de mutacdes
no gene NPM1, FLT3, IDH1, IDH2, mas nao foram descritas em leucemias que
apresentavam as seguintes fusdes protéicas: PML-RARa, RUNX1-RUNX1T1 ou
CBFB-MYH11. Essas mutacbes ja foram descritas em 22% dos casos de LMA,
sendo mais frequente no subtipo M5 e, estdo associadas com um pior prognéstico
(SHAN & LICHT, 2011). Em pacientes pediatricos, alteracfes atingindo este gene
foram descritas em uma frequéncia de 1.2% dos casos e estavam correlacionadas
com a presenca do rearranjo do gene MLL e com cariétipos normais (LIANG et al.,
2013).

As mutacbes em ASLX1 foram principalmente descritas em neoplasias
mieldides, sendo mais frequentemente encontradas em doencas mieloproliferativas.
No entanto, a frequéncia desta mutacdo na LMA pode chegar a 17% dos casos, ndo
tendo até o momento nenhuma correlagédo com os subtipos FAB. As mutacdes neste
gene foram mais associadas até o momento com adultos, a presenca da trissomia
do cromossomo 8, mutacbes no gene RUNX1 e a expressdo de HLA-DR
(TAKAHASHI., 2011). No estudo de Liang e colaboradores (2013), foi possivel
confirmar a baixa frequéncia desta alteracdo na populacdo pediatrica, chegando a
apenas 1,1% dos casos. No entanto, todos 0s pacientes apresentavam a t(8;21),
mostrando uma possivel correlagdo desta anormalidade citogenética e a presenca

da mutacao neste membro da familia Polycomb.
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1.8- Genes do Complexo Polycomb

Como ja foi dito anteriormente, além da presenca de alteragdes genéticas que
incluem mutagbes em genes supressores de tumor, em oncogenes e alteracdes
cromossOmicas nas neoplasias, também ja se sabe que estas neoplasias podem
apresentar mudancas epigenéticas que se caracterizam por um padréao alterado da
expressao génica gerado por mecanismos que ndo afetam a sequéncia de DNA
priméria. Essas alteracfes epigenéticas englobam vérias alteracdes no nivel de
compactacdo da cromatina em células neoplasicas em comparacdo com as células
normais, das quais estas células neoplasicas sdo derivadas. Essas alteracoes
epigenéticas sdo compostas por perdas e ganhos do grupamento metil no DNA
(Metilacdo do DNA), alteracbes no padrdo de modificacbes poés-traducdo das
histonas (metilacdo, acetilacéo, fosforilacdo), mas também alteracdes nos fatores do
complexo remodelador da cromatina (BAYLIN & JONES, 2011)(Fig 1.5).

As proteinas PcG foram primeiramente descritas em Drosophila, na qual séo
responsaveis pela manutencdo da atividade dos genes homeobox (Hox) em
segmentos apropriados durante o desenvolvimento de moscas. Essas proteinas
agem como repressores destes genes, enquanto que as proteinas do grupo
Trithorax (TrxG) agem como antagonista das proteinas PcG, mantendo a ativacao
em tecidos, nos quais, cada gene HOX foi inicialmente ativo (SCHUETTENGRUBER
et al.,, 2011). Porém, os genes da familia CDX também podem estimular a
transcricdo dos genes HOX através da sua propria ligacdo em lugares especificos ao

longo dos clusters destes genes (HE et al., 2011).
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H3K27me3- trimetilacdo da lisina 27 da histona H3; H3K4mel-metilacdo da lisina 4 da histona H3;
H3K36me3-trimetilacdo da lisina 36 da histona H3; H3K9me3- trimetilacdo da lisina 9 da histona H3;
H3K9me2- dimettilagdo da lisina 9 da histona H3; H3K- lisina da histona H3; H4K- lisina da histona

H4; HP1-heterocronatin protein 1.
Fonte: Modificado de Baylin & Jones, 2011
Figura 1. 5- Modelo da estrutura do epigenoma de células humanas normais

As proteinas PcG formam dois complexos, de constituicdo variavel e

dindmica, que se ligam ao DNA e que desempenham funcdes envolvidas no

silenciamento de genes durante a embriogénese, em processos de diferenciacao

normal de tecidos e na senescéncia de diferentes tipos celulares. Um dos complexos

€ composto pelas proteinas EZH2 (enhancer of zeste homolog 2), SUZ12( supressor
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of zeste 12 homolog), EED ( embryonic ectoderm development), os quais formam o
nacleo do complexo PRC2 (Polycomb-repressive complex 2).0 EZH2 tem a
atividade de metiltransferase de histonas, podendo além de adicionar um
grupamento metil, adicionar dois ou trés ao aminoacido lisina da histona H3 (Fig
1.6).

SUZ12- supressor of zeste 12 homolog; Esc- Extra sex combs ; SAM- S-adenosyl methionine; E(z)
SET- dominio SET do ennhancer of zest; H3- histona 3; H4- histona 4; H2A- histona 2A; H2B
Histona 2B ; Psc- Posterior sex combs; Pc-Dropholia Polycomb; Ph- Polyhomeotic; Sce-Sex comb
extra

Fonte Radulovic e colaboradores (2013)

Figura 1.6- Modelo de silenciamento génico mediado pelo complexo Polycomb. (a) PCR2 inicia a
repressdo génica pela metilacdo da lisina 9 e 27 da histona H3(H3K9/H3K27) catalisada pela
atividade histona metiltransferase EZH2 atraves de seu dominio SET, utilizando cofator SAM como
doador de grupos metil. (b) Essa marcagdo H3K9/H3K27 é reconhecida especificamente pelo PRC1.
A ligagédo do PRCL1 pode levar a represséo génica pela mono-ubiquitinizacdo da H2A na lisina 119.

No entanto, a composicédo do PCR2 é variavel. O padrdo de expressao destes
varios complexos depende do status de diferenciagdo e da linhagem celular
envolvida (Fig. 1.7). Por exemplo, o PRC4 ja foi detectado em células diferenciadas,

mas nao em células indiferenciadas, ou do status de célula normal/tumoral, como
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por exemplo, o PRC4 ja foi encontrado em células tumorais, mas nao em células
normais e diferenciadas (BAYLIN & OHM, 2006)

O segundo complexo, PRC1, é muito mais heterogéneo que o PRC2, mas o
principal conjunto formador do complexo pode ser composto por RING1, RNF2,
BMI1, MEL18 e as proteinas CBX. Porém, em alguns casos pode haver a presenca
do gene YYL1. Acredita-se que este complexo tem a capacidade de reconhecer a
adicdo do grupamento metil realizada pelo PRC2, H3K27me3, e, ser recrutado para
o DNA em localizacbes genbmicas apropriadas (Fig. 1.7). Esse complexo também
pode ter diferentes composi¢cdes com alvos distintos, dependendo do contexto
celular, do tipo celular, do ciclo celular ou do estagio de diferenciacdo (BAYLIN &
JONES, 2011)

Grupo de genes que
estdo envolvidos em
desenvolvimento e
diferenciagao

ININININTN

Fonte: Modificado de Baylin & Ohm, 2006
Figura 1.7- Os diferentes componentes dos 4 complexos Polycomb de silenciamento génico.
PRC- Polycomb repressive complex

Os genes Polycomb tém um papel importante na regulacdo da funcgéo
hematopoética, jA que, devido aos mecanismos epigenéticos controlados pelas
proteinas PcG, o sistema hematopoético consegue gerar um numero macico de
novas células sanguineas durante toda a vida de um ser humano através de um
namero de células-tronco hematopoéticas que normalmente residem na medula
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0ssea e que passam por um constante balanco entre a auto renovacdo e a
diferenciacdo celular (Figura 1.8)(RADULOVIC et al, 2013). Varios estudos vém
demonstrando nos ultimos anos, que alteragfes genéticas, ou mesmo, alteracdes no
nivel de expressdo dos genes dos complexos PcG podem gerar diferentes

neoplasias linfoides e mieloides e, também tumores solidos.

CELULA TRONCO HEMATOPOETICA CELULA DIFERENCIADA

OFF ON

Atividade de demetilase (UTX,
| JMJD3)

diferenciagdo

ON

(ONONININONINEN

Genes envolvidos nas caracteristicas de célula-
tronco

Deslocamento e realocagéo de
proteinas PcG

CELULA TUMORAL REPRESSAO PERMANENTE

Atividade aberrante de PcG
Recrutamento de DMTs

Genes supressores de tumor e/ou implicados em
desenvolvimento e diferenciagéo o

Metilagdoda K27 na histona H3

o Metilacéo CpG no DNA

Fonte: Modificado de Martin-Perez et al.,2010

Figura 1.8- Mudancas na cromatina geradas pelos genes do Complexo Polycomb na
promogéo da diferenciagdo hematopoiética.

Alteracbes no PRC1, tais como, alteracbes do tipo mutagcbes no gene
BMI1(10pll) ja foram descritas, pois muitos estudos tem tentando demonstrar
como esta proteina consegue sustentar a auto-renovacdo das ceélulas-tronco
hematopoéticas no ambiente medular. Oguro e colaboradores (2006), assim como,
Liu e colaboradores (2009) conseguiram demonstrar o efeito protetor do BMI1 na
presenca de estresse oxidativo e de dano ao DNA. Na auséncia de BMI1, os niveis

de espécies reativas de oxigénio foram elevados, resultando numa taxa aumentada
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de apoptose e um reduzido niumero de células-tronco hematopoéticas, assim como
uma diminuicéo da atividade dessas células.

Alteracbes em outros componentes PcG também afetam a funcéo
hematopoética, como por exemplo, a expressdo aumentada de EZH2(7935-q36),
que confere um potencial de repopularizacdo a longo prazo das células-tronco
hematopoéticas, prevenindo o esgotamento apos o stress replicativo destas células-
tronco. A expressdo de um alelo nulo de EED(11914.2) ou a expressao de dois
alelos hipomorficos, em camundongos, resulta em uma proliferacdo linféide
aumentada, uma parada no desenvolvimento durante a diferenciacdo dos timocitos e
um risco aumentado de desenvolver tumores hematoldgicos. Por outro lado,
delecbes de MEL18 causam graves defeitos nos 6rgéos linféides, enquanto que na
medula éssea, a maioria das células hematopoéticas € substituida por adipécitos.

Alteracdes na expressao de SUZ12(17qgll1.2), que é outro componente do
PCR2, ja foram descritas na medula 6ssea de pacientes com leucemia mieldide
crbnica que estavam na fase blastica, mostrando diferengcas nas diversas fases
presentes neste tipo de leucemia (PIZZATTI et al., 2010). Alteracbes genéticas deste
gene ja foram descritas em outras neoplasias mieldides como as sindromes
mielodisplasicas e em leucemias linféides do tipo T (RADULOVIC et al, 2013).

Varios estudos tém demonstrado uma intrinseca relacao entre as alteracdes
em diferentes membros do complexo Polycomb e diferentes tipos de canceres, como
0 cancer de prostata, de endométrio, linfomas, mas uma atencdo maior foi dada as
neoplasias hematolégicas (Fig. 1.9) (SANCHEZ-BEATO et al., 2006). Isso porque,
varios estudos tém demonstrado o papel dos genes Polycomb na hematopoese
anormal, regulando a  proliferagcdo/auto-renovacdo das  células-tronco
hematopoiéticas (MARTIN-PEREZ et al., 2010; PAUL et al., 2010; RICE et al., 2007).

Além disso, mesmo com a demonstracdo da importancia do complexo PcG
para o funcionamento da célula hematopoética tumoral na LMC e/ou Linfomas,
pouco ainda é conhecido sobre o funcionamento dos complexos Polycomb na LMA.
Sendo assim, novos estudos se fazem necessarios para melhor se conhecer o papel
destes genes na LMA e, consequentemente, para o desenvolvimento de possiveis
novas drogas que possam impedir a funcédo deste complexo na LMA, facilitando a
expressao de determinados genes que estariam silenciados (genes supressores de

tumor) ou genes que, na verdade, ndo deveriam ser expressos (oncogenes).
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GLANDULA PITUITARIA | | cELuLAS GERMINATIVAS | | ESTOMAGO:SUPERFICIE TUBULOS RENAIS
DE CELULAS EPITELIAIS

ADENOCARCINOMA CARCINOMA DE CELULAS
GASTRICO RENAIS

Fonte: Modificado de Sanchez-Beato et al, 2006
Figura 1.9- Diferentes componentes dos complexos Polycomb em tecidos normais e
tumorais.

1.9.Abordagem de novas tecnologias de larga escala em diferentes estudos de
LMA

Como a LMA da infancia é uma neoplasia bastante agressiva e que apresenta
uma taxa de cura de somente 60%, muitos estudos vem tentando buscar um melhor
entendimento desta neoplasia que tem como principal caracteristica a sua
heterogeneidade genética. Sendo assim, varios estudos utilizando tecnologias de
larga escala vem sendo feitos por diversos pesquisadores em todo mundo. Radtke e
colaboradores em 2009, para tentar identificar alteracdes genéticas na LMA
pediétrica, realizaram uma analise utilizando plataformas de SNP array que tinha um
poder de resolucdo de 100k e 500k e, puderam verificar que poucas alteracdes
genéticas no numero de copias de 25 genes estudados, assim como, o numero de
perdas de heterozigosidade foi baixo. Surpreendentemente, somente 2,38
alteracbes no numero de copias dos genes estudados foram detectadas e, que
menos de uma mutacdo em ponto por leucemia foi encontrada por paciente. Além
disso, 34% dos casos estudados ndo apresentaram nenhuma alteragdo no numero
de copias de genes identificaveis e 28% dos casos com anormalidades citogenéticas
recorrentes nao apresentaram nenhuma alteracdo numérica ou sequencial
identificavel.

Ding L e colaboradores (2012) conseguiram demonstrar que a presenca de
algumas mutacdes estavam relacionadas ao processo de recaida da doenca, tais
como, as mutacdes em genes STOX2, SLC25A12, RIPK4, ABCD2, ETV6,WAC,
STK4, GBP4, IDH2, DCLK1, entre outras, em mais de 200 casos de LMA, utilizando
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novas técnicas de sequenciamento completo do genoma humano. Com isso, ja foi
possivel inferir que algumas dessas mutagfes possam ter algum papel na
resisténcia as drogas usadas para o tratamento da LMA. No entanto, quando o
sequenciamento agora é feito somente em regifes codificantes do DNA, Yan e
colaboradores (2011) puderam mostrar que cerca de 1/5 das LMA-M5 apresentam
mutacdes recorrentes no gene DNMT3A, confirmando um estudo anterior em blastos
CD34+ de LMA e em desordens mieloproliferativas que também apresentaram este
tipo de substituicao (YASHAMITA et al., 2010).

Embora existam varias tentativas de se identificar as alteracfes genéticas nos
diferentes subgrupos citogenéticos, parece que estas alteracdes genéticas ndo sao
suficientes para explicar a diversidade biolégica da LMA. Vérios estudos vém
tentando identificar assinaturas moleculares de subgrupos da LMA e conseguiram
identifica-las, baseado em um padrdo mais global de expressdo génica, para 0s
diferentes casos que apresentavam alteracdes citogenéticas recorrentes
(WOUTERS et al., 2009; MILLER & STAMATOYANNOPOULOS, 2010). No entanto,
pouco ainda se sabe da significancia deste resultado para os eventos envolvidos no
processo de leucemogénese e para a progressdo da doenca. E necesséaria a
realizacdo de mais estudos, principalmente estudos prospectivos com uma grande
coorte para os atuais resultados serem confirmados.

Vérios estudos tem tentado demonstrar o papel das alteracdes epigenéticas
no processo leucémico. Figueroa e colaboradores (2010) conseguiu identificar 45
genes que apresentavam um perfil de metilacdo aumentado que era comum para
todos os subtipos da LMA. Além disso, foi possivel identificar que o status de
metilacdo do DNA de genes especificos pode ajudar na predicdo de sobrevida de
pacientes com LMA, sugerindo que biomarcadores de metilacdo do DNA deveriam
ser avaliados juntamente com outros aspectos em futuros estudos.

Outros trabalhos tentaram demonstrar um perfil de assinaturas epigenéticas
nos definidos subgrupos citogenéticos, mostrando que um perfil de metilagdo do
DNA existe tanto para estes subgrupos citogenéticos quanto para os subgrupos com
diferentes alteracbes moleculares. Sendo assim, aqueles grupos que apresentaram
a 1(8;21), a inv(16) e a t(15;17) e suas respectivas proteinas de fusdo, teriam um
perfil de metilacdo Unico, mesmo quando mutacdes no gene c-kit estavam
presentes. JA 0s casos que apresentaram cariotipo normal foram separados em 5
diferentes grupos de acordo com os aspectos clinicos e morfolégicos. Cada um

destes grupos apresentou um perfil de metilacdo diferente, que depois foi
32



correlacionado com a expressdo aberrante de genes envolvidos em vias de
sinalizacdo do sistema imune, na via do p53, na via de reparo de DNA e na
regulacéo do ciclo celular (ALVAREZ et al., 2010; DENEBERG et al., 2011).

A descoberta do papel dos microRNAs na diferenciagdo hematopoética, na
regulacéo epigenética, na apoptose e na resisténcia a multiplas drogas, fez com que
varios estudos, desde 2009, tentassem demonstrar as assinaturas moleculares
também para os microRNAs nas LMAs (KIM et al., 2009; SCHOTT et al., 2012,
PLASS et al.,, 2008), sendo possivel agrupar as leucemias com alteracdes
cromossbémicas nos genes CBF em um Unico grupo com um perfil caracteristico. No
entanto, 0s casos que apresentaram alteracdes genéticas nos genes NPM1, CEBPA
e FLT3 apresentaram um perfil distinto. Muitos trabalhos ainda s&o divergentes
quanto aos perfis de microRNAs nos diferentes grupos genéticos da LMA,
principalmente porque muitos estudos utilizam diferentes métodos de extracéo
deste RNAs, assim como, o tipo de normalizacao utilizada (SECA et al., 2010). Por
isso, mais estudos sdo necessarios em uma maior coorte de pacientes melhor
caracterizados geneticamente.

Mais recentemente, com as analises de seguenciamento de nova geracao
para o DNA metilado,Marcucci e colaboradores (2013) conseguiu demonstrar que 0s
promotores de genes envolvidos com adesdo celular, reorganizacdo de
citoesqueleto, entre outros, que estavam diferencialmente metilados podem estar
associados com a sobrevida do grupo citogenético que apresenta cariétipo normal
na LMA, mas com alteragcdes moleculares importantes, como mutacbes no gene
NPMI1. Enquanto que, Saied e colaboradores (2012) puderam verificar que essas
alteragcbes ndo estavam presentes somente nos promotores, mas em regides de
DNA repetitivo de casos com t(8;21), t(15;17), cariétipo normal e trissomia do
cromossomo 8.

Apesar do grande progresso no entendimento da patogénese da LMA, muitos
estudos vém tentando buscar um melhor entendimento desta neoplasia para
melhorar o progndstico e identificar novos alvos terapéuticos. Porém, como foi dito
anteriormente, muitos desses estudos ainda ndo conseguiram correlacionar os seus
achados com a pratica clinica. Por isso, torna-se importante mais estudos na LMA
da infancia para que se possa entender melhorar a biologia desta neoplasia tdo rara

nesta faixa etaria.
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2.0bjetivo

Realizar uma analise citogenética e de expressdo dos genes do complexo
Polycom em criancas diagnosticadas com LMA para contribuir para o entendimento

da biologia desta doenca.

2.1.0bjetivos especificos:

a) Definir o cariétipo de 84 criancas com LMA da infancia utilizando técnicas de
citogenética convencional e molecular (FISH, multicolor FISH e MCB).

b) Analise da expressdo de determinados genes dos complexos polycomb: BMI1,
SUZ12, YY1 e EZH2 nas células de medula 6ssea de pacientes pediatricos por PCR
em Tempo Real, comparando com a medula 6ssea de pacientes normais.

c) Relacionar os dados clinicos, citogenéticos e moleculares para definir subtipos de
LMA primaria da infancia de importancia prognéstica.
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3. Materiais e Métodos

3.1.Desenho Metodoldgico

Medula ésseal/sangue periférico I::> Células da medula 6ssea
A4
Cultura de células
colchicina
A4
Choquehipotdnico e fixagcdo dos cromossomos MRNA
Lamina-teste PCR em tempo Real
sem mitose
FISH

Bandeamento G BMI1, SUZ12, YY, e EZH2

Y
M-FISH e MCB
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3.2. Amostra

As amostras de medula Ossea utilizadas foram provenientes de diversas
unidades hospitalares do Rio de Janeiro e outros estados do Brasil durante o
periodo de abril de 2007 a margo de 2013. As amostras incluidas foram de pacientes
do proprio INCA(RJ), do Hospital da Lagoa(RJ), do Hospital dos Servidores(RJ), do
Hospital ONCOSUL(BA), da Santa Casa de Misericordia de Itabuna (BA),
IPPMG(RJ), do Hospital Pequeno Principe(SC) e do Hospital de Jau (SP) que
apresentaram de 0 a 18 anos de idade no momento do diagnostico de LMA, sem
nenhum tipo de tratamento. Foram excluidas as amostras de medula 6ssea de
pacientes que tinham mais de 18 anos de idade ou que tivessem um diagndstico
diferente de LMA de novo.

Os diagnésticos clinicos, de citoquimica, de imunofenotipagem e de
morfologia foram fornecidos pelos hematologistas das instituicbes de internacdo dos
pacientes.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do INCA, nimero 088/07.

3.3. Estudo Cromossdmico por Bandeamento G

Os estudos cromossémicos foram realizados em aspirado de medula éssea
e/ou sangue periférico dos 84 pacientes, utilizando técnicas de obtencdo e
identificacdo cromossdmica descritas por Silva e colaboradores (2008).

Para obtencdo de mitoses, foram cultivadas 5 x 10° células em 5ml de meio
de cultura composto de RPMI 1640 (80%) e soro bovino fetal (20%) em tubos
Falcon. As células foram incubadas durante 24 horas em estufa a 37°C. Apos 22 -
23 horas, foi adicionada uma solucdo colchicina (Difco) numa concentragdo de
0,05ug/ml. Ao término do periodo de incubacdo seguiu-se a retirada da cultura e
preparo das laminas.

Apos o periodo de 24 horas de incubagao as células foram centrifugadas e o
precipitado obtido foi submetido a choque hipoténico utilizando uma solugcéo de KCI
a 0,07M em banho-maria a 37°C. Apds 15 minutos as células foram fixadas trés
vezes em solugdo de Carnoy (3 metanol : 1 acido acético glacial). Na primeira
fixacdo, o material foi deixado a temperatura ambiente por 20 minutos. Na Ultima
fixacdo, o material foi ressuspenso em um pequeno volume de fixador para preparo
das laminas pingando-se uma gota da suspensdo em lamina limpa e umedecida.

Uma lamina de cada tubo Falcon foi observada em microscopia para verificagdo dos

36



resultados e entdo o material foi estocado na geladeira para posterior analise
cromossOmica.

Para analise cromossdmica, as laminas de 2 - 10 dias de preparo foram
incubadas numa solugao de tripsina 0,1% aquecida a 37°C em tempos que variaram
de um segundo a um minuto. Em seguida as laminas foram lavadas com soro
fisiologico e coradas em solugcdo de Giemsa (Merck) a 2% em tampéao fosfato (pH
6,8), por 10 minutos.

O padrao cariotipico dos pacientes foi determinado pela analise de uma
média de 20 células metafasicas em microscopia 6tica. Um caso foi considerado
anormal quando mais de trés células apresentarem a mesma anomalia
cromossbmica. A presenca de células normais concomitantes com as anormais foi
usada como parametro para eliminar a possibilidade de uma anomalia
cromossOmica constitucional. Nos pacientes que apresentarem, na analise
cromossOmica, 100% de células anormais com anomalias cromossdmicas nao
recorrentes e naqueles portadores de anomalias cromossomicas dos cCromossomos
X e Y, a eliminacdo de anomalias constitucionais foi determinada pela analise
cariotipica do sangue periférico estimulado por fitohemaglutinina segundo
Hungerford (1965), quando o paciente estava em remissdo da doenca.

A documentacédo dos cariétipos foi realizada no computador por um programa
analisador de imagem (lkaros-MetaSystem), utilizando-se para isso, uma camera
CCD acoplada ao microscopio Olympus BX51.

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com os
sistemas internacionais para nomenclatura de citogenética humana de 2013 (ISCN,
2013).

3.4. Citogenética molecular
3.4.1.FISH e M-FISH

Para investigagdo de rearranjos moleculares, pela técnica FISH, foram
utilizadas sondas comerciais de sequéncia homoéloga de DNA para loci especificos
LSI AML1/ETO, CBFA/MUH11, PML/RARa, o gene MLL (Vysis,Inc) e sondas
especificas para translocacdes complexas nao recorrentes. Além disso, nos casos
em que foi detectada a presenca de cromossomos marcadores ou de rearranjos

cripticos, foram utilizados diferentes conjuntos de sondas para a técnica do mFISH
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(“multicolor FISH”) que consiste na utilizagdo simultdnea de pelo menos trés
diferentes ligantes ou fluorocromos para a marcacao especifica de DNA.

A técnica de FISH foi aplicada no restante do material das culturas, mantidas
em fixador sob refrigeracdo. Depois de preparadas, as laminas foram mantidas por
dois dias a temperatura ambiente, pré-tratadas por imersdo em 2X SSC, pH 7,0 a
37°C por 20 min, seguidamente pela solucdo de pepsina 0,005% por 10 min. Depois
as laminas foram submetidas a solu¢des de PBS 1x por 3 min e formaldeido por 10
min e, em seguida, as laminas foram desidratadas em série de etanol 75%, 85% e
100% por dois minutos em cada alcool. Para a hibridacdo, 8ul da sonda (5,6ul de
tampédo de hibridacdo; 1,9ul de agua; 0,5ul de sonda) foram colocadas sobre as
laminas e cobertas com laminulas de vidro de 25x25mm e vedadas com borracha
selante, sendo mantidas aquecidas em placa térmica a 75°C por sete minutos.

ApoOs o periodo de incubacado, as laminas foram lavadas em um banho de
2XSSC 0.001% /Tween pH 7,0 a 72°C por 2 minutos e, um segundo banho de
imersdo em 2X SSC, por 2 minutos. Para andlise, foi usado a contra coloragdo com
DAPI II. A analise pelo FISH foi feita em microscépio de fluorescéncia Olympus
BX51 munido de lampada HBO 100W e filtros apropriados. A documentacéo foi
realizada através de uma camera CCD e analisador de imagem (Isis da
MetaSystem).

3.4.2. MCB

Para a investigacdo de rearranjos cripticos' e a confirmacdo de cari6tipos
anormais, a técnica de MCB foi realizada a partir de sondas que foram geradas pelo
processo de microdisseccdo de regides especificas dos cromossomos, como
descrito previamente (LUDECKE et al, 1989; SENGER et al, 1990). Cada uma das
sondas foi baseada em um nimero de fragmentos cromossémicos que variou de 15
a 20 fragmentos que foram retirados de cada cromossomo, intencionalmente, de
forma imprecisa, para que eles se sobrepusessem. Com isso, foram geradas 169
sondas de regifes especificas que cobrem todo o genoma humano (LIEHR &
CLAUSSEN, 2002; LIEHR et al 2002; WEISE et al., 2008).

O DNA isolado foi, entdo, amplificado pela técnica DOP-PCR (TELENIUS et
al, 1992). A reacédo de PCR original foi feita em um volume de 50ul da amostra

inicial. Desta amostra, um volume de 0.5l foi re-amplificado e um volume de 50ul foi

! Cripticos: ocultos
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obtido no final. Depois esse processo foi repetido e, entdo, foi feita a marcacdo das
sondas com 5 diferentes fluorocromos: SpectrumOrange, Rhodamine 110,
TexasRed, Cyanine 5 e Cyanine 5.5. Essa marcacdo também foi feita pela técnica
de DOP-PCR. Com isso, de 2 a 10 bibliotecas de sondas foram criadas para cada
cromossomo. Essas sondas quando sobrepostas criaram um padrdo de
pseudocores para cada um dos 24 cromossomos humanos. A técnica de MCB é
baseada na mudanca da taxa de intensidade de fluorescéncia ao longo dos
Cromossomos.

O processo de hibridizacdo, a pos-lavagem e a deteccao do sinal foram feitos
de acordo com 0s experimentos realizados para a técnica de FISH. Os resultados da
hibridizacdo foram documentados em um microscopio de fluorescéncia da Zeiss
Axioplan equipado com o sistema de analise de imagem lkaros e Isis de imagem

digital para FISH (MetaSystem), utilizando uma camera XC77 CCD.

3.5.Estudos Moleculares
3.5.1.0btenc&o de células da Medula Ossea

Para a obtencéo de células mononucleares de medula 6ssea ou sangue
periférico, as amostras do aspirado foram submetidas a uma centrifugacdo a 2000
rom por 5 minutos a temperatura ambiente para a separagdo do plasma. Depois 0
pellet de células foi lavado com PBS 1X e novamente centrifugado por 5 minutos.
Em seguida, foi adicionada duas vezes a solucdo de lise de hemacias (10mM Tris
pH 8.0, 5mM MgCI2, 10mM NacCl), submetido a nova centrifugacédo a 1000 rpm por 1
minuto novamente a temperatura ambiente tendo seu sobrenadante descartado. O
pellet de células foi separado e a partir dele foi preparado, o RNA, assim como, o
DNA.

3.5.2.Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total foi feita utilizando o reagente TRIzol conforme as
instrucbes do fabricante (Invitrogen). O RNA extraido foi quantificado e armazenado
para posterior reacédo de PCR.

Resumidamente, apés a adicdo do Trizol na proporcdo de 10’ células/ml de
Trizol, as células foram homogeneizadas e incubadas por 5 min a 25°C. As
suspensdes foram centrifugadas por 10 min a 12.000g e 4°C, e o sobrenadante foi
passado para microtubo de 1,5 mL novo, a fim de eliminar restos celulares. Ao
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sobrenadante foram adicionados 200uL de Cloroformio P.A. para cada 1mL de
Trizol, e em seguida as solugbes foram misturadas vigorosamente por 15 seg em
vortex de bancada e incubadas por 2 a 3 min a 25°C. Os tubos foram entdo
centrifugados por 15 min a 12.000g e 4°C, e a fase aquosa do sobrenadante foi
passada para um microtubo novo. Foram adicionados entdo 500uL de Isopropanol
P.A. para cada 1ml de Trizol, e o tubo mantido na temperatura ambiente por 15 min.
ApOs a incubacdo, o material foi centrifugado por 10 min a 12.000g a 4°C, e o
sobrenadante descartado. O sedimento (RNA) foi reconstituido em 30uL de agua
tratada com DEPC (Dietil Pirocarbonato — Sigma-Aldrich).

Para a quantificagdo da massa de RNA extraida das culturas, foi realizada

analise em espectrofotdmetro NanodropND-100 (Thermo Scientific, EUA) a 260nm.

3.5.3.Tratamento com DNAse e transcrigdo reversa do RNA

Depois da extracdo de RNA, as amostras foram incubadas com DNAse para
remocao de restos de moléculas de DNA remanescentes da extracdo de RNA. Para
tal, foi utilizado a DNAse amplification grade | (Invitrogen), segundo a Invitrogen™.
Cerca de 2 ug de RNA total foram incubados com 1U de DNAse e 1X de Tampao
DNAse 10X (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM MgCl,, 500 mM KCI) e ajustado o
volume total de 6uL com agua DEPC, durante 15 min a 25°C. A reacdo foi
interrompida adicionando 1 yL de EDTA 25 mM e incubando a 65°C por 10 min no
termociclador MyCycle (BioRad®).

Os cDNAs foram sintetizados utilizando-se 1ug de RNA, com 1uL de mix de
dNTPs (10 mM de cada, Invitrogen), 1uL de Annealing buffer em volume final de 8uL
incubando por 5 min durante 65°C, seguido de incubacdo no gelo por 1 min.
Posteriormente, adicionou-se 10uL de 2x First-Strand Reaction Mix e 2uL de
SuperScript™ 11I/RNaseOUT ™/Enzyme Mix incubando a 50°C durante 50 min.

3.5.4. Niveis de expresséao dos genes Polycomb por RT-qPCR

O nivel de expressdo de BMI1, YY1, SUZ12, EZH2 e p-actina (gene de
referéncia), da medula 6ssea dos pacientes, foi analisado através da técnica de PCR
em tempo real (RT-qPCR), utilizando o sistema de deteccdo por SYBR Green. Os

iniciadores  foram desenhados usando o] programa  OligoAnalyzer
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(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), e estdo dispostos na tabela
3.1.

Tabela 3.1- tabela contendo as sequéncias dos iniciadores usados para amplificacdo

dos genes em questdo, tamanho dos amplicons e localizacdo no mRNA.

Exon 2 Fow 5AGCAAATCCAGGTTGGCGATGA3
SUz12 59°C 197 pb _
Exon 2 Rev 5TGCATTGCCCTTGGTGTACTCT3
Exon 13 Fow 5TTGTGACAGTTCGTGCCCTTGT3
EZH2 58°C 123 pb :
Exon 14 Rev 5TGCTTGGTGTTGCACTGTGCTT3
Exon 14 e Fow 5ATGTGTGTGCTTTGTGGAGGGT3
BMI1 56°C 104 pb 15
Exon 15 Rev 5TTGCTGGTCTCCAGGTAACGAA3Z
Exon 5 Fow 5 ACCTGAGAACTCCACTACCCT3'
B-act 59°C 86 pb -
Exon 6 Rev 5 GGTCCCACCCATGTTCCAGS3

Esta técnica é baseada na deteccdo de uma molécula fluorescente — SYBR
Green | — que se liga a moléculas dupla-fita. Durante a reacdo, a fluorescéncia
aumenta a cada novo ciclo de polimerizacdo e através de um limiar (threshold)
comum a todas as amplificacdes, todas as amostras puderam ser comparadas. Este
limiar € definido no inicio da fase exponencial da reacdo de PCR, quando a
quantidade de produto formada traduz de forma satisfatria a concentragéo inicial de
fitas-molde (cDNA). A confirmacdo da especificidade da amplificacdo € determinada
pela temperatura de dissociacdo (temperatura do melting-Tm) por meio da analise
da curva de dissociacdo (melting curve), onde cada fragmento amplificado possui
uma Tm especifica.

As RT-gPCRs foram realizadas com auxilio do Power SYBR Green PCR
Master Mix® (Applied Biosystems), no termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett). As
analises foram realizadas com auxilio do programa Rotor-Gene 6000 Series
Software (Corbett). Os niveis relativos de mRNA foram obtidos através do método de
Livak e Schmittgen(2001).

A andlise da expressdao génica por RT-gPCR utilizada representa uma

quantificacdo relativa dos genes de interesse. Para controle enddgeno, foram
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utilizados iniciadores especificos para a p-actina, um gene expresso

constitutivamente, sendo utilizado como normalizador.

3.6. Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando o GraphPad Prism
5.0(GraphPad Software Inc) . Multiplas comparacdes foram feitas usando o ANOVA
test, enquanto que comparacdes de somente dois grupos foram feitas usando o test

T student. Os valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

Neste estudo, foram estudados por técnicas de citogenética convencional e
molecular 84 pacientes, sendo 51 do sexo masculino e 31 do sexo feminino. Destes
84 pacientes, 52 puderam ser estudados pelas técnicas moleculares propostas
neste trabalho. A mediana de idade dos 84 paciente foi de 9 anos, variando de 0-18

anos de idade.

4.1. Subtipos morfolégicos encontrados no estudo

Dentre os 8 subtipos FAB descritos para a LMA, o subtipo MO foi encontrado
em 6 casos, o subtipo M1 em apenas 13 casos e 0 subtipo M2 em 10 casos. Ja o
subtipo M3 foi o mais frequente neste estudo, sendo encontrado em 29 casos. O
subtipo M4 foi encontrado em apenas 6 casos, sendo dois deles com a presenca de
eosinofilos e o subtipo M5 em 17 casos. O subtipo M7 foi encontrado em apenas 2
casos neste estudo. Ja o subtipo M6 nédo foi observado neste estudo. Porém, 1 caso

se apresentou como sarcoma mieldide (Fig. 4.1).

2% 1%

H MO
H M1
LIM2
H M3
H M4
H M5
M M7

i sarcoma

Figura 4.1 — Frequéncia dos subtipos morfoldégicos FAB encontrados neste estudo

Quase todos os subtipos FAB apresentaram uma correlacédo entre as idades
dos pacientes, sendo mais frequentes ou menos frequentes em uma determinada
faixa etaria. Quatro subtipos FAB foram mais frequentemente observados em

criancas com idade menor que 10 anos: os subtipos M1 (n= 8; 27%), M4 (n=6; 21%),
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M5 (n=13; 45%) e M7(n=2; 7%), enquanto que, 0s subtipos mais frequentes em
criancas maiores que 10 anos de idade foram: subtipos MO (n=4; 15%) M2 (n=7,
27%) e M3 (n=15; 58%) (Fig 4.2).

30
25
[ 13-18 anos
20 M 9-12 anos
15 M 3-8 anos
0-2 anos
10
5
4 '

MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

Figura 4.2.- Distribuicdo dos subtipos FAB nas diferentes faixas etarias encontradas neste estudo.
M1, M2, M3, M4, M5- subtipos FAB.

4.2. Padrao cariotipico por Bandeamento G

Neste presente estudo de 84 pacientes, 74 (88%) apresentaram indice
mitético adequado para a analise citogenética convencional. Em 10 pacientes,
nao foi possivel a realizagdo da andlise pela citogenética convencional devido a
auséncia de metafases e/ou ao pobre indice mitotico (12%). A analise
citogenética dos 74 pacientes, pela citogenética convencional, mostrou: 12 (16%)
pacientes com cariotipos normais e 62 pacientes apresentaram aberracdes
cromossOmicas (84%). Dos 62 pacientes com cari6tipos anormais, 45 (71%)
apresentaram anormalidades recorrentes e 18 (29%) apresentaram

anormalidades néo recorrentes (Fig 4.3).
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Caridtipos

Recorrentes
71%

Cariotipo Normal
16%

Figura 4.3— Comparacdo das frequéncias de cari6tipos normais e anormais encontrados e das
frequéncias das anormalidades recorrentes e ndo-recorrentes encontradas neste estudo.

Cariétipo normal - ndo apresentou anormalidades citogenéticas, cari6tipo anormal apresentou
anormalidades citogenéticas. Anormalidades recorrentes- t(8;21)(g22;922), t(15;17)(921;q12),
inv(16)(p13g22) e anormalidades envolvendo a regido 11g23. Anormalidades n&o-recorrentes —todas
as que nao foram descritas como recorrentes.

4.3. Refinamento citogenético das aberracdes genéticas encontradas no
estudo
4.3.1.Com a utilizacao do FISH

Para aqueles casos em gque nédo foi obtida metafase e havia material com
preparacao cromossdmica disponivel foi realizada a técnica de hibridizacdo in situ
por fluorescéncia. Entre as 10 amostras que ndo apresentaram indice mitético, em 7
foi possivel realizar a técnica de FISH, porém 3 nao foi possivel devido a auséncia
de material de preparacdo cromossémica. Entre estes 7 pacientes, 5 eram do
subtipo morfolégico M3 e foi testado a presenca do rearranjo génico entre 0s genes
PML e RARA. Somente 4 pacientes mostraram a presenca da fusdo génica PML-
RARA. A figura 4.4 demonstra o resultado esperado em um caso com a presenca
desta fusdo. Os outros dois pacientes eram do subtipo M5 e do subtipo M7, nos
quais foram testados possiveis rearranjos do gene MLL que se confirmaram
somente no caso do subtipo morfolégico M7. Com isso, foi possivel a recuperacdo
de 50% dos casos que ndo apresentaram indice mitético para a analise citogenética.
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Figura 4.4 — Hibridizag&o in situ por fluorescéncia ilustrando o rearranjo génico PML/RARA em uma
metafase.

Sonda Dual Color (Vysis): sinal verde — hibridizagdo na regiéo génica q22 do cromossomo 15 (PML).
Sinal vermelho- hibridizacdo na regido 12 do cromossomo 17 (RARA). Os dois sinais juntos
demonstram o rearranjo PML/RARA

Nos casos dos pacientes do subtipo M3 que apresentaram cariétipo normal
por bandeamento G, a técnica de FISH foi aplicada, utilizando a sonda locus
especifica para o rearranjo PML/RARA. Nos 7 casos que apresentaram cariotipo
normal, 3 foram positivos para a fusao génica PML/RARA, enquanto 3 casos foram
negativos para a rearranjo entre os genes PML e RARA. Esses dados estéao

resumidos na tabela abaixo (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1- Casos de LMA-M3 que apresentaram caridtipo normal pela técnica de

citogenética convencional

13 LMA-M3 46, XX [22] NF

30 LMA-M3 46, XX [40] PML/RARA negativo
49 LMA-M3 46, XX [15] PML/RARA

50 LMA-M3 46, XX [12] PML/RARA

68 LMA-M3 46, XY [20] PML/RARA negativo
74 LMA-M3 46, XX [20] PML/RARA negativo
79 LMA-M3 46, XY [25] PML/RARA

4.3.2. Com a utilizacdo do Multicolor FISH (mFISH)

As técnicas de mFISH foram realizadas naqueles casos que apresentavam
cariétipos complexos ou rearranjos cripticos para que pudessem ser revelados esses
rearranjos ocultos a técnica de Bandeamento G e os exatos pontos de quebra que
esses rearranjos geravam. Para isso foram utilizadas sondas de diferentes tipo:
WCP (Whole Chromosome Painting), PCP (Partial Chromosome Painting), sondas
de Multiplex FISH (M-FISH), sndas clonadas em BAC (Bacteria Artificial
Chromosome) e os MCBs de todos 0s cromossomos.

Essas técnicas foram utilizadas em conjunto na maioria dos 13 casos que

estao descritos na tabela 4.1.
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Tabela 4.2 — Anormalidades Citogenéticas reveladas por Bandeamento G e mFISH

t- translocacdo; del-delecéo; inv- inversdo; ins- insercdo; p- brago curto do cromossomo; g- braco
longo do cromossomo

46, XY, del(9)(g31), 46,XY, del(9)(gq129g31),del(11)(q130r
t(X;11)(p22;922) [11]/ 46, XY [9] ql14)[4]/ 46,XY, del(9)(q12931)[2]/46,XY[7]
46,XY, inv(16)(p13922), 46, XY, inv(16)(p13g22), dic(22)(qgter-
+19,-22 [18]/ 46, XY [4] >p10::p10->qter)

44, XX, ?der(4), -5, -7, -

44, XX, der(5)t(5;19)(q13.3q12),
10,?dic(13), -15, +2mars 1(6;18;17)(q24.3;921;723.2),
der(7)t(7;13)(p11.2;q120, der(10(7qter-

>7q11.23::12922->12021.2::10p14-

>10q21::12q12->12qter), r(12)(::p13-
>q12::), -15, del(19)(q12),
der(20)t(20;21)(p11.2;911.2),
+der(21)t(12;210(g22;922)

47, XY, +8, der(11)(g23) 47, XY, +8, del(11)(g23)

46, XY, 1(1;11;8)(q21;p21;923)
46, XY, der(1)t(1;8)(q21;p21),

der(8)t(1;8)(q31;p21),
der(11)ins(11;1)(g23;921931)

47, XY, t(15;17)(g21;p21), +mar 47, XY, t(15;17)(921;p21), +8
47, XX, t(15;17)(g21;p21), +mar 47, XX, t(15;17)(921;p21), +8
45, X,-Y,-8,-22,-22,+3 mars 45,X,-Y,1(8;22;21)(921.3;913.3;922.12)
,der(22)t(1;22)(q23;913.3)
46, XX, del(16)(q22) 46, XX, inv(16)del(16)(q22)
46, XY,del(11)(g21), t(15;17), 46, XY, 1(15;17), del(6)(...)
inv(12)(g?9?) 46, XY, t(15;17), inv(6)(..)
46, XY, del(10)(p12) 46, XY, inv(10)(pq),ins(11;10)(q23p12p13)
45, XY, t(8;17)(q?22;?p12), -18 45, XY, t(8;17)q21;p13), -18
46, XX, 1(3;13)(q13;p11), 46,XX,der(2)t(2;3)(q2?;7?),
t(16;21)(p11;922) [14]/ 47, XX, t(3;13)(q13;p11),der(5)t(3;5)(?;935),
der(2)t(2;?)(q27?;?), t(16;21)(p11;922)

1(3;13)(q13;p11), add(5)(q35),

t(16;21)(p11;922), +mar [3]/ 45,
XX, t(3;13)(g13;p11), -16,

der(21), t(16;21)(p11;922) [3]
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Primeiramente, se fazia necessario a utilizacdo de sondas do tipo WCPs e PCPs
para verificar e confirmar os envolvimentos de determinados cromossomos nas
translocacdes encontradas. Consequentemente, era necesséria a determinagédo dos
pontos de quebra gerados pelos rearranjos, e, entdo se utilizava as sondas de MCBs
para 0s cromossomos envolvidos e, em alguns casos, sondas obtidas a partir de

BACs. Alguns desses resultados estéo nas figuras 4.5 e 4.6.

inv(6)(p24 orp23;q15or q14)

NN NN ND

Figura 4.5 — MCB do cromossomo 6,mostrando uma alteragdo cromossémica do tipo inversdo no
caso 58.

As anormalidades encontradas foram: delecdes, cromossomos dicéntricos,
inversdes associadas com duplicacbes e translocacbes. Somente em 1 paciente,
essa técnica nao revelou diferencas entre o caridtipo determinado pela citogenética
convencional e a citogenética molecular. Anormalidades citogenéticas nao

especificas também foram detectadas.
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TN

del(6)

del(6)

Figura 4.6- Utilizacdo de BACs para caracterizagcdo dos exatos pontos de quebra da delecéo
encontrada no cromossomo 6 em um segundo clone do paciente 58.

Sonda proveniente de BAC RP11-100A16: sinal vermelho na regido 6g22. Sonda proveniente de
BACRP11-1145D19: sinal verde na regido 6g16.3. Sonda centromérica para o cromossomo 6: Sinal
azul

Sendo assim, com a utilizacdo das técnicas de citogenética molecular foi
possivel entdo detectar um nimero maior de anormalidades citogenéticas no estudo,
passando para 89% a frequéncia de aberracdes citogenéticas no estudo(Tabela
4.2).

Tabela 4.3— Anormalidades citogenéticas encontradas no estudo

Paciente  Subtipo Idade Citogenética Citogenética Molecular
FAB Convencional

1 LMA-M1 10 anos 46, XX, del(9)(p21) NF

2 LMA-M5 8 anos 46, XY, del(11)(g23) NF

3 LMA-M1 7 anos Sem mitose NF

4 LMA-M4 5 anos Sem mitose NF

5 LMA-M1 7 meses 49, XY, +6,+9,+14 NF

6 LMA-M5 12 anos 46, XY, del(11)(g23) NF

7 LMA-M2 15anos 46, XY, del(20)(ql12) AML/ETO (-)

8 46, XX,

LMA M3 11 anos NF

1(15;17)(g22;912)[3]/ 46, XX
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10
11

12
13
14
15

16
17
18
19

20

21
22
23

24

25

26

27

28

29

LMA MO
LMA M3

LMA MO

LMA M3
LMA M3
LMA MO

LMA M3

LMA M2
LMA M3
LMA M5

LMA M1

LMA M4

LMA MO
LMA M3

LMA M3

LMA M5

LMA MO

LMA M3

LMA M5

LMA M3

LMA M1

2ae8m
12 anos

13 anos

3 anos
6 anos
17 anos

16 anos

13 anos
12 anos
6 anos

8 anos

5 anos

12 anos
15 anos

9 anos

13 anos

11 anos

2 anos

7 meses

13 anos

4 meses

[23]

45, XY, -7, del(12)(p12)
46, XY t(15;17)(922;q12)

46, XX, del(7)(q32) [4]/ 46,

XX [18]

46, XY 1(15;17)(922;q12)
46,XY [22]

46, XY [20]

46, XY, 1(15;17)(q22q12),
del(11)(g23) [2]/ 46, XY,
t(15;17)(g22;912) [16]/ 46,
XY [4]

Sem mitose

Sem mitose

46, XX[23]

46, XY, del(9)(q31),
t(X;11)(p22;922) [11] / 46,
XY [9]

46, XY,
inv(16)(p13g22),+19, -22
[18] / 46, XY [4]

46, XY[30]

46, XX, 1(15;17)(922;q12)
46, XY,

t(15;17)(q22;912)[8]/ 46, XY

[14]

44, XX,?der(4), -5, -7, -
10,?dic(13), -15, +2 mars

45, XY, -Y, 1(8;21)(922;922)

[18)/ 46, XY [2]

46, XX,

1(15;17)(g22;912)[3]/ 46, XX

[23]
46, XX,

1(9;11)(p22;923)[14]/ 46, XX

(8]

46, XX, 1(15;17)(q22;912)
[21] / 46, XX [1]

47, XY, del(5)(q),
der(7)t(7;?), del(12)(p13),

+19[5]/ 47, XY, der(7)t(7;?),

o1

NF
PML/RARA

NF

NF
NF
NF

NF

NF

PML/RARA

NF
46,XY,del(9)(q12931),del
(11)(q130rgql14)[4]/46,XY,
del(9)(q12g31)[2]/46,XY[
7]
46,XY,inv(16)(p13g22),di
c(22)(gter->p10::p10-
>qter)

46, XY

PML/RARA

NF

44 XX,der(5)t(5;19)(q13.
3;012),1(6;18;17)(q24.3;q
21;923.2),der(7)t(7;13)(p
11.2;912),der(10)(7qter-
>7011.23::12922-
>12021.2::10p14-
>10021::12912-
>12qter),r(12)(::p13-
>q12:), -
15,del(19)(g12),der(20)t(
20;21)(p11.2;911.2),+der
(21)t(12;21)(922;922)

NF

NF

Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)
[86]/(5'MLLcon3'MLLx2)[
14])/MLLrearranjado

NF

MLL(-)



30
31

32

33

34

35

36
37

38

39

40

41

42

43
44

45

46

a7

48
49
50

51

52

53

LMA M3
LMA M4

LMA M2

LMA M2

LMA M5

LMA M3

LMA M2
LMA M1

LMA
M5a

LMA
M5a

LMA M7

LMA M2

LMA M5

LMA M3
LMA M1

LMA M5

LMA M3

LMA M4

LMA-M3
LMA-M3
LMA-M3

LMA-M4

LMA-M5

LMA-M2

8 anos

lae2m

15 anos

13 anos

4 anos

16 anos

8 anos
16 anos

6 meses

1 ano

10 dias

18 anos

10meses

9 anos
17 anos

5e4m

16 anos

6 anos

16 anos
10 anos
5 anos

lae2m

3 meses

10 anos

del(12)(p12), +19 [13]/ 46,
XY [1]

46, XX [40]

45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45,

XY, -7[7]/46, XY[8]

45, X, -Y, 1(8;21)(922;922)
[17]/ 46, XY [7]

46, XX, 1(8;21)(q22;922),

del(12)(p) [20)/ 46, XX [20] /

46, XX [1]
46, XY, der(11),

del(12)(p12) [20] /46, XY [1]

46, XX, 1(15;17)(q22;q12)
[21] / 46, XX [4]

46, XX

46, XY [30]

46, XY, 1(9;11)(p22;q23)

47, XY, +8, der(11)(q23)

47, XY, +21 [40]
46, XY,

1(8;21)(q22;022)[18]/46, XY

[2]

46, XY,

1(1;11;8)(g21;p21;923) [25]

47, XY, t(15;17), +mar
46, XX, del(12)(p12)

46, XY, del(11)(q23)

47, XY ,1(15;17), +mar

45, X,-Y,-8,-22,-22,+3 mars

46, XY, t(15;17)
46, XX [15]
46, XX [12]

46, XX, del(16)(q22) [8)/ 46,

XX [14]

46, XX, 1(9;11)(p22;923)
[18]/ 46, XX [2]

46, XY, 1(8;21)(q22;922)
[23)/ 46, XY [2]

52

AML/ETO

46, XY

NF

NF

NF

Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)
[20])/(5'MLLcon3'MLLx2)[
80]/MLLrearranjado

Nuc ish(5'MLLsep3'MLL)
[90)/(5'MLLcon3'MLLx2)
[10})/MLLrearranjado

NF

AML/ETO

46,XY, der(1)
t(1;8)(a21;p21),
der(8)t(1;8)

(931;p21),

der(11)
ins(11;1)(g23;921931)
47, XY, 1(15;17),+8

NF

Nuc ish(5’MLLsep3’'MLL)
[30])/del(11923)

47, XY, t(15;17),+8,
PML/RARA

45,X,-
Y,1(8;22;21)(g21.3;913.3;
g22.12),der(22)
t(1;22)(923;913.3)
PML/RARA
PML/RARA
PML/RARA

46, XX, inv(16),
del(16)[14]/ 46, XX [13]

NF

AML1/ETO



54

55

56

57

58

59

60
61
62

63

64

65
66

67
68

69

70

71

72

73

74
75
76

i

78

LMA -M2

LMA-M2

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M5

LMA-MO
LMA-M3
LMA-M1

sarcoma/
LMA

LMA- M1

LMA-M3
LMA-M7

LMA-M5
LMA-M3

LMA- M5

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M3
LMA-M3
LMA-M3

LMA-M4

LMA-M5

4 anos

11 anos

8 anos

3 anos

10 anos

1anoe
6m

3 anos
17 anos

4 anos

laell
m

9 anos

16 anos
lae4m

14 anos
13 anos

2a e 10m

15 anos

2a e 4dm

9 anos

12 anos

6 anos
1 ano
2 anos

8 anos

6 meses

45, X, -Y, 1(8;21)(q22;922)
[16]/ 46, XY [4]

46, XY, 1(8;21)(q22;922) [3)/

46, XY [28]

46, XX, 1(9;11)(p22;923)
[15])/ 46, XX [11]

46, XY, t(15;17) [13]/ 46, XY

(5]
46, XY,del(11)(q21),
t(15:17), inv(12) [ 9 )/ 46,

XY, del(11)(g21), t(15;17) [

61/ 46, XY, t(15;17) [ 6]/
46, XY[2]

46, XY, del(10)(p12) [12)/
46, XY [8]

45, XY, 1(1;18)(q21;q?), -17

Sem mitose
46, XY, 1(8;21)(922;922)
[15])/ 46, XY [5]

47, XY, +8, t(8;17)(q22;
q12)

46, XX, del(1)(q21q24?) [3)/

46, XX [17]
Sem mitose

Sem mitose

Sem mitose

46, XY[20]

46,
XY,t(1;11)(g21;923)[7]/46,
XY [33]

47, XY, +21 [30]

46, XX, 1(15;17)(9q22;921)
[18]/46, XX [4]

46, XY, 1(15;17)(922;921)
[20]

46, XX, 1(15;17)(922;921)
[17]/46, XX [3]

46, XX[20]

Sem mitose

Sem mitose

46, XY, del(7)(g21)[18]/46,
XY[7]

46, XX,
t(9;11)(q21;923)[19]/46,
XX[1]

53

AML1/ETO

AML1/ETO

NF

PML/RARA

46, XY,
t(15;17)(g21;912),
der(6)del(6)(6q)

46, XY,
inv(10)(pq),ins(11;10)(g2
3/p12p13)[13/ 46, XY[6]
BCR/ABL(-),MLL(-),
CBF(-)

PML/RARA

AML/ETO

47, XY, +8,
der(8)t(8;17)(q22;p12)
AML1/ETOC(-)

MLL(-)

PML/RARA
MLL

MLL(-)
PML/RARA (-)
MLL

MLL(-)

PML/RARA

PML/RARA

PML/RARA

PML/RARAC(-)
PML/RARA
PML/RARA
Delecéo do sinal
7q21[90]/46,XY[40]

NF



79 LMA-M3 13 anos  46,XY [25] PML/RARA
46, XX, t(3;13)(q13;p11),
1(16;21)(p11;922) [14])/ 47,
XX, der(2)t(2;?)(g27?;7?),
t(3;13)(q13;p1l),
add(5)(q35),

46,XX,der(2)t(2;3)(g27?;?)
1(3;13)(q13;p11),

et sl | G t(16;21)(p11;922), +mar [3]/ &igsz)i()%psl)fqgi?)
45, XX, t(3;13)(q13;p11), - : :
16, der(21),
1(16;21)(p11;922) [3]
45, XX, inv(3)(q21926), -7
81 LMA-M1 13 anos [20] NF
45, X, -X, 1(8;13)(922;934)
82 LMA-M1 13 anos [18]/ 46, XX, NF
1(8;13)(922;g34) [1]
47, XX, +8,
83 LMA-M1 7 meses 1(11;19)(q23;pl13.) MLL rearranjado
84 LMA-M1  16anos 40 XX U611)(027:423)[20]

t-translocacao, der-derivativo, NF- né&o feito, inv-inversao, del-delecéo,

Sendo assim, a frequéncia de anormalidades citogenéticas, utilizando as
técnicas de citogenética molecular foi de 89%. Em resumo, o perfil cariétipo da LMA
da infancia encontrado neste estudo, com suas respectivas frequéncias, esta

representado na figura 4.7.

s _ 1.1l

t(15;17) (8;21) |nv(16) 11923 anomallas 7e
5

Ht(15;17) H1(8;21) H Inv(16) H11g23 H Anomalias do 7/5

Figura 4.7 — Perfil das alteracbes cromossOmicas encontradas neste estudo da LMA da Infancia. T-
translocacdo; inv- inversdo; q -braco longo do cromossomo; CN- cariétipo normal; NR:N&o-
recorrentes
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4.4. Correlacao entre a citogenética e os dados clinicos
4.4.1. Correlacédo das anormalidades Citogenéticas e a idade

A faixa etaria dos pacientes neste estudo variou de 10 dias de vida a 18 anos.
A média de idade dos pacientes que apresentaram cariotipo normal foi 9,6 anos e
9,2 anos para 0s pacientes com cariétipos anormais. Dentro do subgrupo das
anormalidades citogenéticas recorrentes, a média de idade dos pacientes que
apresentaram a t(8;21)(q22;922) foi de 10,2 anos, variando de 4 a 18 anos; a média
de idade dos pacientes que apresentaram a t(15;17)(g22;912) foi de 11 anos de
idade, variando de 1 a 17 anos; a média de idade dos pacientes com a inv(16) foi de
3, variando de 14 meses a 5 anos; pacientes que apresentaram anormalidades
envolvendo a regido 11923 apresentaram uma meédia de idade de 3,8 anos,
variando de 3 meses a 16 anos; pacientes com as anormalidades envolvendo o
cromossomo 7 e 5, apresentaram uma meédia de idade de 1 ano , variando de 4
meses a 13 anos. Pacientes que apresentaram as anormalidades né&o-recorrentes
tiveram uma média de idade de 10 anos, variando de 10 dias a 17 anos de idade
(Figura 4.8).

0-2 anos 3-8 anos 9-12 anos 13-18 anos

mt(8;21) mt(15;17) minv(l6) m11qg23 anormalidades 7e 5 M ndo-recorrentes

Figura 4.8 — Associacdo das anormalidades citogenéticas nas diferentes faixas etérias. T-
translocacdo; inv- inversao; g- braco longo dos cromossomos.
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4.5. Analise do Perfil de Expressdo de Genes do complexo Polycomb

Apesar de a heterogeneidade genética ter sido verificada na LMA da infancia
neste presente estudo quando varias técnicas de citogenética molecular foram
utilizadas, ndo foi possivel compreender muito sobre a biologia desta doenca.
Entdo, com o intuito de verificar se 0s niveis de expressdo dos genes do
complexo PcG poderiam estar alterados na infancia, como ja havia sido descrito
em adultos, realizamos uma andlise do perfil de expressdo dos genes SUZ12,
EZH2, BMI1 e YY1 pela técnica de RT-qPCR em amostras de 52 pacientes entre
0 e 18 anos de ambos 0s sexos e, comparamos com amostras de medula éssea
de 4 doadores peditatricos saudaveis( média de idade 10.7 anos; 6-15 anos). Os

dados dos pacientes estdo na tabela abaixo (Tabela 4.3).

Tabela 4.4- Dados clinicos dos 52 casos analisados para o perfil de expressao

dos genes do complexo Polycomb

Paciente Idade Subtipo Citogenética
1 10 anos LMA-M1 46, XY,del(9)(p21)
2 8 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(g23)
3 7 anos LMA-M1 Sem mitose
4 5 anos LMA-M4 Sem mitose
5 7 meses LMA-M1 49, XY, +6, +9, +14
6 12 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(g23)
7 15 anos LMA-M2 46, XY, del(20)(q12)
18 6 anos LMA-M5 46, XX [30]
27 7 meses LMA-M5 46, XX, 1(9;11)(p22;023)
29 4 meses LMA-M1 47, XY, del(5)(q), der(7)t(7;?), del(12)(p13),

+19[5)/ 47, XY, der(7)t(7;?), del(12)(p12),
+19 [13)/ 46, XY [1]

30 8 anos LMA-M3 46, XX [40]

31 lae?2m LMA-M4 45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45, XY, -7[7]/46,
XY[8]

34 4 anos LMA-M5 46, XY

35 16 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17)
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36

38

39

42

43

44

45

46

a7

49

50

53

54

55

56

57

58

59

61

62

64

65

66

67

68

8 anos

6 meses

1 ano

10
meses

9 anos

17 anos

5ae4dm

16 anos

6 anos

16 anos

5 anos

10 anos

4 anos

11 anos

8 anos

3 anos

10 anos

laebm

17 anos

4 anos

9 anos

16 anos

1 ano

14 anos

13 anos

LMA-M2

LMA-M5

LMA-M5

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M1

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M4

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M2

LMA-M2

LMA-M2

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M1

LMA-M1

LMA-M3

LMA-M7

LMA-M5

LMA-M4

46, XX

46, XY, t(9;11)

47, XY,+8

MLL rearranjado

46, XY,der(1)t(1;8)(g21;p21),
der(8)t(1;8)(q31;p21),
der(11)ins(11;1)(923;921931)
47, XY, t(15;17), +8

46, XX, del(12)(p12)

46, XY, del(11)(q23)

47, XX, t(15;17), +8

45,X,-Y, 1(8;22;21)(921.3;913.3;922.12),
der(22)t(1;22)(923;913.3)

46, XY, 1(15;17)(q22;921)

46, XX, t(15;17)(q22;921)

46, XY, t(8;21)(q22;q22) [23)/ 46, XY [2]
45, X, -Y, 1(8;21)(q22;022) [16])/ 46, XY [4]
46, XY, t(8;21)(q22;q22) [3)/ 46, XY [28]
46, XX, 1(9;11)(p22;q23) [15)/ 46, XX [11]
46, XY, t(15;17) [13]/ 46, XY [5]

46, XY, t(15;17)(q21;q12), del(6)(6q)

46, XY,
inv(10)(pq),ins(11;10)(q23/p12p13)[13/ 46,
XY[6]

Sem mitose — PML/RARA

46, XY, t(8;21)(q22;q22) [15)/ 46, XY [5]
46, XX, del(1)(q21g24?) [3]/ 46, XX [17]
Sem mitose — PML/RARA

Sem mitose — positivo para o rearranjo do
gene MLL

Sem mitose- MLL negativo

46, XY [20]
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69

70

72

73

74

75

77

78

79

80

82

83

84

2 anos

15 anos

9 anos

12 anos

6 anos

1 anos

8 anos

1 ano

13 anos

9 anos

13 anos

/meses

16 anos

LMA-M5

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M3

LMA-M4

LMA-M5

LMA-M3

LMA-M1

LMA-M1

LMA-M2

LMA-M1

46, XY, t(1;11)(q21;023)
47, XY, +21 [30]

46, XY, 1(15;17)(q22;921)
46, XY, t(15;17)(q22;921)
46, XX[25]

Sem mitose — PML/RARA
46, XY, del(7)(q21)

46, XX, 1(9;11)(p22;q23)

46, XY[25] - PML/RARA

46,XX,der(2)t(2;3)(q27?;7?),t(3;13)(q13;p11),
der(5)t(3;5)(?;935),t(16;21)(p11;922)

45, X, -X, 1(8;13)(q22;034) [18]/ 46, XX,
1(8;13)(q22;934) [1]

47, XX, 48, 1(11;19)(g23;p13)

46, XX, 1(6;11)(q27;923)

a-anos; m-meses; t-translocacao;inv- inverdo; der-derivativo; ins-insergéo

Como a LPA é considerada um subtipo da LMA com caracteristicas clinicas e
biologicas bem definidas, sendo tratada de forma diferente dos demais subtipos
da LMA, este subtipo da LMA foi analisado também para o perfil de expressao dos
genes PcG selecionados para o estudo separadamente dos demais. Primeiro,
verificamos a expressao dos genes polycomb selecionados na LMA em relagéo
aos doadores. E podemos verificar que todos os niveis de mRNA dos genes em
guestdo estavam maiores nas amostras de medula 6éssea de pacientes com LMA
do que na medula 6ssea de doadores saudaveis. Os niveis de mRNA dos genes
YY1 e BMI1 foram respectivamente, 6 vezes maior e 3 vezes maior nas amostras

de medula 0ssea de pacientes com LMA do que na medula 6ssea de doadores

saudaveis(Figura 4.9)
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Figura 4.9- Niveis de expressdo dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LMA. Doadores: n=4, YY1:
n=49 ; BMI1: n=39.

Tanto os niveis de mRNA dos genes SUZ12 e EZH2 foram também maiores
na LMA do que nos doadores saudaveis. Sendo 6 vezes maior para o gene SUZ12 e

3 vezes maior para o gene EZH2 (Figura 4.10).
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Figura 4.10- Niveis de expressdo dos mRNAs dos genes SU12 e EZH2 na LMA em relacéo aos
doadores. Doadores: n=4; SUZ12: n=46; EZH2; n= 46.

Estes resultados sugerem que na LMA possa haver uma maior expressao de
todos os genes do complexo PcG estudados do que em criancas saudaveis,
podendo estes genes serem marcadores desta neoplasia.

O mesmo perfil de expressdo aumentada dos genes PcG selecionados
também pode ser observado na LPA, demonstrando que os niveis de mRNAs

dos genes YY1 e BMI1 foram maiores na LPA do que nos doadores (Figura 4.11).
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Porém, o gene YY1 parece estar muito mais expresso, cerca de 12 vezes mais

na LPA do que em doadores saudaveis.
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Figura 4.11- Niveis de expressdo dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LPA. Doadores: n=4;
YY1; n=14; BMI1: n=9.

O mesmo pode ser observado para os genes SUZ12 que também apresentou
altos niveis de expressao de mRNA em relacdo aos doadores, sendo maior em
cerca de 10 vezes nesta neoplasia. O gene EZH2 também apresentou altos niveis
de mRNA na LPA em relacdo aos doadores, mas este aumento foi um pouco
menor, sendo cerca de 7 vezes maior nesta neoplasia do que em individuos

saudaveis(Figura 4.12).
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Figura 4.12 — Niveis de expressao dos mRNA dos genes YY1 e BMI1 na LPA. Doadores:n= 4;
YY1;n=15; BMI1l: n=14 .
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Esses resultados na LPA sugerem que todos os genes do complexo PcG
estudados possam ter um papel importante no processo de leucemogénese da
LPA, principalmente aqueles que apresentaram os maiores niveis de mRNA.

4.5.1. Perfil de expressao génica nos diferentes subtipos FAB

Neste estudo, os niveis de mRNA dos genes estudados também foi verificado
para os subtipos morfolégicos FAB. Esses niveis de mRNA variaram bastante nos
subtipos morfologicos da LMA. Os niveis de mRNA dos genes YY1 e BMI1 foram
maiores no subtipo M3. Porém, os niveis de mMRNA do BMI foram maiores no

subtipo M4/M5 do que nos outros grupos morfoldgicos (Figura 4.13).

YY1 BMI1
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Subtipos morfolégicos Subtipos morfologicos

Figura 4.13 — Niveis de expressdo de mRNAs dos genes YY1 e BMI1 nos subtipos morfolégicos
da LMA.. N=52; doadores= 4;YY1: M1/M2: n=13 ; M3: n=14 ; M4/M5: n=21. BMI1: M1/M2: n= 12;
M3: n=9 ; M4/M5: n=17.

Os niveis de mRNA do gene SUZ12 foram maiores no subtipo M4/M5 e M3,
apresentando um pequeno aumento no subtipo M4/M5. Mas os achados nao
foram estatisticamente significativos para este gene (p=0.27). J4 em relacdo ao
gene EZH2, este apresentou niveis aumentados de mRNA nos casos de M3
(p=0.07) (Figura 4.14).
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Figura 4.14- Niveis de expressdo dos mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 nos diferentes subtipos
morfologicos da LMA. N= 52, doadores=4; SUZ12: M1/M2: n= 14 ; M3: n= 16 ; M4/M5: n=16.
EZH2: M1/M2:n=12; M3:n=15; M4/M5:n=18.

Estes resultados sugerem que o gene EZH2 possa estar mais expresso no
subtipo M3 do que nos outros subtipos FAB, sugerindo que este gene pode ter

um papel importante durante o processo de patogénese da LPA da infancia.

4.5.2. Perfil de expressao génica nos diferentes subgrupos citogenéticos

Como os achados citogenéticos nos pacientes com LMA apresentam um valor
progndstico independente dos outros fatores clinicos de risco, podendo estratificar
estes pacientes em diferentes grupos de risco, 0s niveis de expressédo dos genes
PcG foram também verificados em diferentes subgrupos citogenéticos.

Foi observada uma homogeneidade na expressdo dos genes PcG nos
doadores, enquanto que nas amostras dos pacientes variou consideravelmente.
Para ver se isso refletia nas diferentes anormalidades citogenéticas dos
pacientes, os perfis de expressdo dos diferentes genes do complexo Polycomb
foram feitos em distintos subgrupos citogenéticos: leucemias CBF, leucemias com
rearranjo PML/RARA, cariotipo normal (CN), LMA com outras anormalidades
citogenéticas nao recorrentes, anormalidades no cromossomo 5 e 7 e leucemias
com rearranjo do gene MLL. Observamos que os perfis de expressao foram
diferentes nos 6 subgrupos citogenéticos. (Figura 4.15) do que os niveis de mMRNA
dos genes que compdem o PRC2. Os niveis de mRNA do gene YY1 foi maior

para o grupo das leucemias CBF e das que tem rearranjo do RARA, enquanto que
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os niveis de mRNA do gene BMI1 foi maior no grupo das anormalidades de 7 e 5,
no grupo das leucemias com rearranjo da regido 11923 e nas leucemias com
rearranjo de RARA.
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Figura 4.15- Perfil de expressdo de genes do complexo PRC1 nos diferentes subgrupos
citogenéticos. Doadores:n= 4; para YY1- Leucemias CBF: n=6 ; PML/RARA: n=14;CN: n=2;0utras:
n=6; anormalidade de 7 e 5:n= 3; Leucemia 11g23: n= 14

O mesmo ocorreu para 0os genes do PRC2 nos casos com rearranjo de RARA
e anomalias envolvendo os cromossomos 7 e 5. Porém, baixos niveis de mRNA
desses genes puderam ser detectados para 0S casos que apresentavam outras
anormalidades e rearranjo do gene MLL, tanto para o gene SUZ12 quanto para o
gene EZH2 (Figura 4.16).

Embora, estes resultados ndo apresentem uma significancia estatistica, eles
podem sugerir que os genes PcG estudados possam ter um papel importante na
LMA, principalmente, nas leucemias com o rearranjo PML/RARA e naquelas que
apresentam anormalidades envolvendo os cromossomos 5 e 7. Enquanto que,
nas leucemias com rearranjo do gene MLL e naquelas que apresentam anomalias
nao recorrentes, os dados sugerem que estes genes nao parecem ter um papel
importante na patogénese deste subgrupo citogenético, ja que seus niveis de
expressdo foram muitos mais baixos em relacdo aos outros subgrupos
citogenéticos. Isso pode demonstrar que outros genes devem estar envolvidos no

processo de silenciamento génico nestes casos.
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Figura 4.16- Perfil de expressdo dos genes do PRC2 nos diferentes subgrupos citogenéticos.
Doadores: n=4; SUZ12- Leucemia CBF:. n=8; rearranjo de RARA: n=16; CN: n=2; Outras: n=3;
anormalidade de 7 e 5 n=3; Leucemias MLL: n=12.. EZH2; Leucemia CBF: n=5; rearranjo de
RARA: n=15; CN: n=2; Outras: n=6; anormalidade de 7 e 5 n=3; Leucemias MLL: n=13..

4.5.3 Perfil de expresséo génica nas diferentes faixas etérias

Como a idade também pode apresentar um valor prognostico para 0s
pacientes com LMA e LPA por diferir na resposta ao tratamento, o perfil de
expressdo dos genes PcG estudados foram correlacionados com a idade dos
pacientes no momento do diagnostico.

Com relacdo as faixas etarias no grupo das LMAS, os niveis de expressao
dos mRNAs dos genes PcG selecionados foram verificados em dois grupos: <10
anos de idade e 210 anos de idade. Isso porque, de acordo com trabalhos
recentes, estes dois grupos de idade podem apresentar diferente valor
prognostico (RUBINTZ et al., 2007).

Embora néo tenha sido verificada uma significancia estatistica, foi observado
altos niveis de  mMRNAs dos genes do complexo PRC1 em pacientes com menos
de 10 anos. Sendo os niveis de mRNA dos dois genes estudados deste complexo

cerca de 4 vezes maior nesta faixa etaria (Figura 4.17).
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Figura 4.17- Perfil de expressdo dos mRNAs dos genes do complexo PRC1 na LMA em dois
grupos de idade. Doador: n=4; YY1 Faixas etarias<10 anos: n=26, 210 anos: n=9; BMI1: Faixas
etérias<10 anos :n=21, 210 anos, n=9 .

O mesmo foi observado para os genes do PRC2, sendo os niveis de mRNA

do gene SUZ12 mais de 10 vezes maior em pacientes menores de 10 anos de

idade. Enquanto que, os niveis do gene EZH2 se mostraram cerca de 2, 5 vezes

maior nesta mesma faixa etaria (Figura 4.18).
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Figura 4.18- Perfil de expressdo dos genes do complexo Polycomb PRC2 na LMA em dois
diferentes grupos de idade. Doadores :n=4 ; SUZ12: Faixas etérias: <10 anos, n= 23; 210 anos,

n=8 . EZH2: Faixas etarias: <10 anos, n= 23 ; 210 anos, n=8.

Estes dados sugerem que estes genes possam se comportar de forma
diferente na LMA de acordo com a idade, demonstrando haver uma correlacéo entre
os altos niveis de mRNAs dos genes PcG estudados e a idade menor que 10 anos
na LMA.
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Com relacdo as faixas etarias na LPA, os niveis de expressdo dos mRNAs
dos genes PcG selecionados foram verificados em dois grupos: 0-8 anos e de 9-18
anos. Da mesma forma, trabalhos recentes tém relatado que este dois grupos de
idade podem apresentar diferente valor prognostico (BALLY et al., 2012).

Na LPA, os niveis de mRNA de todos os genes selecionados foram maiores
no grupo de pacientes com idade de 0-8 anos, demonstrando uma relagao destes
genes PcG com a LPA que ocorre em pacientes pediatricos mais jovens (0-8 anos
de idade). Nos genes do PRC1 estudados, os niveis de mRNA do gene YY1
demonstrou expressao cerca de 10 vezes maior nos pacientes com menos de 8
anos de idade. Porém, o gene BMI1 apresentou os niveis de mMRNA aumentados em

cerca de 2,5 vezes (Figura 4.19).
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Figura 4.19- Perfil de expressédo dos mRNAs dos genes YY1 e BMI1 na LPA em diferentes faixas
etarias. Faixas etarias: 0-8 anos; 9-18 anos .Doadores: n=4 YY1: 0-8 anos: n=6; 9-18 anos: n=8.;
BMI1, 0-8 anos, n=4; 9-18 anos, n=5;

No entanto, os niveis de expressdo dos mRNAs dos genes do PRC2 foram
maiores no grupo de pacientes com idade de 0-8 anos, apresentando-se maior em
cerca de 15 vezes nos pacientes menores de 8 anos de idade do que em pacientes

de 9 a 18 anos (Figura 4.20).
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Figura 4.20- Perfil de expressdo dos mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 na LPA em diferentes faixas
etarias. Faixas etarias; 9-18 anos. Doadores: n4=; SUZ12: 0-8 anos: n=7; 9-18 anos: n=9. EZH2: 0-8
anos, n=7; 9-18 anos, n=8.

Na LPA, os dados sugerem haver uma correlacdo entre os altos niveis de
MRNA dos genes estudados e o grupo de pacientes de 0-8 anos de idade,
demonstrando que estes genes possam ter um papel importante na LPA desta faixa

etaria.

4.5.4. Perfil de expresséo génica de acordo com os fatores clinicos de
risco

Como a leucometria e o numero de plaguetas no momento do diagnéstico sao
indicativos de uma possivel recaida da doenca e possiveis complicacdes clinicas, 0s
niveis de expressdo dos genes PcG foram correlacionados com dois grupos
distintos. Na LMA, os grupos foram: <50.000 leucdcitos/uL e 250.000 leucocitos/ulL
no sangue periférico; <50.000 plaguetas/uL e =50.000 plaquetas/uL no sangue
periférico, Na LPA: <10.000 leucdcitos/uL e 210.00 leucécitos/uL no sangue
periférico; <40.000 plaguetas/uL e =240.000 plaquetas/uL (RUNITZ et al.,
2007;BALLY et al., 2012)

Com relacdo a leucometria, houve uma variacéo entre os genes do complexo
PRC1 nos dois grupos de contagem leucocitaria diferente (Figura 4.21). Ndo sendo
possivel verificar diferencas nos niveis de expressdo dos mRNAs dos genes YY1,
mas parece haver uma relacdo dos niveis de mRNA aumentados do BMI e uma

leucometria alta, maior que 50.000 leucécitos/ulL .
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Figura 4.21- Perfil de expressdo dos mRNAs dos genes do complexo PRC1 na LMA de acordo com a
leucometria no momento do diagnostico. Leucometria: <50.000 leucécitos /uL no sangue periférico;
>50.000 leucécitos/uL no sangue periférico. Doadores: n=4; YY1, <50.000 leucécitos/uL: n=13;
>50.000leucocitos/uL: n=14. BMI1, <50.000 leucécitos/uL, n=10; =50.000 leucécitos/ul, n=12.

Para os genes do PRC2, apesar de nao apresentar diferencas
estatisticamente significativas, os dois genes do PRC2 apresentaram maiores niveis
de mRNAs no grupo das LMAs com >50.000 leucdcitos/uL, demonstrando que o0s
niveis de mRNA de SUZ12 estaria cerca de 10 vezes aumentado no grupo de alta
contagem leucocitaria, enquanto que essa diferenca foi muito pequena para o gene
EZH2 (Figura 4.22).
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Figura 4.22- Perfil de expressao dos genes do complexo PRC2 na LMA nos dois diferentes grupos de
pacientes com diferentes leucometrias. Grupos: <50.000 leucécitos/uL e =50.000 Leucécitosu/L no
sangue periférico. Doadores, n=4;SUZ12, <50.000 leucocitos/ul, n=12; 250.000 leucécitos/uL, n=11;
EZH2, <50.000 leucdcitos/uL, n=12; =50.000 leucdcitos/uL, n=12.
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Ja na LPA, os niveis de expresséo dos genes YY1 e BMI1 variaram bastante
dentro dos dois grupos de contagem leucocitarias diferentes (Figura 4.23). Os niveis
de mRNAs do gene YY1 foi 2 vezes maior nos pacientes que apresentaram
contagem leucocitaria maior que 10.000leucocitos/uL. Enquanto que, os niveis de
MRNAs do gene BMI1 foi cerca de 5 vezes maior nos pacientes que apresentaram

uma contagem leucocitaria menor que 10.000 leucdcitos/L.
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Figura 4.23- Perfil de expresséo dos genes do complexo PRC1 na LPA de acordo com a leucometria
no momento do diagnéstico. Leucometria: <10.000 leucécitos/uL no sangue periférico; =10.000
leucocitos/uL no sangue periférico Doadores, n=4; YY1, <10.000 leucdcitosu/L, n=4; =10.000
leucdcitos/ulL, n=10; BMI1, <10.000 leucdcitos/ulL, n=2; 210.000 leucdcitos/uL, n=7.

Embora, ndo tenha sido observados valores estatisticamente significativos, os
niveis de expressdo dos mRNAs do gene do SUZ12 foram maiores no grupo com
mais de 10.000 leucdcitos/L no sangue periférico do que naqueles que
apresentaram contagem leucocitaria menor. No entanto, ndo foi possivel observar
diferenca nos niveis de mRNA do gene EZH2 nos dois grupos de contagem

leucocitaria diferente (Figura 4.24).
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Figura 4.24 — Perfil de expresséo dos genes do complexo PRC2 na LPA de acordo com a leucometria
no momento do diagnéstico. Leucometria: <10.000 leucécitos/uL no sangue periférico; =10.000
leucécitos/uL no sangue periférico Doadores, n=4; SUZ12, <10.000 leucécitos/uL, n=6; =10.000
leucadcitos/uL, n=10. EZH2, <10.000 leucdcitos/uL, n=6; 210.000 leucdcitos/uL, n=19.

Com relacdo ao numero de plaguetas, os niveis de expressdo dos mRNAs
dos genes YY1 e BMI1 variaram na LMA. Foi possivel observar que o gene YY1
apresentou niveis aumentados em mais de 3 vezes nos pacientes com um ndmero
menor que 50.000 plaquetas/uL no sangue periférico. Enquanto que, os niveis de
MRNAs do gene BMI1 foi maior nos pacientes com mais de 50.000 plaquetas/uL em
cerca de 6 vezes (Figura 4.25). Estes resultados foram estatisticamente significativos

para o gene BMI1 (p= 0.09).
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Figura 4.25- Perfil de expressdo dos genes do PRC1 na LMA nos dois grupos de contagem
plaquetarias diferentes. Grupos: doadores, n=4; YY1, <50.000 plaquetas/uL, n=7; e 250.000
plaguetas/uL, n=12; BMI1, <50.000 plagquetas/uL, n=76 e 250.000 plaquetas/uL, n=11.
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Enguanto que os niveis de mRNAs dos genes SUZ12 e EZH2 foram maiores
nos pacientes que apresentavam uma contagem de plaquetas no momento do
diagnéstico maior ou igual a 50.000 plaquetas/L (Figura 4.26). Demonstrando que 0s
niveis de mRNA de SUZ12 estaria maior, em cerca de 4 vezes, nos pacientes com
mais 50.000 plaquetas/uL. J& os niveis de mMRNA do gene EZH2 foi maior cerca de
2 vezes no grupo com mais 50.000 plaguetas/L no sangue periférico.
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Figura 4.26- Perfil de expressdo dos genes do PRC2 na LMA nos dois grupos de contagem
plaguetarias diferentes. Grupos: doadores, n=4; SUZ12,<50.000 plaguetas/uL, n=76 e =50.000
plaguetas/uL, n=12; EZH2,,<50.000 plaquetas/uL, n=7; e 250.000 plaquetas/uL, n=11.

J& na LPA, os niveis de expressdo dos mRNAs do genes do PRC1 foram
maiores no grupo de pacientes que apresentava um baixo nimero de plaquetas no
sangue periférico no momento do diagnéstico(Figura 4.27). Os niveis de mRNA do
gene YY1 foi quase 6 vezes maior no grupo com contagem de plaquetas menor que
40.000/uL.

71



YY1 BMI

20- p=0.36 6- p=0.22
< 15+ <
: £ 4
2 S
< 104 <
& & )
g 5. g
e :-:-:-:-.'-:-'-:I:-'- T . % e T =
L D ] s S D
ebo Q?’Q 090 @bo @Q Q@
¥ > > QP By >
Plaquetas Plaquetas

Figura 4.27- Perfil de expressédo dos genes do PRC1 na LPA em dois grupos de pacientes com
numero de plaquetas diferentes. Grupos: doadores, n=4; YY1, <40.000 plaquetas/uL, n=13; 240.000
plaguetas/uL, n=3; BMI1, <40.000 plaquetas/uL, n=8; =40.000 plaquetas/uL, n=3.

Apesar de ndo apresentarem diferencas estatisticamente significativas, os
niveis de mMRNAs dos genes do complexo PRC2 variam na LPA(Figura 4.28). Foi
possivel observar que gene SUZ12 apresentou niveis aumentados em cerca de 5
vezes nOs casos que apresentaram uma contagem de plaguetas menor que
40.000/L. O inverso foi visto para o0 gene EZH2, no qual os niveis aumentados foram
observados nos pacientes que apresentaram uma contagem de plaquetas maior que
40.000/L.
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Figura 4.28- Perfil de expresséo dos genes do complexo PRC2 na LPA de acordo com o numero de
plaguetas. Doadores, n=4; EZH2, plaquetas: <40.000/L, n=13; Plaquetas: = 40.000/L, n=2; SUZ12,
<40.000/L, n=14; Plaquetas: 2 40.000/L, n=2.

Esses resultados sugerem que SUZ12 possa estar envolvido no quadro

caracteristico de hemorragia bastante frequente na LPA.
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5.Discusséao

A citogenética molecular tem se destacado na caracterizagcdo de
anormalidades cromossdmicas presentes em diferentes tipos de tumores solidos,
assim como em neoplasias hematoldgicas. Tanto o CGH array quanto o tCGH s&o
de grande importancia na caracterizacdo de anormalidades cromossémicas,
principalmente, em tumores soélidos que apresentam limitacbes quanto ao nlimero
de metafases de qualidade para a realizacdo do estudo citogenético. Porém,
anormalidades balanceadas e n&o-recorrentes ndo sao possiveis de serem
detectadas utilizando estas duas técnicas de citogenética molecular, sendo, por isso,
necessaria a aplicacdo de mais uma técnica de citogenética molecular na
caracterizacdo destas anormalidades cromossdomicas presentes nos diversos tipos
de tumor (DAS & TAN, 2013).

No caso das leucemias, a aplicacdo de outras técnicas de citogenética
molecular como as de multicolor FISH (WCPs, MCB, BACs) tem se mostrado de
grande importdncia para a caracterizacdo de anormalidades cripticas, além de
anormalidades citogenéticas nao-recorrentes, assim como, novas anormalidades
cromossOmicas que podem estar envolvidas na producao de novas fusdes génicas,
na ativacao de oncogenes e na perda de genes supressores de tumor que possam
estar envolvidos na patogénese da LMA (DE FIGUEIREDO et al.,, 2010; DE
FIGUEIREDO et al., 2012).

Com a utilizacdo destas técnicas de citogenética molecular, foi possivel
observar, neste estudo, uma frequéncia de 89% de anormalidades cromossémicas
nos casos de LMA. Esses resultados demonstram a importancia da utilizacdo das
técnicas de citogenética molecular para a determinagéo do perfil cariotipico da LMA
da infancia, ja que o percentual deste estudo foi mais de 10% maior do que o
relatado na literatura, utilizando somente bandeamento G que foi de 75% (Manola,
2009; Raimondi et al., 1998). Quando foram aplicadas técnicas de multicolor FISH,
foi possivel esclarecer ou até mesmo revelar anormalidades cromossdmicas
cripticas em 24% dos casos. Assim, foi possivel estratificar esses pacientes em
grupos prognosticos distintos. Com isso, foi possivel demonstrar a importancia da
combinacdo das diferentes técnicas de citogenética convencional e molecular na

caracterizagao dos casos de LMA da infancia, principalmente, quando estes casos
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apresentam caridtipos complexos ou anormalidades citogenéticas cripticas (anexos
8.1,8.2e8.3).

Com relacdo aos subtipos FAB, o subtipo M3 representou 34,5% dos casos
desta amostra. Esses dados corroboram com a literatura que afirma que paises
latinos apresentam uma maior frequéncia de LPA quando comparados com outros
paises (MANOLA, 2009; POMBO-DE-OLIVEIRA et al., 2009). No entanto, a
frequéncia descrita nesta coorte foi 10% maior que a ja descrita pela literatura. Este
estudo pode demonstrar que o Brasil apresenta uma alta taxa de LPA na populacéo
pediatrica, dados estes pouco relatados no Brasil. Nesses casos de LPA do presente
estudo, a taxa de Obitos foi de 27,5% durante o primeiro bloco de quimioterapia,
diferindo dos dados da literatura que afirmam que casos de LPA apresentam uma
alta taxa de cura que pode chegar a cerca de 90% (JACOMO et al., 2008). Além
disso, esta taxa de oObitos foi maior em pacientes adolescentes(13-18 anos de idade)
do que em criangas (€12 anos de idade). Esses dados discordaram de um estudo
europeu de Bally e colaboradores em 2012 que relatou uma sobrevida livre de
eventos para os adolescentes com LPA maior que em criancas, com uma taxa de
sobrevida livre de doenca em 5 anos de 93%.

Ja em relacao a distribuicdo das anormalidades nas diferentes faixas etarias,
foi possivel observar que anormalidades envolvendo a regido 23 do cromossomo
11 foram mais frequentes nos pacientes que apresentaram idades de 0 a 2 anos.
Esses dados estdo de acordo com a literatura que mostra uma maior frequéncia
desta anormalidade cromossémica em lactentes de até 2 anos de idades (MANOLA,
2009). No entanto, foi observada uma frequéncia de anormalidades envolvendo o
cromossomo 7 nesta mesma faixa etaria. Esses dados ainda ndo tinham sido
descritos na literatura, sendo necessério, entdo, um maior nimero de casos de LMA
da infancia para determinar a frequéncia deste subgrupo citogenético nesta faixa
etaria na populacdo brasileira. A t(15;17) foi detectada em todas as faixas etarias,
até mesmo em pacientes de 0 a 2 anos de idade. A presenca da t(15;17) nesta faixa
etaria é rara (MANOLA, 2009), sendo necessarios mais estudos para determinar a
frequéncia desta t(15;17) em pacientes de 0 a 2 anos da populacao brasileira.

Os resultados citogenéticos deste trabalho confirmam e aprimoram a
descricdo da grande heterogeneidade genética da LMA da infancia, mas nao foram
utéis para identificar novos grupos prognésticos (BUCHEN et al.,, 2007). Isso
possivelmente ocorreu devido a identificacdo de uma grande quantidade de

anormalidades nao recorrentes. Com isso, faz-se necessario a continuidade do uso
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destas técnicas numa coorte maior de pacientes nesta faixa etaria. Por outro lado, a
identificacdo de alteracdes cromossbmicas no diagnostico da LMA da infancia
apesar de ser fundamental na definicdo do tratamento e do progndstico, além de nos
permitir entender que genes podem estar envolvidos na parada de maturacdo das
células e a evolucdo clinica desta doenca, ela ndo traz informagcdes sobre o0s
mecanismos que levaram a doenca. Pois, j& foi demonstrado que somente a
presenca destas fusfes génicas ndo poderia causar a doencga, sendo necessarios
outros eventos para o aparecimento da leucemia. Recentemente, tem sido sugerido
gue as alteracdes epigenéticas possam estar envolvidas neste processo como um
evento importante para o aparecimento da leucemia (SANDERS & VALK, 2013).

Para contribuir neste aspecto, nés estudamos em 52 pacientes a expressao
de 4 genes dos complexos PcG para tentar entender possiveis mofificacbes
epigenéticas. Sendo assim, foi possivel observar que os genes PcG analisados
neste estudo, de forma geral, apresentaram maiores niveis de mRNA do que o grupo
dos doadores. Esses dados corroboram com os dados da literatura (MARTINEZ-
PEREZ et al, 2010) que mostram que o0s genes PcG estariam mais expressos em
diversos tipos de canceres, incluindo as neoplasias mieldides em adultos
(GRUBACH et al., 2008; XU et al., 2011). Isso porque, varios trabalhos recentes
demonstraram que essas altera¢cdes no panorama epigenético, como a expressao
aumentada de genes responsaveis por essas modificacdes epigenéticas, como a
modificacdo pods-traducdo das histonas, podem contribuir para o processo da
leucemogénese. Isso se justifica porque estas modificagbes podem provocar
alteracdes no perfil de expressao génica, o qual frequentemente pode levar a um
aumento da auto-renovacdo das células malignas em detrimento do processo de
diferenciagdo normal (RICE et al., 2007).

A hematopoese € um processo dindmico, no qual células-tronco
hematopoéticas (CTH) dao origem a todas as linhagens do sangue, incluindo a
linhagem linféide e a mieldide. Esse processo envolve a coordenacdo de vias de
transducéo de sinal que sdo responsivas a estimulos extracelulares e a uma rede de
fatores de transcricdo e modificadores da cromatina que afetam a expressao génica,
de tal modo que, o destino final das CTH esta ligado as necessidades de cada
organismo (RICE et al., 2007). Sendo assim, quando os niveis de expressao dos
genes PcG foram estudados nos diferentes subtipos morfolégicos, que foram
estabelecidos de acordo com o grau de diferenciacdo da CTH acometida pela

leucemia, foi possivel verificar uma heterogeneidade nos niveis de mRNA nos
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diferentes subtipos morfolégicos. Porém, no subtipo M3 foi observado um perfil de
MRNA aumentado em todos os genes PcG selecionados para o estudo,
principalmente do gene EZH2 (Anexo 8.4).

A LMA-M3 ou leucemia promielocitica aguda (LPA) é caracterizada pela
presenca da t(15;17) em 95% dos casos. A fusdo génica gerada produz uma
proteina quimérica que tem sido sugerida, por muitos estudos, como tendo um papel
central na transformacéo oncogénica. Isso porque a fusdo PML/RARA pode causar
perturbacdes no panorama epigenético normal durante a hematopoese, ja que esta
fusdo génica leva a transformacdo das CTHs através do silenciamento dos genes-
alvo de PML e RARA, como por exemplo, os genes HOX, levando a um acumulo de
promieldcitos anormais na medula 0ssea. Essa represséo transcricional aberrante
pode ser mediada pelo recrutamento de cofatores que se liguem ao DNA como o
RXRa e, de uma forma mais destacada, pela associacdo com complexos co-
repressores, como o0 NCoR/HDAC, DNMT3A e o complexo PRC2(CHENG & SO et
al, 2011). Tem sido proposto que modificacdes de histona pds-traducdo, como a
H3K27me3 e H3K9me3, sdo positivamente correlacionadas com ligacdo da fuséo
proteina PML/RARA, enquanto que a acetilacdo da histona H3 foi associada a perda
da ligagdo do PML/RARA ao DNA (MARTENS et al.,, 2010). A producdo da
H3K27me3 é promovida pelo complexo PRC2 e, acredita-se que o complexo PRC1
possa reconhecer esta modificacdo na histona H3 e promover a manutencédo do
silenciamento de genes importantes para os processos de diferenciacdo, apoptose e
auto-renovacao celular (SAEED et al, 2011).

O gene EZH2 é um dos componentes do PRC2 com funcéo de adicionar os 3
grupamentos metil a cauda da histona 3 no residuo de numero 27 (H3K27me3).
Alteracdes genéticas neste gene ja foram descritas em diversas neoplasias
mieldides, principalmente aquelas mais frequentes em adultos, como € o caso da
SMD e das doencas mieloproliferativas (SHIH et al., 2012). Este gene foi mais
expresso no subtipo morfolégico M3 do que nos outros subtipos. A super-expressao
deste gene ja foi descrita em diversos tipos de tumores sélidos (SIMON & LANGE,
2008), assim como, em neoplasias hematoldgicas e em linfomas (RADULOVIC et
al., 2013), porém ainda ndo havia sido descrita na LPA, principalmente em uma
populacdo pediatrica. Este gene contribui para a regulacdo das decis6es do destino
da célula, controlando o balanco entre a auto-renovacdo e a diferenciagdo, mas
também tem demonstrado estabilizar a estrutura da cromatina e manter o potencial

de auto-renovacao das CTHs através do desligamento dos genes pro-diferenciacéo
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e por promover a mudanca em direcédo a diferenciacdo por aumentar a expressao de
genes que facilitam a progresséao através do ciclo celular (LUND et al., 2014).

Com a evidéncia do papel do gene EZH2 no aumento do potencial de auto-
renovacao de alguns canceres, incluindo as neoplasias hematoldgicas, terapias que
levem a inibicdo deste gene podem levar a exaustado da populacéo de células-tronco
do cancer. Em 2009, foi feito um estudo utilizando inibidores de EZH2 e foi possivel
demonstrar que as células da LMA foram induzidas ao processo de apoptose.
Porém, isto ndo ocorreu para as ceélulas progenitoras da medula 6ssea CD34+
(FISKUS et al, 2009). Pacientes com LPA também podem se beneficiar dessa
terapia direta ao complexo PRC2. Na LPA, o PRC2 colabora com a fusdo
oncogénica PML/RARA para reprimir genes envolvidos na diferenciacdo e na
promocdo do desenvolvimento do tumor (VILLA et al, 2007). Esses pacientes sao
tipicamente tratados com acido retinoico, mas a deplecdo de SUZ12 nos pacientes
com LPA consegue reverter as modificacdes epigenéticas induzidas pela proteina
quimérica PML/RARA, sugerindo que terapias-alvo para PRC2 podem também ser
usadas para tratar esse tipo de leucemia.

A heterogeneidade na expressdo dos genes PcG entre os pacientes pode
refletir a diversidade presente na LMA com relacdo ao seu background genético.
Como a subclassificacdo cariotipica tem sido usada como o mais potente indicador
para a estratificacdo de risco, os niveis de expressdo dos genes PcG também foram
avaliados para 6 grupos citogenéticos diferentes. Todos os genes PcG foram mais
expressos no grupo das leucemias com a fusdo génica PML/RARA , nas LMAs com
rearranjos CBF e nas leucemias com anormalidades de 7 e 5. Estes dados
corroboram com os pouco dados da literatura que afirmam que as leucemias com
rearranjo da subunidade CBF apresentam altos niveis de expressdo dos genes
BMI1, YY1 e EZH2 (GRUBACH et al., 2008). Porém, altos niveis de expresséo de
SUZ12 para este grupo ainda nao havia sido descrito, nem mesmo em uma coorte
de pacientes adultos. Foi a primeira vez que este dado foi relatado na literatura.
Essa alta expressédo dos gene PcG tem sido correlacionada com a baixa expressao
do gene MEIS e de alguns genes HOX, como o HOXA4 e HOXA9. Outros estudos
conseguiram demonstrar que a alta expresséo dos genes MEIS e HOXA9 resultava
em uma LMA mais agressiva com um periodo menor entre a transformacgéo da CTH
primaria em uma célula-tronco leucémica, ja que as proteinas codificadas por estes
dois genes levavam a nao-sensibilizacdo da célula aos indutores de apoptoses

utiizados(GOYAMA & MULLOY, 2011).
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Vérias evidéncias tém sugerido que exista uma relacdo entre a regulacdo
epigenética e a desregulacdo da expressdo de genes importantes nas leucemias
CBF. As translocacdes frequentemente observadas nestas leucemias geram fusdes
génicas, como a RUNX1/RUNX1T1 e a CBFB-MYH11 que recrutam proteinas co-
repressoras, assim como, modificadores de histonas, como as histonas deacetilases,
que vao levar a um silenciamento aberrante de genes importantes para a
hematopoese normal, como o préoprio RUNX1. Além disso, estudos de larga escala
determinaram que alteracdes epigenéticas, como a metilacdo do DNA, estariam
presente nas leucemias CBF conferindo um perfil de metilacdo do DNA diferente das
células CD34+ normais. Porém, somente esta alteracdo epigenética na presenca
das fusdes genicas descritas ndo seriam suficientes para o estabelecimento da
leucemia. Isso porque células CD34+ normais que foram induzidas a expressar as
fusdes génicas RUNX1/RUNX1T1 e a CBFB-MYH11 n&o demonstraram 0 mesmo
perfil de metilagdo das amostras das leucemias CBF (GOYAMA & MULLOY, 2011).
Neste contexto, a expressdo aumentada dos genes PcG poderiam levar a um
silenciamento dos genes MEIS e HOXA4 e HOXA9 que poderiam conferir a estas
células caracteristicas importantes, como a ndo-sensibilizacdo aos sinais apoptose,
que levaria estas células a um fen6tipo maligno.

As leucemias que apresentam translocacdes envolvendo o gene MLL
apresentam desfechos clinicos e biolégicos caracteristicos. Rearranjos com o gene
MLL ja foram descritos para mais de 60 parceiros génicos que, na maioria das
vezes, sao proteinas nucleares que compdem o complexo de elongamento da
transcricdo. O gene MLL codifica uma histona metiltransferase que € responséavel
pela metilagdo, dimetilacdo e trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me, me2,
me3). Esta modificagdo de histona esta associada com uma transcricdo génica ativa
nos locais onde elas estédo presentes(FULLGRABE et al., 2011). A proteina MLL tem
um papel critico na proliferacdo e na determinacdo da linhagem nos progenitores
hematopoéticos durante o desenvolvimento embrionario, pois mantem a expressao
dos genes HOX, como por exemplo, o HOXA7 e HOXA9. Pois, na presenca das
fusbes génicas, o dominio SET responsavel pela atividade de metiltranferase é
perdido, permitindo o recrutamento da DOT1L, uma metiltranferase responsavel pela
adicao de grupamentos metil a lisina 79 da histona 3 (H3K79me). Esse recrutamento
de DOTI1L pela presenca da fusdo com o gene MLL leva a uma expressao aberrante
dos genes do complexo HOXA, ja que o0s seus promotores recebem alteracbes

epigenéticas nas histonsa presentes neste locais (KRIVTSOV & ARMSTRONG,
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2007). Como a expressdao dos genes PcG foi muito baixa nos pacientes com
rearranjos do gene MLL, isso pode realmente sugerir que a expressdo dos genes
HOX possa estar aumentada garantindo a agressividade e as caracteristicas de um
fendtipo de célula-tronco.

Os niveis de expressdao dos genes PcG selecionados também foram
avaliados em dois grupos diferentes de idade tanto para a LMA como para a LPA.
Essa avaliacdo diferiu bastante entre a LMA e a LPA. Na LMA, o gene com maiores
niveis de expressdao no grupo das criangcas menores de 10 anos foi o BMIL.
Enquanto que todos os outros genes foram mais expressos no grupo das criancas e
adolescentes maiores do que 10 anos. Ja na LPA todos os genes PcG selecionados
foram mais expressos no grupo das criancas até 8 anos de idade, demonstrando
gue estes genes podem ter um papel na LPA desta faixa etaria. Modificacdes nas
histonas em relacdo a idade é uma correlacdo que ainda ndo foi descrita na
literatura, necessitando de estudos que possam estabelecer se existe ou nao
alguma relagéo.

A leucometria no sangue periférico no momento do diagnostico também
caracteriza um importante indicador de resposta ao tratamento que o paciente
recebera. Isso porque, em termos clinicos, a presenca de grande quantidade de
leucécitos no sangue periférico pode ser um indicativo da gravidade da doenca e
consequentemente, do prognéstico da mesma (CREUTZIG et al.,, 2012). Quando
foram avaliados os perfis de expressao destes genes PcG em relacdo a leucometria
nos pacientes com LMA e na LPA, néo foi possivel verificar uma correlacdo destes
genes com a contagem leucocitaria. Isso pode estar acontecendo porque estes
genes apesar de poderem trabalhar em conjunto nos complexos PRCs, eles também
apresentam func¢des que podem ser analisadas em separado(RUBNITZ et al.,2007;
SCHWARTZ & PIRROTA, 2013).

As plaquetas s&o os menores componentes do sangue e sao produzidas por
células especializadas da medula 6ssea denominadas megacariocitos. As plaguetas
podem estar envolvidas em diferentes condi¢des patoldgicas, incluindo a trombose,
a metastase tumoral, a inflamacéo e a resposta imune (QIAN & WEN-JUN, 2013). A
leucemia aguda frequentemente pode causar sangramento e, consequentemente,
pode levar a morte. O mecanismo de sangramento causado pela leucemia é
complexo e envolve a infiltracdo de células leucémicas na parede dos vasos
sanguineos, reducdo da producdo de plaquetas e uma disfuncdo no processo de

coagulacao/anticoagulacdo Com relacdo ao numero de plaquetas na LMA, os genes
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do complexo PRC1 apresentaram altos niveis de mRNA no grupo de pacientes com
plaguetas <50.000/uL, porém, nos genes do complexo PRC2 néo foi possivel
observar nenhuma correlagdo dos niveis de expressdo destes genes com algum
dos dois grupos de plaquetas propostos. Enquanto os niveis de mRNA foram
maiores nos pacientes com mais 50.000 plaguetas/uL, os niveis de EZH2 foram
maiores nos pacientes com menos de 50.000 plaquetas/L. Sendo assim, estes
dados sugerem que os genes do PRC1 podem patrticipar do processo de producéo
das plaquetas, j& que novos estudos tem sugerido que alteracdes epigenéticas
podem resultar na disfuncdo das plaquetas (FREZON et al., 2012). Ja na LPA, todos
0os niveis de mRNAs dos genes estudados foram maiores nos casos que
apresentaram baixa contagem de plaquetas, menos os do gene YY1. Esses altos
niveis de MRNA desses genes neste grupo de pacientes podem conferir um mau
progndéstico, pois pacientes com numero baixo de plaquetas na LPA apresentam
uma alta tendéncia a hemorragias, principalmente no sistema nervoso, podendo
levar a Doenca Intravascular Disseminada (DIC) (STEIN et al., 2009).

Sendo assim, niveis aumentados dos genes do complexo PcG na LMA da
infancia, principalmente na LPA, podem resultar em uma instabilidade aumentada
nesta faixa etaria, com uma maior frequéncia de alteracdes citogenéticas em

criancas menores de 10 anos de idade quando comparada a LMA do adulto.
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6.Conclusodes

. A frequéncia de anormalidades cromossomicas na LMA da infancia brasileira
foi de 89%, diferente da alta taxa de cariétipos normais encontrada em pacientes
adultos.

. O subtipo morfolégico mais encontrado neste trabalho foi o subtipo FAB M3
com uma frequéncia de 34,5%.

. Foram observadas todas as translocacfes recorrentes na LMA, tais como:
t(8;21)(q22;922), t(15;17)(921;912), inv(16)(p13;922) e anormalidades envolvendo a
11923. Porém, a t(15;17)(921;912), atingiu uma alta frequéncia (36,5%). Esta
frequéncia ainda n&o tinha sido observada na populagao da LMA da infancia.

. A combinacdo das técnicas convencionais, tais como bandeamento G e de
técnicas moleculares, tais como M-FISH e MCB, mostrou que houve uma
aumentada complexidade no perfil cromossémico, sugerindo que técnicas de
citogenética molecular devam ser incorporadas a outros estudos da LMA da infancia,
principalmente, a estudos citogenéticos da crianca brasileira.

o Os genes PcG estudados podem estar mais expressos na LMA e na LPA do
que em doadores saudaveis.

o Com relagdo aos subtipos FAB, o subtipo M3 foi o que apresentou niveis
aumentados de todos os genes PcG estudados.

o Com relacao aos subgrupos citogenéticos, as leucemias PML/RARA positivas
apresentaram niveis aumentados de todos os genes PcG estudados, principalmente
em criangas menores que 8 anos de idade. Enquanto que as leucemias com
rearranjo do gene MLL apresentaram baixos niveis de todos estes genes PcG.

o Niveis aumentados de mRNA dos genes PcG estudados que compdem 0s
dois complexos PRC foram maiores em pacientes que apresentaram uma contagem
leucocitaria maior que 40.000 leucdcitos/L na LMA.

o Niveis aumentados de mRNA dos genes PcG estudados que compdem o0s
complexos PRC foram inversamente correlacionados com o nimero de plaguetas na
LPA.
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Letter to the Editor

A new cryptic ins(11;1)(q23;q21q31) detected in a t{1:8;11)(q21;
p21;423) in a baby with acute myeloid leukemia FAB AML-M5

Dear Editor:

Infants diagnosed with acute myeloid leukemia ( AML) are likely to
present with hyperleumcytosis and leukemia cells harboring a
rearr ange ment of the MLL gene due to one of several possible 1123
chromosomal abnormalities [1]. Among these, the t{1:11) is an
imporant recurrent translocation observed in acute leukemia, where
twio breakpoints of the chromosome 1 have been described: t{1:11)
(p23:923) and £{1;11){g21:q23). The latter ocours frequently in AML
leading to the fusion gene ARy 1/ MLL. Until recently this abmor mality
was assodated with a very poor outcome. Recently, 756 cases of
pediatric AML patients were studied including 25 patients with
ti1:11): 76% of the latter were younger than 2 years old [2]. This
group presented a favorable outcome independent of other clinical
risk factors. Therefore, from a clinical pointof view, clarifying complex
karyotypes in patients with 11923 abnormalities could provide
imporant prognostic information. Here, we describe another case
belonging to this rare subgroup, an early infancy AML harboring what
appeared to be a complex translocation tf 1:8:11)(gq21: p21:q23).

A 22-month-old-boy was admitted to Mational Cancer Institute-Rio
de Janeiro with a history of persis tent gastroenterits, anemia and fever.
Phiysical examination revealed hepatomegaly (the liver was 2 cm below
the costal margin ). Hemoglobin was 6.8 d/1, white blood cell count was
538 % 1071 with 35% blast cells and the platelet count was 27 = 107,
Morphology evaluation showed a hypercellular bone marrow with G0%
blast cells having basophilic cytoplasm and multiple nudeoli with
miye loid features compatible with a diagnosis of AML Flow oytometry
revealed blasts that expressed HLA-DR, CD33, CD13, CD15, CDE4 and
(D4 The infant was treated according o AML-BFMOS protocol and
vmplete remission was achieved on day 33 of chemotherapy; the
patent continues without evidence of disease (4 months ). Cytogenetic
G-banding studies at the dme of AML diagnosis revealed the karyoty pe
A6XY.0(1:8:11)(q21;p21:923) in 25 of the 30 me@phases analyzed
(Fig. 1A). An AFgl/MILL fusion transcript was detected by semi-
quantiatve RT-PCR, using the primer MLL Fw, 5-ACCTCCAGAGCA-
GAGCAAACAGAA-3' Rev, 5 -TAAGCCTOOCATCTOCCACACATT-3", MLLY
AFgl Fw 5'-AGGCTCCAGAGCAGAGCAAACAGAA-3' /Rev, 5'-
TICCAGCTCCCACAGATCCAGTT-3", BACTIN Pw, 5-ACCTGAGAACTC-
CACTACCCT-3"/Rev, 5'-GGTCCCACCCATGTTCCAG-3" (Fig. 1B). The dual
alor break-apart MLL probe (Abbott/Vysis) showed the expected red-
green signal on the normal 11 and a splic signal with intervening
chiromosomal material on the long arm of the derivative chromosome
11 (Fig. 1C). Before these results, we conductad a more detailed study by
using multicolor banding ( MCE) that showed a orypiic ins{11:1)(g23;
q21g31) (Ag. 1D} The karyoty pe of the baby was recharacterized as: 46,
XK¥der(1)t{1:8)(q21;p2 1) der(8)t{1:8)(g31;p21).der{ 11)ins(11;1)
{g23:q21g31), showing three disiinct abnormaliies (Fig. 1D). These
results corrected an earlier interpretation of this rearrangement.

1079-9796,75 - see front matter © 2010 Elevier Inc. All rights reserved.
oo 1010167 bemd 200 007 00

Abnor malities involving the region 11423 are seen in approximate by
40% of the AML cases among children aged 13 to 24 months, but a
m1:11)(g21:923) & relatively rare [3). Inserton of dwomosomal
material from chromosome 1 into the MIL gene ha not been desaribed
vet, however the reverse mechanism was described once in a complex
o 1;11:22) [4].

This case as well as previous reports [5,6] showed that the use of
MCB is very important to refine the detection of chromosomic
abnormalities with impact of prognostic in infants, especially in new
and complex karyoty pic abnormalities involving the MLL gene.

Declaration of interest

The authors report no conflicts of interest. The authors alone are
responsible for the content and writing of the paper.

Contribution authors

EMSVY provided clinical history of the baby. MLMS, AFAF, MTdS,
RRCP did the cytope netic work up and analysis of the probes and the
laryotype interpretation. SB and TL did the FISH and further MCB-
analysis. KB and EA did the semi-quantitative RT-PCR. All coauthors
have been imvolved in drafting the manusaipt. EA, TL, MLMS and RCR
revised it critically for imporant intellectual content

Acknowled gme nits

This work was supported by Monika Kutzner Stiftung (Germany),
CAPES ( project no. 300 ,/08), FAPER], Pro-Vita and German Academic
Exchange Service (DAAD) (BRA 07/039).,

Refiere nces

1] CH Pud 5C Raimomndi DK Srivastava, X Tong F.G. Behm, B Rarzouk, |E Rubdvitz,
WUE- Evans, B Ribeiro, Prognostic Tactors in infants with sate myeloid leukemia,
Leuke mia 14 (4) [ 2N 684-687.

BN Balgobind, 5 C Eximond, |. Haboo, M. Zimmermann, TA Aloneo, A Auvrigndan,

HE Beverkoa M. Chang, LL Crewzig, MM Dworzak E- Forestier, B Gilson, H Hasle O]

Harrison, KA Heerema, G). Kaspers, A Leszl, N Linvinko, LL Nigra, A. Morimata ©

Peral, B Pieters, [k Reinhandt, | E Rubnitz, FOU Smith, | Stary, L Stsevich, S Smehl T

Taga D Tomizvea, [ Webly, Z Zemanova, Chl Zwasn, M_M vanden HeuvelEibrink

Naovel prognestic subgroups in childhood 11923/MLL-rearranged xute myeloid

leukemis: results of an internatonal retrospecive study, Bload 114 [12) (2009

2489-2496.

3] K Mrdzec, K Heinonen, CD. Boomfleld, Clinical importance of cytogenetics in
scute myeloid leuksemia, Best Pract Bes Qin Haematol 14 (3) [2001) 19-47_

M) L Lalsy-eousin, V. Soenen, F. Mazingue C Preudhomme, JL Lai, ]. Andries,

Chromigomal insertion invalving MLL in dhildhood scute myeloll sstic lukemia

(M), Cancer Genel Cytogenst 150 (2) (2004) 153-155.

MM Silva 5 C Raimaondi, E- Alxdel hay, ML Gross, H Mkrchyan, AF. de Figue iredo,

RC Ribeirg, T] Marques-Salles, ES Sobral, MP.G. Land, T. LIEHR, Banding and

malecular cytogenetic studies detected a (BFE-MYH11 fusion gene that appeared

a5 abnormal dromosomes 1 and 16 in 2 baby with scute myeloid leukemia FAR

Md-Ea, Caner Genet Cylogenet 182 1) [2008) S6-60.

6] T} Marques-Salles, T Liehr, H Mkrichyan, SC Raimondi MT. de Souza AF de
Figueireda, 5 Rewdmol F.C Jordy, N Santes, E Abdelhay, MLM. Silva, A new
chromasanmal thres-way rearrangemeant invalving MLL musked by 21 % 19)[ pL Lpl3)
i an infant with scue myelid leukemis, Canca Genet Cylogenel 183 (1) (2009)
39-62

2

5

96



P

AR
ii ‘t la " l‘ "‘]

AR 2e &b
4 16

¥k B4 an

letter © the Editar

comtral

MLLAFL

12 f-ACTIN

17 18
«x AR e AA ‘ a
18 0 21 2 X ¥
A
HLL-dulI color
s hmupart probe
+— MLL §'ins of AFq1
#11 der(11)
c

Fg 1. [A) CTG-banding result showed & karyotype of 46XY, 1[1;8,11)(q21;p21,923). The onigin of the reamanged segments & indicated by the red brackets (B) Semi quantittive
RT-PCE analysis of MIL/AF] expression The MILJAFT lusion gene was present in the patient not in 2 contral. B-ACTIN and MLL were used x5 controks. (C) Partial karyotypes of FISH
anahysis showing the MLLgene se parated by other chromasomal mater ial inthe long arm of the derivative drromasome 11_(D) Multicolor banding probes for chromosomes 1,8 and
11 char scterized the olserved rearrangement in detail Bre akpoints involved in derivative chromosomes 1, Band 11, (der(1 ) der{8) and der{ 11)) were identifled x5 desaribed in the

EXL

Amanda Faria de Figueiredo
Cytogenetics Department, Bone Marrow Unit, National Cancer Insttute,
FKio de Janeiro, R], Brazl

Thomas Liehr

Samarth Bath

Jena Urniversity Hospital, Insttute of Human Genetics
and Anthropology, fena, Germany

Renata Binato
Stem Cell Department, Bore Marrow Unit National Cancer Institute,
FKio de Janeiro, R], Brazl

Eliane Maria Soares Ventura
Pediatric Onoohematology Center, Hospital Oswaldo Cruz,
Pernambuco University, Recife PE Brazil

Mariana Tavares de Souza

Roberto Rodrigues Capela de Matos

Cytogenetics Department, Bone Marrow Unit Natonal Cancer Institute,
FRio de faneiro, R, Brazl

97

Raul Correa Ribeiro
Deparmment of Oncology and International Outreach Program, S¢ fude
(hildren's Research Hospital, Memphis, TN, USA

Eliana Abdelhay
Stem Cell Deparmment, Bone Marrow Unit, Madonal Cancer Ins mute
Rio de Janeiro, R, Brazil

Maria luiza Macedo Silva

Cytogenetics Department, Bone Marrow Unit, Natonal Cancer Irsfifute
Rio de Janeiro, Bj, Brazil

Corresponding author. Instituto Nadonal de Cincer, Praca da Cruz
Vermelha, 23, 6 andar, Labor atfrio de Citogenética, Divisdo de
laboratirios do Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO),
Centra, Rio de Janeiro, R], CEP 20230-130, Brazil.

Tel.: +5521 25066701 ; Fax: +5521 25082121,

E-mail address: luizamacedo@incagovbr.

14 June 2010
Ay ailable online xox



8.2. Publicagcao em 2011

Leukemia & Lymphoma, August 20115 52(8): 1593-1596

LETTER TO THE EDITOR

informa

healthcare

A complex karyotype masked a cryptic variant t(8;21)(q22;q22)
in a child with acute myeloid leukemia

AMANDA FARIA DE FIGUEIREDO', THOMAS LIEHR®, SAMARTH BHATT?,
RENATA BINATO? MARIANA TAVARES DE SOUZA',

ROBERTO RODRIGUES CAPELA DE MATOS',

TEREZINHA DE JESUS MARQUES SALLES®, FERNANDA C. JORDY?,

RAUL C. RIBEIRO®, ELIANA ABDELHAY?, & MARIA LUIZA MACEDO SILVA'

'Cytogenetics Department, Bone Marvw Unit, The National Cancer Institute, Rio de Faneivo, RY, Brazil, *Jena University
Hospital, Institute of Human Genetics, Tena, Germany, >Stem Cell Deparoment, Bone Marrow Unit, National Cancer
Institute, Rio de Faneiro, RY, Brazil, *Pediatric Oncohematology Center, Oswaldo Cruz University Hospital, Recife, PE,
Brazil, *Service of Pediatric Oncohematology, Lagoa’s Hospital, Rio de Janeiro, R¥, Brazil, and ®Department of Oncology and
International Qwtreach Program, St. Fude Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA

(Recerved 10 February 201 1; revised 14 March 2011; accepred 24 March 2011)

The balanced t(8;21)(g22;q22) is among the most
frequent recurrent abnormalities in acute myeloid
leukemia (MAL), occurring in 14% of children and
7-8% of adults. The t(8;21) juxtaposes the MALJ
(RUNXTI) gene to ETO (RUNXIT1) on the deriva-
tive chromosome 8, generating a chimeric gene
RUNXI-RUNXITI1, which inhibits transcriptional
activation by wild-type RUNXI. Reverse-transcrip-
tase polymerase chain reaction (RT-PCR) and
fluorescence in situ hybridization (FISH) probes are
the methods of choice to detect RUNXT-RUNX1T1-
positve cases [l]. The revised World Health
Organization (WHO) classification of hematolym-
phoid neoplasm designates MAL. associated with the
t(8;21) as a distinct MAL subtype associated with a
favorable prognosis [2]. Clinically, approximately
90% of adults and children with MAL with the
t(8;21) achieve complete remission. Among them,
50% of adults and 80% of children are expected to
remain free of disease [3.,4]. Variant or complex
t(8;21)(q22;q22) rearrangements resulting in the
RUNXI-RUNXITT fusion gene have been reported
in 3-4% of patients with MAL with t(8;21)(g22;q22)
and in 0.05-1.1% of children with MAL positive for
RUNXI-RUNXITTI [5,6]. Because of its rarity, the
prognostic impact of the RUNXI-RUNXITT fusion

gene occurnng from variant or complex rearrange-
ments remains unknown [4,7]. Here, we report a
case of a child with MAL harboring a three-way
cryptic variant t(8;21)(g22;922) in a complex kar-
yotype that was clarified by molecular cytogenetics.

A 6-year-old boy from the Brazilian Paratimirim
tribe was admitted to The National Cancer Institute,
Rio de Janeiro, with a history of severe anemia,
pallor, and petechiae on his face. Physical examina-
tion revealed no hepatosplenomegaly or adenopathy.
The cerebral spinal fluid was negative for leukemic
cells. Hemoglobin was 8.1 g/dL; the white blood cell
count was 18 x 10%L, with 46% blast cells; and
the platelet count was 26.0 » 10%dL. Morphologic
examinaton of the bone marrow showed a hypercel-
lular content with 80% blast cells. The blasts showed
slender Auer rods, and basophilic cytoplasm and
multiple nucleoli. Flow cytometry analysis revealed
blasts that expressed human leukocyte -antigen
(HLA)-DR, CDI13, CD33, CD14, CDI117, CD34,
MPO+, CDI13cy, CD64, and CD58. The boy was
treated according to a modified Acute Myeloid
Leukemia — Berdin Frankfurt Minster 2004 (MAIL-
BFM-2004) protocol [8]. The patient achieved
remission after two courses of chemotherapy and is
undergoing post-remission therapy.

Correspondence: Dr. Maria Luiza Macedo Silva, Cytogenetics Deparmment of the Bone Marrow Unit (CEMO); The Natonal Cancer Instonute (INCA), Praca
da Cruz Vermdha, 23 — Centro, 20230-130, Rio de Janeiro, Brazil. Tel: 53-21-2506-6701. E-mail: lwzamacedof@inca.gov.br
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Bone marrow cells obmined at diagnosis were
cultured for 24 h without mitogenic stimulation and
processed by standard procedures. GTG-banding
was done and 25 metaphases were analyzed in
accordance with the International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 2009 [9].

Molecular cytogenetics was performed by FISH,
using commercially available probes LSI MALL/
ETO, LSI MLL break-apart, subtelomeric probes for
8qter, 2lqgter, and 22qter, and cepX and cepY,
according to the manufacturer’s instructons (Abbott
Molecular, Inc., Wiesbaden-Delkenheim, Germany).
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Multiplex-FISH (M-FISH), multicolor banding
(MCB), and FISH using whole chromosome paint-
ing (WCP)-probe labeling were performed as pre-
viously described [10].

RUNXI-RUNXITI, RUNXI, and RUNXITI
transcripts were detected by RT-PCR analysis. R'T-
PCR was performed using 1 pg mRNA, treated with
DNase amplification grade I (Invitrogen) and reverse
transcribed with SuperScript II Reverse Transcrip-
tase™ (Invitrogen). Each reaction was carried out
with Tagq DNA polymerase (Invitrogen). PCR ampli-
ficarion was performed at 94°C for 2 min, 50 cycles at
94°C for 20 s, and 60°C for 1 min. PCR products
were analyzed by electrophoresis on a 1.5% agarose
gel, with f-actin as control. The following primers
were used: RUNXI: Fw, 5-ATTCGTGCGTGGG
CTTCTTTCT-3/Rev, 5-TGCCTTGCTCTCC
TGTGCTATCT-3; RUNXITI: Fw, 5-CGGAG-
GACGCACTGGCAG-3"/Rev, 5-GGTTTCACTC
GCTTTACGGCC-3"; RUNXI-RUNXITI: Fw, 5'-
ATGACCTCAGGTTTGTC GG TCG-3'/Rev, 5'-
TGAACTGGTTCTTGGAGCTCCT-3"; fi-actin:
Fw, 5'-ACCTGAGAACTCCACTACCCT-3"/Rev,
5-GGTCCCACCCATGTTCCAG-3. The Ethical
Committee of The Natonal Cancer Instrute
(INCA), Rio de Janeiro, R], Brazil, approved this
study (#088/07).

GTG-banding studies at the time of MAL diag-
nosis revealed the complex karyorype 45X, —Y,
del(8)(q22),add(22)(q22),add(22)(g22) in 22 meta-
phases analyzed [Figure 1(A)]. RUNXI-RUNXITI,
RUNXI, and RUNXITI transcripts were detected
by semi-quanttative RT-PCR [Figure 1(B)]. M-
FISH helped establish the origin of each abnormal
chromosome, and confirmed that rearrangements
occurred among chromosomes 1, 8, 21, and 22
[Figure 1(C)]. FISH further confirmed that the Y
chromosome was lost in leukemic cells [Figure
1(H)]. Interphase cywgenetics showed that in 159
of 200 (79.5%) cells, the interphase nuclei were
missing a cepY signal, whereas in 41 of the 200 cells,

<
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signals for X and Y were present. By using the MCB
1 probe set [Figure 1{D)] and several locus-specific
and WCP probes for chromosomes 8, 21, and 22
[Figures 1(E}1(G)], the final karyotype was deter-
mined © be 45X, —Y.(8;22:;21)(q22;q13.3:q22.
12),der(22)t(1322)(q23:q13.3).

The t(8;21)(q22;q22), first described in 1973 [11],
is one of the most common balanced rearrangements
in MAL. Approximately 30% of the children in a
genome-wide study of pediatric MAL showed thart
multiple genetic changes associated with t(8;21) do
not frequently occur [12]. Several studies in adulrs
and children with MAL suggest thart this transloca-
tion is associated with a favorable prognosis; hence,
patients with this abnormality who achieve complete
remission are not considered for hematopoietic stem
cell transplant when in first remission [13]. However,
a relatively higher proportion of adult patients
relapse, suggesing that other biologic factors may
be of potendal prognostic significance. Mutadons in
the KIT oncogene have been found to be associated
with poor prognosis in some studies but not
others [14].

The relevance of variant t{8;21) MAL to outcome
has not yet been characterized, and its clinical
significance remains ulnown. Recently, in a study
on the clinical correlates of karyorype in children with
MAIL., Harrison er al. [4] confirmed a favorable
prognosis for children with ©(8:;21)(q22;g22) MAL,
including five (0.5%) cases of the t(8;21) variant.
Because MAL cases with t(8;21) variants are rare, it
has been difficult to examine their prognostic
implication. On the other hand, it has been suggested
that patients in the former group have an adverse
prognosis [7]. Therefore, patients with MAL variant
t(8;21) appear to constitute a heterogeneous group,
and their treatment response oOr outcome may
depend on the type of additional genetic changes
present. Molecular cytogenetic techniques such as
FISH, M-FISH, and MCB are excellent tools to
detect cryptic abnormalities that may affect the

Figure 1. Karvorype analysis by GTG-banding and RT-PCR: (A) GTG-banding revealed a 45, X,

Y, del(8)(g22), add(22){g22),

add(22)(q22) karvorype (arrowheads). (B) Semiquantitagve RT-PCR analysis to detect RUNXI-RUNXITI, RUNX!, and RUNXITI
expression. RUNXT and RUNXITT were expressed in a healthy donor (negative control), our patient, and in a pagent with t(8;21) (positive
control). The wanslocation RUNXI-RUNXI TI was not expressed in the healthy donor but was expressed in patients with a t(8;21). f-actin
was wed as concrol. Molecular cytogenetic analysis by M-FISH and MCB using whole chromosome painting (WCP) probes: (C) M-FISH
analysis showed that chromosomes 1, 8 21, and 22 were involved in the complex rearrangement (arrowheads). The Y chromosome was
absent in abnormal metaphases. (D) The MCB probe set for chromosome 1 confirmed involvement of chromosome 1 in this complex
karvotvpe and showed that the breakpoint for chromosome 1 was 1q23, which resulted in the unbalanced t(1;22). (E) Regions RUNXI
(MALI on chromosome 21 (green) and RUNXIT! (ETO) on chromosome 8 (red) were fused on the derivative chromosome 8. Swong
signals were present on normal chromosomes 8 and 21, whereas slighdvy weaker signals were found in denvatives (der) of chromosomes 22
and 21. The involvement of three chromosomes in the translocation was shown. (E—~G) To further delineate the three-way translocation, a
WP probe for chromosome 8 and asubtelomeric probes for chromosomes 21 qer (F) and 22qrer (G) were used. (H) Four interphase nuclei
without and one with a Y chromosome-specific cenromernc signal are depicted. One signal for the X chromosome-specific centromeric
region is present in all five cells.
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prognosis of patients with inv(16) or translocations
involving the 11923 region [15.16].

In the present case, the use of MCB approaches
allowed detection of a new crypric variant three-way
translocation t(8;22;21)(q22;q13.3;q22.12), chro-
mosome 22 being involved as the third chromosome
for the first time, as well as an unbalanced
cytogenetic der(22)(1;22)(g23:q13.3) [17]. Interest-
ingly, the breakpoint 22ql3 was involved in both
translocations identified in this case. The MAL gene
was mapped in this same region, but whether this
gene resulted in the new chimeric fusion gene
remains to be determined. In summary, the combi-
nation of FISH, M-FISH, and MCB can potentally
reveal genetic changes that might collaborate with
ovpe II muradons in leukemogenesis in order to
determine prognostic implications. Therefore, these
techniques should complement karyotypic analysis
for the screening of patients with MAL.
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Letter to the Editor

A rare cryptic and complex rearrangement leading to MLL-
MLLT10gene fusion masked by del(10)(p12)in achild with acute
monoblastic leukemia (AML-M5)

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) in young children, defined as
those younger than 24 months of age, occurs in 3-5% of all pedi-
atric leukemias. Rearrangements involving the MLL gene, located
on the 11923 region, are between the most common cytogenetic
aberrations found in M4 or M5 AML subtypes. MLL rearrangement
is highly heterogeneous with more than 60 different fusion part-
ners described to date. An association between the type of MLL
rearrangement and prognosis has been reported [1].

Maost of the MLL rearrangements result from simple recipro-
cal translocations. However, rearrangements between MLL and
MLLT10 gene (also AF10) on chromosome 10p12 frequently result
from complex chromosomal rearrangement. Several types of chro-
mosomal rearrangements involving three or more chromosomal
breaks, such as inversions and insertions, have been reported. The
latter occurs because MLL is transcribed from centromere to telom-
ere and MLLT 10 from telomere to centromere [2].

In some instances the accurate recognition of the t{10;11) via
banding cytogenetics methods is difficult. Thus, more sophisti-
cated molecular approaches such as multicolor fluorescence in situ
hybridization (FISH], specific RT-PCR, and/or genomic PCR meth-
ods are required to uncover these MLL rearrangements, especially
unusual, complex, and/or cryptic rearrangements |3,4]. Here, we
describe a rare case of cryptic insertion of chromosome 10 mate-
rial in a derivative chromosome 11 in which the combination of
several molecular approaches was decisive to reveal the nature of
a complex and cryptic rearrangement leading to the MLL-MLLTIO
gene fusion in a child with AML-M5.

2. Methods
2.1. Pobient

Bone marrow specimen of a 20-month-old boy with a history of weight loss,
difficulty walking, nasal congestion and cough, was referred for cytogenetics and
milecular studies at the MNational Cancer Research Institute. Physical examination
revealed bilateral exophthalmos, bilateral swelling of the frontal-temparal region,
hepatosplenomegaly (the liver was palpable 3.5cm below the right costal mar-
gin and spleen 1cm below the deft costal margin) and no lymphadenomegaly.
Hemaglobin level was 11.2 g/dL, white biood cell count was 6.9 « 10° 1" with 68%
blast cells, and the platelet count was 208 « 109 1! The morphologic evaluation
showed a hypercellular bone marrow with G0% blast cells having basophilic cyto-
plasm and multiple nucleoli with myeloid features compatible with adi agnosis of
AML-M5a. Flow cytometry revealed blasts that expressed CD4, CD15, CD33, CD3E,
CD45, (D56, (D64, COT 1, C017, C0123, and HLA-DR The infant was treated accord-
ing to a published protocol |5, and complete remission was achieved on day 33 of
chematherapy: to date the patient i in complete remission (for 4 months).

D145-2126'S - see front matter © 201
doi: 10.1016/jleukres. 201 1.12.009

1 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Fig. 1. (A} G-banding karyotype showing a deletionin 10p12{arrow) and apparently
normal chromaosames 11.(B) FISH with an MLL break apar t probe shn‘w g normal
result in metaphase and slightly split signals for MLL 5 (green) and ¥ ren:l parts in
interphase nuclei.

22, Methods

Cytogenetic analysis was performed on bone marrow cells according to stan-
dard protocols, and the karyotype was described according to the International
Systemn for Human Cytogenetic Momenclature [6]. FISH experiments were per-
formed on metaphase spreads and interphase cells, using the LS MLL dual-color
break apart probe (Cytocell Aquarius®) rding to the manufacturer's instruc-
tions, whale chromesome painting (WCPF) probes for chromosomes 10 and 11,
partial chromasome pau'ltngl"_'}:'nbesfanq 10p,and 10pter to 10p12.33, sub-
tebomersc probes for 109 and 114, and bacterial artificial chromosome probes ( BACs)
for the chromasomal region 119233 (RP11-356E17, RP11-35P15, CTD-324580 and
RP11-14212). The WiCP and PCP probes were produced and labelled in the Malec-
ular Cytogenetics Laboratory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany.
The procedures were performed as previowsly described [7]. Multicobor chromo-
some banding (MCE) was done for chromaosome 10, as previously reported |8]
RT-PCR analysis was performed with a combination of 5 MLLand ¥ MLLTT 0 primers.
All RT-PCR analyses were performed with one microgram of mRMA, treated with
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Fig. 2. (A) FI5H with partial chromosome paints (PCP) for chromosome 10p (red) and 10g (green) shows a pericentric inversion in derivative chromosome 10 and a small
insertion of 10p material in 11q23 (R-DAP image). (B) Application of subtelomeric probes for 10p (green) and 11q (red) reveal at{10:11).(C) A PCP probe for 10pter-10p12.33
[red) and BAC probes mapped to 11923.3 (yellow and green) prove the presence of an insertion in 11923.3. (D) MCB for chromosome 10 shows a pericentric inversion. (E)
FISH with whole chromosome paint (WCFP) probe for chromosome 11 {green) and PCP for 10pter-10p12.33 (red) proves an insertion of 10p material in 11q and addition
of material from 11q on 10p. (F) Subtelomeric probe for 10p (green) and WCP probe for chromosome 11 (blue) detects an insertion of 10p material in 11g. (G) Schematic

illustrations of the configuration figure of the cryptic rearrangement.

DMAse Amplification Grade 1 {Invitrogen) and reverse transcribed with Super-
script 11 Reverse transcriptase™ (Invitrogen). Each reaction was carried out with
Taq DA Polymerase (Invitrogen). The reactions were performed using the follow-
ing program: 94+-C for 2 min and 45 cycles at 94+C for 205 and &2 C for 1min.
B-Actin was wsed as control and healthy donor was negative control, The follow-
ing primers were wsed: MLL/MLITI0 - Fw, 5-AAGAAGGGAATGTCTCOGGOC- 3 Rey,
5 -ACCAGGCTTTCTTCOOOCTT-37 f-Actin Fw, 5 -ACCTGAGAACTCCACTACCCT-FRev,
F-GGTOCCACCCATGTTOCAG-3. PCR products were subjected to direct sequencing,
using the Bighye® Terminator kit (Applied Biosystems™ ) and the 3130w Genetic
Analyzer (Applied Biosysterns™ ),

3. Results

G-banding studies revealed a karyotype 46.XY.del(10)p12)
in 18 of 20 metaphases analyzed (Fig. 1A). Using the MLL break
apart probe, we did not find a split signal pattern for MLL in
20 metaphases analyzed, but the analysis of interphase nuclei
revealed slightly split signals for the MIL 5" and 3° parts in
56 of 100 analyzed cells (Fig. 1B), a finding compatible with
a small insertion of unknown chromosomal material in the
MILL gene. Further FISH analyses revealed an imsertion of 10p
material in the 11g23.3 region (Fig. 2A, C and E). Additionally,
we found in derivative chromosome 10 a pericentric inver-
sion (Fig. 2A and D) and a t{10;11)p1?;q23) (Fig. 2B and F).
The final karyotype was characterized as 46,XY der{10% 11qgter-
=11923.3::10g11.2-=10p12::10g11.2-=10gter),der(11)(1 1 pter-=
11923.3::10p12-=10p12::110233+11923.3::10p1 2-=10pter .

The RT-PCR for MLLMLLTT0 fusion revealed two PCR products
{(Fig. 3A), one with 700bp and another with 640bp in length. By
sequencing the PCR products it was possible to determine that both
had the same fusion points, indicating that MLL was fused to MLLTTO
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sequence (Fig. 3B). The difference between them was a deletion of
exon 8 from one of the MLL transcripts.

4, Discussion

The MLL-MLLTT0 gene fusion as a result of a rearrangement of
10p12 and 11g23 is frequently found in childhood AML and gener-
ally is associated with a dismal prognosis. A large study including
08 patients with t{10;11)(p12;q23) revealed that this translocation
is an independent predictor of poor prognosis, so these patients
should be allocated to high-risk arm of pediatric AML treatment
protocols [1). Previous studies have described the complexity of
chromosomal rearrangements leading to this gene fusion and the
11q breakpoint heterogeneity as being the inversions involving the
11q13 region and insertions of 11g23.3 material into the 10p12, the
maost common types of rearrangements [2,9,10]. However, Shibuya
et al. [11] and Klaus et al. [10] described two rare cases where
the rearrangement involved an insertion from 10p12 into 11g23,
including the involvement of large chromosome segments.

In thiswork, we detected an MLL-MLLTT0 gene fusion originated
via a subtle and cryptic chromosomal anomaly. Using a combina-
tion of several FISH probes, MCR, and RT-PCR, we could characterize
a MLL-MLLT10 fusion due to a complex and cryptic 10p/11g rear-
rangement masked in a banding karyotype with a del{ 10§p12) as
the sole chromosome abnormality. The mechanism of rearrange-
ment in the case presented here is similar to that described by
Van Limbergen et al. [2], where the gene fusion was originated by
an insertion of the 3" part from MLLT10 gene into the MLL gene
on 11g23, resulting in a fusion of the 5 part of MLL with the 3’
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Exon 9

MLL

GGAGTCCACAGGATCAGAGTEGACTTTAAGGAGGATTGTGAAGCAGAMATGTETGGG

MLLAMLLTH0 GOAGTCCACAGGATCAGAGTGOACTTTAAG | aatataaagagaaggacaaacacaracagaaaca

Exon9

MLLT10

AT CAOCAOGTGOEG ACT T

T AA O AAATATAAAGAGOGAADO

Fig. 3. (A) Electrophoresis of the RT-PCR result showing the gene-fusion of MLL-MLLTT 0 (left). -Acttn amplification was used as control (right). ( B) Sequence analysis showing

the MLL-MLLTT 0 fusion.

part of MLLT10. In our case, however, besides the insertion we
detected a translocation between 10p and 11q (Fig. 2B), showing
a more complex mechanism of formation for this gene fusion. To
our knowledge, this MLL rearrangement has not been previously
described.

Interestingly, two PCR products were found, but the sequenc-
ing of these showed the presence of the same breakpoint between
MLL-MLLT10 (Fig. 2B and C). This result could be explained by an
alternative splicing of the MLL gene; however, whether it is relevant
for the disease process remains to be determined.

In conclusion, our data corroborate that the combination of stan-
dard banding cytogenetics and molecular analysis, including FISH
and molecular approaches is very important to the identification of
chromosomic abnormalities with impact of prognostic in children,
especially in complex rearrangements involving 11q23 regions and
MLL gene.
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Abstract

Acute promyelocytic levkemia (APD in children and adolescents accounty for
DOt 20N Of Cases OF 3cute myeloid leukemia (AML) in Brazil, The reasons for the
relatively high incidence of APL among children and adolescents in Brazil and
other Latin countries remain clusive. [pigenetic comstitutional and/or
enviroamental factors might be implicated in the mechanism of APL The
Polycomd growp (P¢Q) genes are critical for dferentiation and cellecytle
reguiation and maintenance of epIgenetic memory of Iving organisms. Aberrant
expression of PG genes has been observed in human tumory, including AVL In
this Study, we 30UGht tO determing the expression levels of 4 genes from the
PG reprassive complaxes EDNJ, YY1, BT and SUTIZ in acohort of S2 children
with AML or APL (male, 32; female, 20, median age 7.8 years, range 4 monthy-14
years

Celly from healthy children (male, 2. female, 2. median age. 10.7 yeary, range 6+

15 vears) ware wied 23 the control group. Quantitative Setermination of mRNA
levely way performed wsing Power SYER Creen PCR Master Wix® (Applied
Bosystems, Foster Gy, CA, USA) in 3 Rotor Cene® thermocycier (QICEN
Exprassion levels were ostimated in triphicate, and Loactin was wied & an
internal control ANl statistical analyses were performed ving the GraphPyd
Prim 5.0 System. Multiple pairwise COMPArisONs werd Made using 3 ONe -way
analyyis of variance ANOVA) test; P<0 05 way considered statistically significant

Otspite Showing Brodd variation among patints and controls, the expression
levely of VY7 (controly, 1,16 25€ 073, MI/NR2, 0632107, MA/NS 02172071,
APL 0.6223.24; pe0.19); SIQI2 (control, 111 20.93: MI/M2, 0.1221.65: AR,
242342, WAV, 034 2 1030, p=0 18, and AW) (comtrol, 004) £ 077,
MI/N2: 0.04) 20.10; ME/NS, 00162 023, AR, 012 £ 059, pad.370dd not
Cifersignificantly Detwean Controls and patints Qrouped according to the
major AVL subtypes (M1/N2, 15 cases, median age 108 yeary, range 4-18
MA/MS, 21 cases,meduan 4.5 years, range § months«18 years: AR 16
median 9.8 years, range However, the EDNG axprassion
levely (control, 000088182003675. MI/M2, 0001455200329 wa/vs
0008215200913 A, 0.071802 0.3402; p=0.0092) ware significantly highet

years,

Cales, 117 yeary)
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Abstract
Acute promyelocytic leukemia (APL) is usually associated with
a favorable outcome, but about 10% of patients tend to re-
lapse. The genetic hallmark of APL is a balanced translocation
involving chromosomes 15 and 17, and the PML-RARa gene
fusion is found in more than 90% of these cases. Other chro-
mosomal abnormalities are commonly found in APL, but their
clinical significance has yet to be determined. Here we report
a case of childhood APL that was studied by conventional cy-
togenetics along with molecular cytogenetic techniques. The
patient showed a complex karyotype with an unusual cytoge-
netic rearrangement originating from two different abnor-
malities in a single chromosome 6. Our case is an exceptional
example of a cryptic cytogenetic anomaly in APL and under-
scores the importance of detailed genetic characterization.
Copyright © 2013 5. Karger AG, Basel

Introduction

Acute promyelocytic leukemia (APL) is characterized
by the accumulation of promyelocytes in the bone mar-
row and peripheral blood and is often accompanied by
disseminated intravascular coagulation [1, 2]. Distinct
from other acute myeloid leukemia subtypes, APL is usu-
ally associated with a favorable outcome with long-term
disease-free survival approaching 80%. For the 20% of pa-
tients whose outcome is not favorable, early complica-
tions cause mortality in 10%, and disease relapse or drug
resistance affects the other 10%. Prompt diagnosis and
early initiation of treatment are critical to lowering the
risk of early mortality [3]. Factors associated with spe-
cific therapeutic failure are not well established.

The genetic hallmark of APL is a balanced transloca-
tioninvolving chromosomes 15and 17,t(15;17)(q22;q21),
which results in the fusion of the promyelocytic leukemia
(PML) gene with the retinoic acid receptor (RARa) gene
[2]. The PML-RARa gene fusion is found in more than
90% of the cases of APL [2]. Other translocations involv-
ing the RARa gene account for the remaining APL cases.

KARGER ©2013. Karger AG, Based
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Additional chromosomal abnormalities are commonly
found in APL cases with t(15;17), but their clinical sig-
nificance remains elusive. In leukemias and myelodyspla-
sia in general, deletions or translocations involving a
breakpoint at the 6p region have been associated with a
dismal prognosis [4]. In APL, 6p abnormalities have been
described in only two cases [4].

Here we report a case of childhood APL that showed

an unusual cytogenetic rearrangement originating from
two different abnormalities in a single chromosome 6.
The response to therapy of this patient and others report-
ed with a similar abnormality does not support the idea
that 6p and 6q abnormalities have adverse implications in
APL.

Material and Methods and Case Report

From May 2006 to March 2012 we reccived samples from 67
children with acute myeloid leukemia. Twenty-six (38.8%) of these
patients had APL with the characteristict(15;17)(q22:q21). Among
these APL cases, 5 (19.2%) showed secondary chromosomal
anomalies including | with cryptic abnormalities in a single chro-

mosome 6.

Case Report

A 10-year-old boy was admitted to the Service of Pediatric On-
cohematology of Lagoa’s Hospital with a history of intense bleed-
ing after dental extraction and pancytopenia. Physical examina-
tion revealed petechiac and widespread hematomas. His white
blood cell count was 2.93 x 10%/1 and his platelet count was 11 x
10°1. Morphological examination of his bone marrow showed a
hypercellular content with 95% blast cells, 84% of these with clas-
sical promyelocytic morphological characteristics including abun-
dant Auer rods. Staining of the leukemia cells was intensive with
both mycloperoxidase and Sudan black B stains. Flow cytometry
analysis revealed that the blasts were positive for CD13, CD33,
CD38, and CD117 markers, but negative for CD15, CD34, and
HLA-DR markers. The patient’s coagulation profile test confirmed
normal clotting function. His prothrombin time was14.5 s; inter-
national normalized ratio was 1.02, and activated partial thrombo-
plastin time was 29.9 s. His fibrinogen level was not available at
diagnosis. There was no dlinical evidence of disseminated intravas-
cular coagulation. The patient was treated according to the AML-
BFM-2004 protocol. He achieved complete remission and has re-
mained in remission for 15 months.

Conventional Cytogenetics

Cytogenetic analysis was performed at presentation on bone
marrow cells according to standard protocols, and the karyotype
was described according to the International System for Human
Cytogenctic Nomenclature [5].

Molecular Cytogenetics

We performed fluorescence in situ hybridization (FISH) ex-
periments on metaphase spreads, using the LSI PML/RARa probe
(Abbott™), according to the manufacturer’s instructions, whole

2 Acta Haematol
DOL 10.1159/000345828

chromosome painting probes for chromosome 6, partial chromo-
some painting probes for 6qter and 6pter, and probes obtained
from bacterial artificial chromosomes for the chromosomal re-
gions 6p23-6p223, 6p24.1, 6p2l.3, and 6ql6.3 (RP1-232K4,
RP11-97A19, RP11-174N13, and RP11-1145D19). The whole
chromosome painting and partial chromosome painting probes
were produced and labeled in the Molecular Cytogenetics Labora-
tory of the Institute of Human Genetics, Jena, Germany. The pro-
cedures were performed as previously described [6]. Multicolor
chromosome banding was done for chromosome 6 as previously
reported [7].

Results

The G-banding cytogenetic analysis defined the karyo-
type as 46,XY,-6, t(15;17)(q22;,q21),+mar in 21 of the 23
metaphases analyzed (fig. 1a). FISH analyses confirmed
the PML-RARa gene fusion (fig. 1b). The application of
multicolor chromosome banding and FISH with specific
bacterial artificial chromosome probes for chromosome 6
showed that the marker chromosome was a derivative
chromosome 6 and presented two different chromosomal
aberration types (fig. 1c-¢). Thus the final karyotype was
redefined as 46, XY, t(15;17)(q22;q21),inv(6)(p24;q15)
[10)/46,XY, t(15;17)(q22;q21 ) der(6)(6p21.3 >6q16.1)[4].

Discussion

Current treatment of APL with all-trans retinoic acid
in combination with an anthracycline is very effective in
inducing remission and eradicating APL. More than 90%
of patients newly diagnosed with APL achieve remission.
However, about 10% of the patients in remission eventu-
ally relapse. Prognostic factors associated with treatment
failure have included biological features such as persis-
tent disease after consolidation, high WBC count at di-
agnosis, FLT3 ITD mutations, and ber3 transcripts.

Although secondary cytogenetic abnormalities occur
in about 30% of cases of APL, their prognostic impor-
tance has not been determined, and these additional cy-
togenetic abnormalities are often complex [8, 9]. The
techniques of molecular cytogenetics make possible a
better clarification of complex karyotypes, such as the
one we present here, providing critical information along
with a more accurate diagnosis and prognostic markers
[10]. According to published data, 6p rearrangements
occur preferentially with other chromosomal events.
Only a few cases with chromosome 6 abnormalities have
been confirmed to have cryptic t(15;17) rearrangements,

Matos ct al.
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Fig. 1. a Translocation (15;17)(q22:q21)
and marker chromosome (G-banding). b
Application of LSI PML/RARa probe re-
vealed fusion. Inv(6)(p24 or p23;gl5 or
q24) (c) and der(6)(6p21.3->6ql6.1) (d)
were described using multicolor chromo-
some banding probe for chromosome 6. @

Bacterial artificial chromosomes for the
ns: 6p23-6p22.3 in red
(rhodamine), 6p24.1 in green (FITC), and

chromosomal regi

centromeric region in turquoise (DEAC)

and only 2 previously reported cases involved the 6p re-
gion [4].

We present an interesting observation in which con-
ventional cytogenetics showed only two chromosomal
changes, including the t(15;17) and a marker chromo-
some. However, molecular approaches showed that one
of these two chromosomes 6 presented an inversion and
adeletion. Our case is an exceptional example of a cryptic
cytogenetic anomaly in APL and underscores the impor-
tance of detailed cytogenetic characterization of APL cas-
es. It is possible that when many patients are systemati-
cally tested and uniformly treated, prognostic markers
might be identified. Outcome data from our patient and
those [4] reported with a similar abnormality do not sug-
gest that secondary abnormalities in chromosome 6 are
associated with adverse prognosis.

Abnormalities in Chromosome 6 in a

Child with API

- RP1-232K4 Rh 6p23-p22.3

RP11-97A19 FITC 6p24.1
- s

o
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Letter to the Editor

A case of childhood T cell acute lymphoblastic leukemia with a
complex t(9;9) and homozygous deletion of CDKN2A gene
associated with a Philadelphia-positive minor subclone

Dear Editor:

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) accounts for 15% and
25% of ALL in children and adults, respectively. T-ALL is charadterized
by male predominance, high-risk features including high white blood
cell count (WBC), mediastinal enlargement, generalized lymphadenopa-
thy, centrd nervous system (CNS) involvement, and poor outcome. An
abnormal karyotype is found in 50%-60% of T-ALL cases [1,2]. The most
frequent chromosomal abnormalities in T-cell leukemia are those involv-
ing the rearangement of T-cell receptor genes and deletion of the 9p21
region [32] Other genomic events involving the band 9p21 also ocaur in
T-ALL. This band harbors at least two tumor suppressor genes, (DKN2A
and (DKN2B, which encode p16™*/p14** and p15™*™®, respectively.
Both p16™™ and p15™™ inhibit cydin/(K-4/6 complexes, blocking
cell division during the G1/S phase of the cell cycle [4] (DKN2A and
(DKN2B loss of activity may result from heterozygous deletion with inac-
tivation of the normal allele or homazygous deletions. These deletions
ocaur in about 70% of T-ALL cases [34]. The CDKN2A deletion has dso
been found in the t(9:22)(q34:q11.2)/BCR/ABL] fusion gene positive
B-ALL [4]. Cases of BCR/ABLI-positive T-ALL are rare, being found in
about 9% of BRCABLI-pasitive cases, indicating an overall frequency of
less than 03% in ALL [2]. In addition, Prebet and coworkers (2009) de-
saribed two T-ALL cases presenting a BCR/ABL1-positive minor popula-
tion detected by fluorescence in situ hybridization (FISH) and molecular
studies, but not by conventional cytogenetic analysis. One of these two
patients achieved complete remission only after addition of tyrosine
kinase inhibitors to the treatment protocol 5]

Here, we desaribe a child with T-ALL with a complex karyotype that
indudes the 9911932 chromosome deletion and the 1(9:22)(q34;
q11.2) translocation. Molecular analysis showed a homozygous dele-
tion of the CDKN2A gene.

A 6-year-old Caucasian boy who presented a history of mediastinal
mass, bronchospasm, and ecchymosis was referred for cytogenetics
and molecular studies at the National Cancer Institute, Brazil. Physical
examination revealed diffused enlarged lymph nodes, distended abdo-
men, and hepatosplenomegaly. Hemoglobin level was 11.2 g/dl, WBC
count 51.5x 10”/1 with 87% blast cells in the peripheral blood, platelet
count 21x 10°)1, and lactate dehydrogenase > 1200 U/L. The morpho-
logic evaluation showed a hypercellular bone marrow with approxi-
mately 100% blast cells presenting lymphoid features. Flow cytometry
revealed blasts that expressed CD7, CD8, CD4, c(D3, TdT, CDS, CD2,
sCD3, and (D1a, consistent with a T-ALL diagnosis. The patient is
being treated according to the BFM-2002 protocol combined with
Imatinib. He continues in complete remission 6 months after diagnosis.

Cytogenetics using G-banding analysis was performed on bone mar-
row cells and revealed a clone presenting two derivative chromosomes
9, resulting from t(9:9)(p?12:q?12) in 29 of 30 metaphases. In one

1079-9796/S ~ see front matter © 2012 Hsevier Inc. All rights reserved.
hitp//dxdolorg/101016/{band 201209005

metaphase, the presence of a t{ 9,22)(q34;q11.2) was suspected. Nonor-
mal metaphases were observed (Fig. 1A). FISH analysis with CDKN2A
and BCR/ABL1 probes revealed a homozygous deletion of CDKN2A in
R%ofthe cells (Rg 1E), and the BCR/ABL1 fusion gene in 25% of the ab-
normal cells with 1{9:9) and (DKN2A homazygous deletion (Fig. 1G).
Additionally, FISH with partial chromosome painting probes for 9p and
9q confirmed the translocation between the two arms of chromosome
9(Fig. 1B). Further, multicolor chromosome banding (MCB) for chro-
mosome 9 and FISH with chromosome 9 centromeric probe (CEP9)
and proximal regions of p and q arms of chromosome 9 probes
(RP11-128P23-9p12, RP11-430C15-9q13), used to clarify the
breakpoints of this complex rearrangement, revealed an isochromo-
some 9p and a pseudo isochromosome 9q harboring a 9q11-q32
deletion (Figs. 1Cand D). Hence, the karyotype was redefined as: 46.XY,
der(9)(pter->q11.1::q11.1->pter) der(9) (qrer->p11.1::q32->qter)[29)/
46 XY der(9)( pter->q11.1::q11.1->pter) der( 9)( qter->p11.1::g32->
qter) 1{9:22)(q34;q911.2) [ 1]. Semiquantitative RT-PCR detected a B(R/
ABL1 fusion transcript with the typica p210 ransaipt (bh2a2-ahi3).

‘This study underscores the importance of detailed molecular cyto-
genetic investigations to characterize all cases of acute leukemias [6).
Molecular cytogenetics including MCB detecred a masked deletion in
the derivative chromosome 9q, del(9)(q11q32), which has not before
been described in T-cell ALL. Two cses of a Philadelphia-positive
(Ph + ) minor subclone have been described in adult T-ALL, although
none of them had chromosome 9 abnormalities. The chemotherapy
protocol was adapted by adding tyrosine kinase inhibitors as a treat-
ment 5] The detection of the BCR/ABL1 fusion as a subclone, in the
present case, alowed an optimization of therapy by induding tyrosine
kinase inhibitors in the reatment plan. To our knowledge, this is only
the third case of a Ph + minor subclone [5] and the first to be desaribed
in childhood Tcell ALL In addition, we found a homazygous deletion of
(DKN2A, which is frequently seen in childhood T-ALL [4].

In summary, we present a rare karyotype showing a masked dele-
tion of 9q11.1 to 932 region in a complex rearrangement, with a
homozygous deletion of the CDKN2A gene, and the acquisition of a
Ph + minor subclone as a sequential event. Because of the remarkable
rarity of BCR/ABL1 frequency in T-ALL and the desariptionof Ph+ asa
subclone associated with other abnormalities, the presence of the
Ph + clone in T-ALL, might be underestimated when only convention-
al karyotyping is performed. Moreover, the possibility that these
patients may benefit from treatment with tyrosine kinase inhibitors
makes it reasonable to recommend screening for BCR/ABLI fusion by
RT-PCR or FISH in all patients with T-ALL
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Article history: Translocations involving MLL gene are common among children with acute leukemias. Most importantly,
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the presence of a given MLL fusion partner dictates the outcome of patients. Patients with complex MLL
reamangements, e.g. three-way translocations could be related to a poor clinical outcome. Faor this pur-
pose, we characterize 5 childhood patients with three-way translocations involving MLL gene. By LDI-

PCR we identified 15 out of 17 fusion aleles and determined the localization of these breakpoints. In

all cases at least one functional MLL fusion allde was present. In addition, patients displayed a remaining

m] B ot 3'-MLL allele that allow in principle the expression of the MLL* protein variant.

Canp':: mlﬂ © 2013 Eksevier Ireland Ltd All rights reserved.
Malecular cytogenetic

Acute leukemia

1. Introduction regions of the MLL gene, MLL exons 1-9/10/11 and MLL exons 10/

Acute leukemia is the most common cancer in children,
representing 31% of all cancers [1]. The phenotype of leukemia is
separated into lymphoid and myeloid malignancies, with about
80% of leukemias being lymphocytic Apart from response to treat-
ment, the most important prognostic factor is the kind of cytoge-
netic aberration. One of the genetic abnormalities that is highly
predictive for survival is the involvement of the Mixed- Lineage leu-
kemia (MLL) gene |2]. The MLL gene is frequently rearranged in both
acute myeloid leukemia (AML) and acute lymphoid leukemia (ALL)
with highest incidence in infant leukemias, occurring in 60% of
AML and 80% of ALL patients |3]. Translocations involving the
MLL gene at 11q23 are associated with de novo acute leukemia
as well as therapy-related acute leukemia [4). Actually, more than
100 different MLL rearrangements with more than 70 different
translocations partner genes have been characterized on the
molecular level [5].

Genetic rearrangements with the MLL gene occur in the break-
point cluster region (BCR), which is located between MLL exons 8
and 14 [6]. In case of balanced translocations both disrupted

* Comesponding author. Address: Praca da Cruz Vermelha 23, 6%andar AlA C,
Divisio de Laboratdrios do CEMO, INCA Rio de Janeiro, R], CEP 20.230-130Q, Brazil.
Tel: +55 21 2506 6691, fax: 455 21 2508 2121.

E-mail address: hgomes@incagov.br (R Binato)
¥ These authors contributed equally to this work

0304-3835/5 - see front matter © 2013 Bsevier Ireland Lid All rights reserved.
hitp://dxdolorg/10.1016/Lcanlet 2013.03.029

11/12-37, are usually recombined in-frame with an appropriate
translocation partner gene (n > 70). However, about 30% of leukemia
cases display complex rearrangements that have been investigated
also at the molecular level, however, mostly as single case studies
[7-10]. Complex rearrangements in leukemia cases need - apart
from their conventional cytogeneticanalysis - high resolution tech-
niques to unravel the complexity of genetic changes and the in-
volved fusion genes. This can be done by multi-colour banding,
SKY, PCR technologies or next generation sequencing (NGS). Larger
and systematic studies focussing on this group of complex rear-
ranged leukemia patients with MLL translocations have been pub-
lished recently [11,12,6].

Atpresent, MLL rearrangements are an unfavourable prognostic fac-
tor invarious types of leukemia [13].Moreover, thesamestudy demon-
strated convincingly that MLL fusion partners have a strong prognostic
impact, ranging from 10-90% OS (overall survival)de pending onwhich
MLL fusion partner was identified in these patients. Therefore, it is of
great importance to analyze also complex karyotypes and to connect
these molecular data with clinical outcome.

Although complex MLL rearrangements involving three or more
chromosomes have been described [6-12), it was sometimes quite
difficult to accurately define complex translocations via conven-
tional cytogenetic methods. Therefore, molecular cytogenetic tech-
niques such as fluorescence in situ hybridization (FISH), especially
the split signal FISH technique, or Long Distance Inverse (LDI}PCR
are excellent tools to detect cryptic abnormalities that may affect
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All bone marrow samples were oblained from AML and ALL patients referred for
cytogenetic and molecular test at the Brazilian National Cancer Institute. This work
lof the National Cancer Institute Ethics Committee

Board, in accordance with the guidelines of the local ethics commitiee and the Hel-
sinkd Declaration. The diagnostic of each patient was based on hematologic, cyloge-
netic and immunophenotypic asays. Bone marrow aspirates were collected in
heparinized tubes and processed on the day they were collected. Bone marow

250 R Binato et al /Cancer Letters 338 (2013) 249-254
Table 1 2.2 Bone marrow samples
Clinical data of 5 patients with complex MLL rear range

Patient Sex Age Type of Previous Survival

disorder disease (months) was performed with the apps

Pl F 15months Pre B ALL De novo 9

P2 M 13months BALL De novo 16

P M dmonths ALL De novo 17

P4 M 3Imonths ALL De novo 8

s M  2months AML De novo 30

mononuclear cells were isolated from 2 10 5 mi of aspirate in a Ficoll- Hypaque den-

the prognasis of patients with ranslocations involving the 1123
region [14,15]. While FISH analyses suffer from certain limitations,
LDI-PCR provides in principal the possibility to identify unknown
translocation partners and to map the chromosomal breakpoints
down to the nucleotide level. Therefore, we decided to analyze
our patients with LDI-PCR to unravel their genetic rearrangements.,

2. Materials and methods
2.1. Ratients

The clinicaldata of the 5 patients included in this study are present in Table 1.
They were | female and 4 male. All of them were children where 4 of them had ALL
while one had AML The diagnosis of leukemia was established based on clinical
manifestations, immunophenotyping and cytogenetic analysis.

)

sity gradient (Ficoll 1.077 g/mlL; GE) according to the manufacturer’s protocol Cells
were washed three times in PBS and subsequently used for DNA extraction.

2.1 DNA extraction

The DNA from bone marrow mononuclear cells was isolated using DNAzol re-
agent (Invitrogen, USA) The extraction was performed bllowing the manufac-
turer's protocol.

24 Cytageretic analyss

Cytogenetic analysis at the time of diagnosis, was performed on bone mamow
cells according to standard protocols using GTG-banding and chromosomes were
identified and analyzed according to the International System of Human Cyloge-
netic Nomenclature (ISCN, 2009) |16}
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Fig 1. A schematic representation of all investigated three-way translocations with involvement of the MLL gene. (A) Patient P1; (B) Patient P2; (C) Patient P3; (D) Patient P4;
(E) Patient PS. All chromosomes were colour-coded 1o make the actual recombination better visible. Chromosome banding and nomenclature indicated.
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25. Molecular cytogenetic

Molecular cytogenetics was performed by fluorescence in sty hybridization
(FISH). ASH experiments were performed on metaphase spreads and interphase
celks, using the commercially available LSI MLL break apart probe ( Abbatt Molecu-
lr, Inc, Wiesbaden-Delkenheim, Germany) according 1o the manufacturer's
Instruction. At least 20 metaphases andjor 200 interphase cells were scored

26. Long Distance Inverse Polymerase Chain Reaction (LD)-FCR)

ne microgram of genomic DNA was digested with restriction enzymes and
seli-ligated 1o form circular DNA molecules. Amplification was performed with spe-
cific primersof fusion sequences on der( 11) and the corresponding reciprocal deriv-
ative chromosome. LDI-PCR reactions were performed as described and according
1o the manufacture’s recommendation (PCR extender system, SPrime). Amplified
products were analyzed in 1% agarose gel |14). PCR amplimers were solated from
the gel and subjected 1o DNA sequence analysis to ablain the patient-specific fusion
sequences. After sequencing unknown sequences were characterized by blasting
the human genome data base (Genomic BLAST, http://Hastnchinimnihgov/
Blastegi)

3. Results

The five patients related in this study were referred to the cyto-
genetic laboratory of Bone Marrow Transplantation Unit from Bra-
zilian National Cancer Institute, Based on cytogenetic and FISH
analyses, all five patients were diagnosed to bear a chromosomal
translocations involving the MLL gene. In addition, conventional
cytogenetic analysis displayed complex rearrangements in all pa-
tients. In order to analyze these 5 patients in more detail, a series
of subsequent LDI-PCR experiments was used to clone all specific
breakpoints of the 5 leukemia patients, In all cases we first ana-
lyzed the genetic fusions of the N- and C-terminal gene portion
of MLL gene. Having these fusion alleles in hand, we then designed
additional oligonucleotides to perform subsequent LDI-PCR exper-
iments. Applying this approach all alleles were identified in a con-
secutive fashion. The results for all 5 leukemia patients are
described as follows:

3.1. Patient 1

Patient P1 (female) was diagnosed with pre B ALL at the age of
15 months, Conventional cytogenetic analysis revealed the karyotype
46XX(4:11)q21;q23).der(5X(5:7)Xq?:q? \der( IH(5:7Xq?:q7)[18]/46,
XX[2). Additional FISH experiments displayed a break in the MLL
gene (11923 region). Genomic DNA of this patient was used to ap-
ply the above described LDI-PCR approach. The results obtained by
LDI-PCR showed that the complex rearrangements detected by
conventional cytogenetic was a rearrangement within four fusion
sequences involving the loci 4p14, 4q21, 11923 and 22q13
(Fig. 1A). The resulting derivative chromosomes, der(4), der{11)
and der(22), displayed the following situation: (a) der(4) is charac-
terized by an inversion of the centromeric portion (4p14-4q21);
the piece of 4p14-16 was fused to 421, while the telomeric piece
of 22q23-ter was fused  4p14. The 4q21::4p14 junction displays
AF4 exon 1-5 and - about 300 kb further downstream - the 3-UTR
of the TBCIDI gene (orientated in opposite direction). Unfortu-
nately, the 4p14::22q13 junction could not been cloned; (b)
der{11) represents a typical der(11) chromosome that carries at
the breakpoint junction a fusion between MLL exons 1-11 and
AF4 exons 5-20; (c) der(22) was broken at 22q13 and fused to
MLL exons 12-37. At the 22q13 fusion site we found the MFNG
gene about 2 kb upstream, however, orientated in opposite direc-
tion relative to the MLL gene remnant. All cloned fusion sequences
surrounding the breakpoint junctions are depicted in Fig 2A. Thus,
this patient carries only a functional MLL-AF4 allele, and in addi-
tion, an MLL remnant consisting of MLL exons 12-37 which can
be transcribed by the recently identified gene internal promoter
of the MLL gene (Scharf, 2007) The promoter resides shortly

upstream of MLL exon 12 and leads to a transcript that can be
translated from a bona fide AUG start codon within MLL exon 18,
The resulting MLL® protein has a molecular weight of about
230KDa, is processed by Taspase1 and is expressed as protein dis-
playing the following domain structure: a BD-, PHD4-, FYRN-do-
main, CREBBP-binding site, MOF-binding site, FYRC- and SET-
domain. The molecular analysis revealed one additional derivative
chromosome, der(22), that was not priory identified by conven-
tional cytogenetic analysis,

32, Patient 2

Patient P2 (male) was diagnosed with B ALL at the age of
13 months. Conventional cytogenetic analysis revealed the karyo-
type 46 XY,del(10)Yp12),611:22)(q23;q?)17]/46.XY][3]. FISH anal-
ysis confirmed a break in the MLL gene,

Sequence analysis following LDI-PCR showed that the complex
rearrangements detected by conventional cytogenetic was a rear-
rangement within three fusion sequences involving the loci 9p22,
11923 and 22q13.3 (Fig 1B) The resulting derivative chromo-
somes, der(9), der(11) and der(22), displayed the following situa-
tion: (a) der(9) is characterized by a 9p22::22q13 3-ter junction
that encodes AF9 exon 14 fused with the 3-UTR of the CYP2DP!
gene (located about 35 kb downstream and orientated in opposite
direction); (b) der(11) represents a typical der{11) chromosome
that carries at the breakpoint junction a fusion between MLL exons
1-9 and AF9 exons 5-20; (c) der(22) was again truncated at22q133
and fused to MLL exons 10-37. At the 22q13.3 fusion site we found
the NDUFA6 gene about 2kb upstream, however, orientated in
opposite direction relative to the MLL gene remnant. All cloned fu-
sion sequences surrounding the breakpoint junctions are depicted
in Fig. 2B. Again, this patient carries only a functional MLL-AF9 al-
lele, and in addition, an MLL gene remnant able to produce the
230KDa MLL® protein. The molecular analysis revealed one addi-
tional derivative chromosome, der(9), that was not identified by
conventional cytogenetic analysis.

33. Patient 3

Patient P3 (male) was diagnosed with ALL at the age of
4 months. Conventional cytogenetic analysis revealed the karyo-
type 47 XY, +X,€9;11;17)(p22:q23:p?)[21]/46 XY|2]. AISH analysis
confirmed a break in the MLL gene. The results obtained by LDI-
PCR characterized the complex rearrangements as a rearrangement
within three fusion sequences involving the loci 9p22, 11923 and
17p13.3 (Fig 1C) The resulting derivative chromosomes, der(9),
der(11) and der(17), displayed the following situation: (a) der(9)
is characterized by a 9p22:17p13.3-ter junction that encodes
AF9 exons 1-5 that are fused out-of-frame with PITPNA exon 5
(phosphatidylinositol transfer protein, alpha); (b) der(11) repre-
sents a typical der(11) chromosome that carries at the breakpoint
Jjunction a fusion between MLL exons 1-9 and AF9 exons 6-20; and
(c)der(17) carries the fusion between at PITPNA exon 14 and MLL
exons 10-37. This fusion is per se out-of-frame, however, if splicing
would occur between ATPNA exon 3 and MLL exon 10, then a func-
tional fusion protein could be translated. Unfortunately, we had no
RNA of this patient to validate the splicing over this gene junction,
Nevertheless, even if no functional gene fusion exists, stll the rem-
nant MLL gene will be able to produce the MLL* protein. All cloned
fusion sequences surrounding the breakpoint junctions are de-
picted in Fig. 2C.

34, Patient 4

Patient P4 (male) was diagnosed with ALL at the age of
3 months. Conventional cytogenetic analysis revealed the karyo-
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A
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22q13
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TTCTATTAACTTOCT TT TAT TP TTCCT AGT GGGT GAGAGATACAG * ACCATGATATCTACCT GTATGAT T CTAACCT TGTGTATACCCCTG
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AF9 intron §
MLL intron 9
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aq12
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1q31

Fig 2. Genomic breakpoint analysis of the complex MLL rearrangement. A LDI-PCR analysis of patient P1. The sequences of the MLL-AR, 229 13-MLL and ARd-4p 14 fusion
breakpoints, respectively. B. LDI-PCR analysis of patient P2 The sequences of MLL-AFS, LOCI001 3273-MLL and AFS-LOCI 00112273 fusion breakpoints, respactively. C LDI-PCR
analysis of patient P1. The sequences of MLL-AFS, PITPNA-MLL and AFS-FITPNA fusion breakpoints, respectively. D LDI-PCR analysis of patient P4 The sequences of MLL-ENL,
4p12-MLL and ENL-dp12 fusion breakpoints, respectively. E. LDI-PCR analysis of patient PS. The sequences of MLL-AFIQ, AFIQ-8p21 and &p21-1g31 fusion breakpoints,
respectively. Al fusions are separated by small dots. Letters in bue represent so-called “mini direct repeats™ (MDR) that may be generated by the NHE}- mediated DNA repair
mechanism; letters in red represent a short inversion of a small DNA fragment. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

web version of this article.)

type 47XY,4,del(11)(q23)+2mar[18]/46XY[2]. FSH analysis
confirmed a break in the MLL gene. Sequence analysis following
LDI-PCR showed that the complex rearrangements detected by
conventional cytogenetic was a rearrangement within three fusion
sequences involving the loci 412, 11¢23 and 19p13.3 (Fig. 1D).
The resulting derivative chromosomes, der(4), der(11) and
der(19), displayed the following situation: (a) der(4) is character-
ized by a 4q12::11q23-ter junction that encodes only an MLL gene
remnant (MLL exons 12-37) The next gene upstream is the IGFBP7
gene, located about 1.1 Mb to the centromer in the opposite orien-
tation, Thus, only the MLL® protein can be encoded by this der(4)
chromosome; (b) der(11) represents a typical der{11) chromosome
that carries at the breakpoint junction a fusion between MLL exons
1-11 and ENL exons 2-12; and (c) der(19) is characterized by a
4q12::19p13.3 junction that encodes ENL exon 1. The next gene lo-
cated in the fused chromosome 4 sequence is the LPHN3 gene that
is localized at a distance of about 32 Mb. All cloned fusion se-
quences surrounding the breakpoint junctions are depided in
Fig 2D.

35. Patient 5

Patient P5 (male) was diagnosed with AML at the age of
22 months. Conventional cytogenetic analysis revealed the karyo-
type 46XY1(1:8:11)(q21;p21;q23)[25]/46,XY[5} Using a multi-
colour-banding (MCB) approach the karyotype was revalidated
and changed into 46,XY,der(1)t(1;8)q21;p21).der(8)t(1;8)q31

p21).der(11)ins(11;1) (q23:q21q31) [17]. To get more detail
and get the exact breakpoint LDI-PCR analyses was performed
and complex translocation involving the loci 1q21, 1g31, 8p21
and 11923 (Fig. 1E) was detected. The resulting derivative chro-
mosomes, der(1), der(8) and der(11), displayed the following sit-
uation: (a) der(1) is characterized by a 1q21::8p21-ter jundion
that encodes only AFIQ exon 1 fused to the SLC18AI gene that
is located 160 kb further downstream; (b) der(8) was truncated
at 8p21 and displays only two intact genes that are orientated
in oppaosite directions: KCNT2 within the fused chromosome 1
fragment and LOC286114 as a bona fide chromosome 8p21 gene;
and (c) the der{11) represents a non-typical der(11) chromosome
as it bears an insertion of chromosome 1g21-1q31 into the MLL
gene. Thus, two breakpoint junctions are encoded by this der(11)
chromosome. The first junction encodes a fusion between MLL
exons 1-9 and AFIQ exons 2, while the second junction should
encodes again a remnant MLL gene (MLL exons 11-37). Unfortu-
nately, we were not able to clone the second junction of der{11)
in this patent. All cloned fusion sequences surrounding the
breakpoint junctions are depicted in Fig. 2F.

4. Discussion
In the present study we have characterized 5 childhood leu-

kemia patients with complex rearrangements involving the MLL
gene (Tables 1 and 2). The three-way translocation events re-
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Table 2
Cytogenetic and molecular results of 5 patients with complex MIL reamangements.

253

Patient  Cytogenetic banding

MCB

Wentified break paints
ty LDI-PCR

Pl 46XX(d;11)q21:Q23)der(S)(S5:7)q7.q7)derTN5;7Xq7:q7){ 18]/
46042

n 46XY.dek 10X p12)1(11,22)Xq23,q7 )| 17 |/46.XY (3] -

n A7 XY X9 11,17)Xp22,q23,p7)|21 |/ 46.XY]2) .

47.XY,4.del(11) @23 )+ 2mar| 18)/46XY]2) =

PS5 ABXY(1:8;11)q21;p21923)[2546XV]5]

46.XY, der(1) (1;8) (q21;p21), der(8)1(18) (q31;p21),
der(11) ins(11;1)(q23:q21431)

MLL-ARY
2q13-MLL
AFd-dp 14
dp14-22q13
MLL-AFS
2q13-MLL
AFS-22q13
MLL-AFS
PITPNA-MLL
AFS-FITPNA
MLL-ENL
&qI2-MLL
ENL4q12
MLL-AFIQ
AFIQ-8p21
8p21-1g31
Ig31-MLL

sulted in three or four different fusion sites that represent
mostly non-functional fusion alleles. Out of 17 break junctions
within the 5 investigated patients, 15 have been successfully
cloned by applying the LDI-PCR technique established for the
MLL gene [14]. The common denominator in all cases was the
5-MLL gene (exons 1-9/10/11) fused in-frame to AF4, AF9 (2x),
ENL or AF1Q. In addition, 4 out of 5 patients should be per se able
to express the MLL® protein that has been recently identified
[18] Briefly, a gene-internal promoter is located upstream of
MLL exon 12, allowing to produce a transcript that displays a
few nucleotides of MLL intron 11 and exhibits all coding se-
quences deriving from MLL exon 12-37. A bona fide start codon
within MLL exon 18 is then used to produce the MLL" protein
(230KDa) which is processed by Taspasel [19] into a p97 and
p180 protein fragment and able to heterodimerize via the FYRN
and FYRC domain [20]

That the remnant MLL gene is really conserved is best explainable
by patient P4. This patient displayed a breakpoint within the MLL
gene that was located at nudeotide 67 of MLL exon 12 on the
der(11) chromasome, Thus, this recombination site uncoupled the
gene internal promoter from the remaining MLL exons 12-37. How-
ever, the analysis of the corresponding der(4) chromosome dis-
played a duplication of 226 bp, resulting in a fusion of
chromosome 4q12 sequences to MLL intron 11 sequences and a per-
fectlyintact MLL exon12. Thus, the cryptic gene-internal promoter of
MLL, located shortdly upstreamof MLLexon12, and MLLexon 12 were
restored by the small duplication. This allows the production of the
gene-internal MLLtranscript and the expression of the MLL® protein.

Thesecond important result of our study is the fact that the LDI-
PCR experiments were able to rapidly unravel most of the gene fu-
sions located on the derivative chromosomes that were not neces-
sarily detected by conventional cytogenetic. As a matter of fact,
small insertions or inversions - as observed for patients P1 and
P5 - are sometimes very hard  identify by chromosome banding
techniques. Thus, LDI-PCR seems to be a cost-effective, timely and
complementary method  refine diagnostic data obtained by con-
ventional cytogenetic analyses.

Insummary, the precise identification of MLL rearrangements in
patients with 11923 abnormalities provides important molecular
knowledge for basic research but also prognostic information for
clinicians, Recent studies have shown that the prognosis of
11q23/MLL leukemia patients depends on the MLL fusion partner
and the prognosis of acute leukemia with MLL rearrangements
according to the fusion partner is different between adults and
children [13,21,22]. Depending on the translocation partner the

outcome of the patients varied significantly. Furthermore, patients
with MLL rearrangements and displaying additonal chromosomal
abnormalities, including three-way translocations, could have a
poor outcome compared to patients that do not have additional
chromosomal abnormalities [23].

Therefore, the need for screening the specific translocation part-
ner becomes extremely important to allow appropriate treatment
stratification. For this type of diagnosis, cytogenetic has become
a key element in cancer research. Common gene fusions resulting
from chromosomal rearrangements are easily identified with con-
ventional cytogenetic techniques. However, some alterations were
too small to be seen by conventional techniques and became diffi-
cult to be diagnosed (see above ) This is mainly true if small chro-
mosome fragments are inserted into other chromosomes.

In conclusion, combining different available technol ogies is pre-
sumably important to refine the detection of all chromosomal
abnormalities in a given patient. Using a combination of cytoge-
netic techniques and molecular methods, such as LDI-PCR and
sequencing analysis, we were able to identfy all MLL-associated
rearrangements in the biopsy material of acute leukemia patient.
This impacts not only the diagnostic situation of these patients
but may also influence their prognosis. Finally, all the established
fusion sequences can be used for prospective MRD studies. Fusion
sequences — in contrast to IgH or TCR rearranged alleles - are sta-
ble markers that should not be lost during therapy because they
encode the driving oncoproteins, To this end, the analysis of fusion
sites is of great value - for the scientists and, finally, for the
patients,
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Case Report

Overexpression of the MLL Gene Combined
With 11q Trisomy in a Child With Acute
Lymphoblastic Leukemia

Daniela Ribeiro Ney Garaa, * Amanda Faria de Figueiredo, 2.3
André Luiz Mencalha Roberto Rodngucs Capela de Matos,””
F4bia Neves,” Raul Correa Ribeiro,® Marcelo Gerardin Poirot Land,"”
Maria Luiza Macedo Silva"*?

Clinical Practice Points

+ Leukemias bearing translocations involving the mixed-
lineage leukemia (MLL) gene are of particular interest
because of their unique clinical and biological charac-
teristics. MLL has more than 70 fusion partner genes.

« However, translocations are not the only mechanisms by
which MLL participates in leukemogenesis. MLL over-
upmnhubmhﬂeﬂdhmﬂnﬂlyﬁd

« Although MLL translocations have been extensively
studied, little is known about MLL overexpression in
pediafric acute lymphoblastic leukemia.

« In the presented case, the overexpression of MLL,
resulting from an unbalanced 11q translocation, cor-
roborates to the concept that MLL gain-of-function
might contribute to leukemic transformation of
chilchood B-cell progenitor acute lymphoblastic
leukemia.

Clinical Lymphoma, Myeloma & Leukemia, Vol. m, No. m, m-m © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Childhood acute lymphoblastic leukemia, FISH, MLL gene, Molecular cytogenetics, RT-PCR

Introduction

Leukemas bearing translocations involving chromesome region
11q23 are of particular interest because of their unique clinical and
biological characteristics.’ This recurent chromosomal trans-
locarion group is found in childhood acute myeloid (18%) and
lymphoid (8%) leukemizs.™” The wanslocation juxmposes the
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MILL, which encodes a lage multidomain protein ubiquitously
axprassed in hemaropoictic cells induding stem cell and progenitor
popublitions’ with several genes resulting in overexpression of
MLL.

Chromosomal wanslocarions, however, ar not the only mecha-
msms by which MLL induces leukemic wansformadon. Other
chromasomal changes could result in MLL overexpression, such as
amplificarion and exmra copies of MLL, Although MIL-assocared
manslocaions have been extensively characrenzed, lintle is known
abour the implication of MLL extra copies (11q tnsomy) in child-
hood leukemizs."* This abnormality has been described in
approximately 1% of adult cses of acure mychid leukemia
(AML )Y myelodysplastic syndrome (MDS), but is rrey observed in
pediamic AML. It is associared with an internal mndem duplicinon
of the MLL gene (or amplificaion of the genomic region encom-

masing MLL, and it & also highly Mnn:d wuh 2 poor prognaosis,
smilar o cases with MLL rwnugancnr)

Here, we prosent a case of de novo B<dl progenitar (BCP)
childhood acure lymphobhstic kukemin (ALL) with an 11q exma
copy thar onginared from an unbalanced rmndoadon resulung in
an overexpression of the MLL gene.

Cirial Lymphomo, Myslomo & Ledkemia  Monh 2013
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Overexpression of MLL With 11q Trisomy in BCP-ALL

Fgue 1 Patient’s Cytogenefics and Molecular Results: (A) 6-Banding of Partial Karyotype Showing der(9;11)(p11;q11). (B) ASH
Analysis Showing 3 Copies of the MLL Gene, Using an MLL Break-Apart Probe. (C) Interphase RSH Showing
Deletion of the COKN24 Gene, Using a COKN2A/CEPY Probe.

Homazy gous
(D) Amplification Plot Data (left) and Relative Expression

Quantification (right) of MLL Transcript Levels From a Healthy Donor, the Tested Patient, and the MLL-r+ Confrol (a
Patient Known to Have the MLL Gene Translocation). iImages Were Acquired Using an ABI 7500 Real-Time Polymerase
Chain Reaction System and Software and GraphPad Prism v5

A

i 2%
9 11

CDKN2A

D Amplification Plot

m— Healthy Donor
—Tested Patient
S MLL-r+ control

2 4 0 8 0 N M0 2ZMUXBNWRMEN

Cycle

fotredaion. FEH = fuomacence in sty ybrdzaton

Case Report

A 13-yarold grl presented 1o the local hospiral with a week-
long history of generaleed pain, fover, ecchymoss, and difficulry
breathing. Physical examinarion revealed  hepatosplenomegaly
(liver was palpable 8 cm from the right costal margin and spken ar
12 cm from the left cosral margin). The complete blood count
showed a hemoglobin level of 6 g/dL and a white blood cdl count
of 43 x 10°/L with 85% abnormal lymphoid cells. The phicler
count was 9 x 10%/1, and lacate dehydrogenate was 3269 U/L.
Flow cyrometry analysis of the penpheral blood revealed lympho-
blasts that expressed (D19, CD10, CD20, CD22, CD34, CD38,
(D794, dgM (gyroplamanc Imunoglobulin heavy chain M), TdT
(terminal deoxynudeotdyl trmnsferase), and HLA-DR (human
kukocyte antigen chss II), findings comparible with pre-
BCP—ALL. The parient was treated according o the high-risk arm
of the Brazilian ALL 99 protocol.” She achieved complete remission
on day 28 of wearment and has been in conunuous complere
remission for 10 months.

Gbanding studis  rmwaled  the  karyorype  46,XX
der(9;11)(p11q11) in 10 of 20 mermphasss analyzed (Fig. 1A).
Further, fluorescence in situ hybndizaton (FISH) analyses using the
MLL break-apart probe did not find a split signal partem for MLL,
bur the analyses revealed 3 signals of the MLL gene, at the 2 nomal

Qinicd Lymphoma, Myelomo & Levkemia Monhh 2013
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11 chromosomes and 1 signal at the der(9;11) in 60% of 210
analyzed cdls (Fig. 1B), a finding comparible with a tisomy of the
MLL. To confirm the presence of der(9;11)(p11;q11) we performed
FISH analyses wing cyclin dependent kinase 2a gene (CDKN2A)/
chromasome 9 centromeric region (CEP9). These analyses revealked
that 0% of cdlls had a homozygous ddetion of the CDKN2A gene;
also, the presence of 2 CEPY signals showed that the centromeric
region was not involved (Fig. 1C). The FISH analyses for break-
point duster region (BCR)A-abl Abclson murine leukemia viml
oncogene homolog 1 (ABLI) and ETS vanant gene 6 (E7V6)/runt-
rched mranscripton factor 1 (RUNXI) fusions and 24 (immu-
noglobulin enhancer binding factors E12E47) rearangement were
neganve. The MLL gene transaripe was expressed 45-fold in the
MLL++ conwol (a parient known w© have the MLL gene rans-
location) compared with the tesied panent, and was not detected in
a halthy donor (Fig. 1D).

Discussion

Although 11q23-rddated reamangementss hawe been exwensively
studied, the prognostic implication of MLL extra copies and trisomy
11 in pediarric leukemia is ks understood, because of its ranty.'*
The overexpression of MLL in both of these cyrogencuc abnor-
malities scems to play an imporant rok in the devdopment of
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hemarological malignancies as a gain-of-function mutation.” More-
aver, this overexpression scems to have a bad prognostic meaning in
AML and MDS.*

In addition to the MLL wisomy, our patient showed a2 homo-
zygous ddetion of the CDKN2A gene. This very common abnor-
mality is found in more than 60% of pediarnc T-cell lineage ALL
cases and 20% to 30% of pediaric BCP-ALL ases, but its prog-
nostic significance remains unclear,

Conclusion

To our knowledge, this is the fist pediatnc BCP-ALL case with
MLL overexpression cawsed by 11q wisomy to be described.
Addidonal cases with this molecular and cytogenenc profile are
required © determine the prognostic implicarion of this gainof-
funaion mutation in pediatric ALL.
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Letter to the Editor

Ayetunreported der(11)t(611)(p21:q21)
included in a complex karyotype of a
refractory anemia with ring sideroblasts and

poor prognosis

Refractory anemia with ring sideroblasts (RARS) is a subtype of
myelodysplastic syndrome (MDS) [1]. RARS is associated with a
relatively good prognosis; cytopenias are generally slow progressing
and only 15% of the cases progress to acute leukemia. Cytogenetically,
RARS is character zed mainly by isolated chromosomal abnormalities,
and complex karyotypes are rare [1,2]. Here, we describe a yet unreport-
ed der(11)t(6:11)(p21:q21) in a 64-year-old man showing a complex
karyotype and presenting with RARS; this complex karyotype was
associated with a poor prognosis. Physical examination showed normal
cardiorespiratory function and the absence of adeno visceromegaies. A
blood count revealed anemia (hemoglobin 9.1 g/dl), thrombocytopenia
(platelets 21 x 10%1), white blood cells 89 x 1071 and 4% blast cells.
Myelogram analysis showed an intense hypercellular patiern, hyperpla-
sia, intense dyserythropoiesis and more than 90% ring sideroblasts.
The diagnosis was MDS-RARS. The patient had a very poor outcome,
evolving rapidly to acute myeloid leukemia (AML) followed by death
one month later. Cytogenetic banding analysis showed a complex
karyotype: 42 XY,-6,add(11)(q25) add(13)(p11) dic( 15:21)(q10:q10),
-17,-18,-21(7]/42,XY,del (3)(p21).-6, add(11)(q25).add(13)(p11),
dic(15:21)(q10:q10),-17 -18,-21[ 246 XY|2] (Fig. 1A). Fluorescence in
situ hybridization (FISH) was performed using whole chromosome
painting (WCP) probes for chromosomes 3,6, 11,13, 15, 17, 18 and
21 and partial chromosome painting (PCP) probes for 6q, 6p, 3p and
3q. FISH was also performed to investigate alterations in the mixed
lineage leukemia (MLL) gene and in the ataxia telangiectasia mutated
(ATM) genes. Multicolor banding (MCB) was performed for chromo-
somes 6, 11, 13,15, 17 and 21, as previously reported [ 3]. Overall, the
molecular cytogenetic analysis characterized the complex chromosom-
al alterations as follows: add(11)(q25) is a der(11)t(6;11)(11pter
~11g21:6p12-+6p21.3::6q12-6qter), add(13)(p11) is a dic(13;17)
(17pter—+17q25::13p11-+13qter ), del(3)(p21) could be redefined as
der(3)(:p25—p21::p11-q11::q25-+qter) and a part of chromosome
3 was involved in a more complex rearrangement with chromosome
17 as dic(3;17)(17qter—+17p11.2::3p25-3p21::3p11-+3q11::3¢25
~+3qter) dic{ 15:21) could be redefined as dic{ 15;21)(p11.2;p11.2).

Patients with RARS represent 25% of all MDS cases in adult patients.
The types of chromosomal abnormaities in RARS have been previously
reported tobe + 8, — 7, 20g- and — 5 [1]. The patient in this study had a
very complex karyotype that has not yet been described in MDS.
We used the advanced Multicolor Banding ( MCB) methodology to char-
acterize the chromosomal abnormalities and the breakpoints of these
rearrangements. It was possible to observe that chromosome 11 had
losta part ofitslong arm ( 11q22-25) and the additiond band belonged
to chromosome 6 (Fig. 1B). In this chromosomal rearrangement, almost
all of chromosome 6 was translocated to 11q. Chromosome 6 was bro-
kenin region p213 o q12 and lost the 6p22-23 region. Interestingly,
chromosome 6 lostits centromere, most likely during the ranslocation.

1079-9796/'S - see front matter © 2013 Published by Blsevier Inc.
hap: fdxdolorg/10.1016 ) bemd 201312006

However, the mechanism, which resulted in the lost centromere, needs
to be studied more thoroughly in a future investigation. Subsequenty,
there was a junction of the two arms of chromosome 6, which was
followed by the translocation to chromosome 11. Identification of
this complex rearrangement was only possible by the use of the MCB
methodology. This was the main chromosomal alteration in this case
and was present in all cells during the karyotypic evolution.

Our case involved the short arm of chromosome 6. The region
6p22-23 contains the chromatin remodeling factor DEK [4]. DEK was
originally discovered as the target of a chromosomal translocation
event 1 6;9)(p23;934) in AML cases [5]. This chromosomalabnormality
was associated with a poor prognosis. Khodadoust and colleagues
demonstrated that DEK had effeas on mRNA splidng, transcriptional
control, DNA damage repair, differentiation, cell viability and cell-to-
cell signaling [4] In contrast to reports in the literature, our patient
most likely lost this gene, resulting in the inability to control several
important pathways that repress leukemic progression. FISH was used
to investigate the chromosome 11 rearrangement. We analyzed the
loss of the MLL and ATM genes that are located in 11q (Figs. 1C and
D). The MLL gene encodes a protein that is involved in chromatin
remodeling and positively regulates multiple homeobox transaription
factors. The MLL locus is involved in more than 60 different rearrange-
ments in human leukemias [6]. However, in our case, this gene was
not rearranged, but rather it was lost during translocation. ATM is an
important gene located on 11g22. It encodes a serine/threonine protein
kinase thatis a critical enzyme in the regulation of the stress response to
DNA damage, especially double strand DNA breaks [ 7] In our patient,
the loss of this gene most likely contributed to defects in chromatin
remodeling and DNA damage control. Additionally, the involvement
of the short arm of chromosome 17 was important in this case. We
observed two different alterations with this chromosome; the first
wasa dic(13;17)(p11;p11) (Fig. 1E), and during their karyotypic evolu-
tion, the cells acquired a second ranslocation involving chromosome
17, t(3:17)(p21;p11) (Fig 1F). The TPS3 gene is considered a tumor
suppressor gene that is located on 17p13. The p53 protein is involved
in a cell cycle checkpoint and provides a very important check for
DNA damage; it also directs defective cells into the apoptosis program.
Our patient lost the two alleles of this gene, which further damaged cell
cycle control and allowed these cells toescape the apoptosis process. In
relation to the rearrangement involving chromosome 3, it is likely that
a gene was lost during the progression of the disease that may be
important in the control of tumorigenesis. The FHIT gene is located on
chromosome 3p14, a region encompassing the most active common
fragile site in the human genome, the FRA3B locus. The encoded pro-
tein, FHIT, is a member of the histidine triad protein (HIT) family.
The restoration of FHIT expression in cancer cells that lack it has
been shown to induce apoptosis and to suppress tumorigenesis.
Based on these and other studies, FHIT has been hypothesized to
be a tumor suppressor gene [8]. In summary, our study suggests
that many important genes involved in the development of cancer
were associated with this case; as expected, this case had a very
poor outcome, MCB allowed the characterization of chromosomal
regions with a high resolution and provided the ability to identify
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Tabela 8.1- Dados citogenéticos e clinicos do diagnostico dos 52 pacientes analisados para o perfil de expresséo dos genes PcG estudados

Paciente Idade Subtipo Citogenética Leucometria/uL  Plaquetas/uL

2 8 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(g23) 32.000 NA

4 7 anos LMA-M4 Sem mitose 65.000 NA

6 12 anos LMA-M5 46, XY, del(11)(g23) 30.000 NA

18 6 anos LMA-M5 46, XX [30] 200.000 73.000

29 4 meses LMA-M1 47, XY, del(5)(q), der(7)t(7;?), del(12)(p13), +19[5])/ 47, XY, 65.000 204.000
der(7)t(7;?), del(12)(p12), +19 [13]/ 46, XY [1]

31 lae2m LMA-M4 45, XY, -7, del (12)(p)[5]/45, XY, -7[7]/46, XY[8] 140.000 137.000

35 16 anos LMA-M3 46, XX, t(15;17)(q22;921) 100.000 51.000
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38 6 meses LMA-M5 46, XY, 1(9;11)(p22;923) 45.500 67.000

42 10 meses LMA-M5 46, XY, der(1)t(1;8)(g21;p21), der(8)t(1;8)(q31;p21), 53.900 29.000
der(11)ins(11;1)(gq23;921931)

44 17 anos LMA-M1 46, XX, del(12)(p12) NA NA

46 16 anos LMA-M3 47, XX, 1(15;17), +8 1.700 13.000

49 16 anos LMA-M3 46, XY, 1(15;17)(q22;021) 1.920 29.500

53 10 anos LMA-M2 46, XY, 1(8;21)(q22;922) [23)/ 46, XY [2] 140.000 19.000

55 11 anos LMA-M2 46, XY, 1(8;21)(q22;q22) [3]/ 46, XY [28] NA NA

57 3 anos LMA-M3 46, XY, t(15;17) [13)/ 46, XY [5] 88.300 27.000

59 lae6m LMA-M5 46, XY, inv(10)(pq),ins(11;10)(q23/p12p13)[13/ 46, XY[6] 8.900 208.000
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62 4 anos LMA-M1 46, XY, 1(8;21)(g22;922) [15]/ 46, XY [5] NA NA

65 16 anos LMA-M3 Sem mitose 1.600 NA

67 14 anos LMA-M5 Sem mitose- MLL negativo NA NA

69 2 anos LMA-M5 46, XY, 1(1;11)(q21;923) NA NA

72 9 anos LMA-M3 46, XY, 1(15;17)(q22;021) 13.400 48.000

74 6 anos LMA-M3 46, XX[25] 306.480 16.000

77 8 anos LMA-M4 46, XY, del(7)(g21) 68.200 147.000

79 13 anos LMA-M3 46, XY[25] — PML/RARA 24.700 33.000
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82 13 anos LMA-M1 45, X, -X, 1(8;13)(q22;g34) [18]/ 46, XX, t(8;13)(q22;q34) [1] NA NA

83 7 meses LMA-M2 47, XX, +8, t(11;19)(q23;p13) 20.180 442.000

84 16 anos LMA-M1 46, XX, t(6;11)(q27;923) NA 16.000

NA- Nao avaliado

129



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo cromossémico consecutivo multicéntrico da Leucemia Mieléide Aguda
da Infancia

Nome do
Voluntario:

Vocé, em breve, sera submetido a um estudo citogenético. Por isso esta sendo
convidado a participar de uma pesquisa que envolve andlise cromossdmica de
células de aspirado de medula 6ssea ou de sangue periférico.

Os estudos citogenéticos sao coadjuvantes no diagnostico morfolégico e de
um fator de risco de recaida da doenca. Além disso, estes estudos sdo a base
fundamental para detectar genes envolvidos na leucemogénese e contribuir para o
desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos. Atualmente, a Organizacéo
Mundial da Saude inclui o diagnostico citogenético de pacientes com hemopatias
malignas para classificar o diagndstico clinica e o risco de recaida da doenca.

Este estudo contribuira como desenvolvimento clinico, diagnostico e
experimental dos pacientes com leucemia mieldide aguda da infancia.

Para vocé decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer

seus beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Descrever os grupos com alteracfes citogenéticas dos pacientes pediatricos
com LMA, correlacionando-os
com os aspectos clinicos e prognosticos.

Detectar a porcentagem de anomalias cromossémicas da LMA na infancia.
Correlacionar as anomalias cromossbmicas presentes no diagndstico com a
evolucdo da doenca. Caracterizar anomalias variantes através de processos

moleculares.

PROCEDIMENTO DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo citogenético sera coletado 2
amostras do seu aspirado de medula 6ssea , pelo procedimento de puncao de
medula éssea ou sangue periférico numa quantidade variante de 5 a 10 mililitros

(referente a uma colher de sopa) para serem submetidas a exame de citogenética. A
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amostra de aspirado de medula 6ssea ou sangue periférico sera encubado e sera
cultivada, a partir deste material, uma cultura celular, onde o objetivo é obter
metéfases, as quais serdo devidamente estudadas, por microscopia Optica,
apontando as anomalias cromossdmicas envolvidas na LMA da infancia.

Para exames envolvidos neste estudo sera utilizada uma parte do material

(sangue) obtido para realizacdo de exames rotineiros.

RISCOS

O seu tratamento sera 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo. A
coleta de aspirado de medula 6ssea ou sangue periférico para o estudo coincidira
com a coleta de aspirado de medula 6ssea ou sangue periférico para 0s exames
rotineiros de forma a ndo ser prevista puncédo de medula 6éssea ou venosa adicional.
Essas puncgdes para exames laboratoriais, que sao parte de seu tratamento regular,
podem resultar em dor no local da pun¢do ou manchas rochas transitéria chamadas
de esquimoses. No entanto, essas coletas de material ndo oferecem maior risco a

sua saude, uma vez que, séo realizadas por profissionais especializados.

BENEFICIOS

O estudo citogenético sera de grande relevancia para o seu tratamento pois
permitird o fornecimento de indicacdo diferencial de diagnéstico e escolha de
tratamento apropriado para o risco da doenca e possibilita a cura da doenca.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Aléem da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros medicos
poderdo ser consultados pelo Comité de Etica do Hospital do Cancer | / INCA e
equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome ndo serad revelado ainda que
informacdes de seu registro médico sejam utiliadas para propoésitos educativos ou de

publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.
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TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano recorrente do desenvolvimento deste projeto de
pesquisa, e que necessite de atendimento médico, ficara a cargo da instituicdo. Seu
tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacdo neste

estudo.

CUSTOS

N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua

participacéo no estudo.

BASES DA PARTICPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo este estudo é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper
sua participacdo a qualguer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos
quais vocé tem direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo o
estudo a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras pra 0s
exames relativos ao estudo seréd imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participacao

no estudo sa qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacao.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Noés estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer
momento do estudo. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Maria Luiza Macedo
Silva no telefone (21) 22566701. Se voceé tiver perguntas com relacédo a seus direitos
como participante do estudo clinico, também pode com uma terceira pessoa
imparcial, a Coordenadora do Comité de Etica do Instituto Nacional do Cancer Dra.
Adriana Scheliga — Rua André Cavalcanti, 37, telefone (21) 32331410.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes acima e entendi o proposito deste estudo assim como 0s
beneficios e riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de
fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente
meu consentimento para participar neste estudo.

Entendo e poderei ser submetido a exames de sangue adicionais aos
necessarios a meu tratamento e ndo receberei compensacgéo por minha participacéo
neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)
/ /
(Assinatura de testemunha, se necessario) diaa més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes
relevantes deste estudo ao paciente indicado acima e/ou
pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa que obteve o0 consentimento) dia més ano
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A @ INCA

INSTITUTO WACIONAL DR Chwcre

Afo): Dr(a) Maria Luiza Macedo Silva Rio de Janeiro, 19 de margo 2008
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n” 088/07 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: “Estudo cromossoémico consecutivo multicéntrico da Leucemia Micloide Aguda
da Infancia”

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informamos abaixo a composigio do Comité de Ftica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Céancer que analisou ¢ aprovou o estudo acima especificado.

Adriana Scheliga Médica Oncologista Clinica HC | - Coordenadora
André Marcelo Machado Soares Tedlogo / Filésofo Extra INCA
Carlos Frederico de Freitas Lima Médico Cirurgidio Mastologista H CIII
Carlos Henngue D Silva Médico HC IV — Coordenador Substituto
Céla Helena Fernandes Costa Enfermeira - HC |
Cliudio Calazan do Carmo Médico Oncologista - HC 1
llce Ferrcira da Silva Enfermeira HC 11
Ivan da Costa Marques Matemdtico Exara INCA
José Bines Médico Oncologista HC 111
José Claudio Casali Médico Coordenador do Banco de Tumores
Marcelle Coelho de Rosario Advogada Extra INCA
Maria Beatriz Kneipp Dias Divisiio de atengiio oncologica/ CONPREV
Maria de Fétima Batalha de Menezes | Enfermeira - HC [
Martin H Bonamino Bidlogo, do Laboratdrio de Medicina Expenmental/CPQ
Miguel Angelo Martins Moreira Bidlogo da Divisiio de Genética/CPQ
Walter Esteves Pieiro Advogado Extra INCA
Wilza Barbosa Felippe Enfermeira da Comissdo de Infecgdo Hospitalar do HC 111
Atenciosamente
Dra. Adriana Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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ASTITUE0 NACYONAL D¢ Chacin
A(0): Dra. Maria Luiza Macedo Silva Rio de Janeiro, 26 de setembro de 2013.
Pesquisador Principal

Registro CEP n® 88/07 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)
Titulo do estudo: Estudo cromossdmico consecutivo multicéntrico da Leucemia Mieldide Aguda
da Infincia

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer
analisou ¢ aprovou o Relatorio parcial datado de 22/8/13, relacionado ao estudo acima,

em sua reunifio de 16 de setembro de 2013.

Atenciosamente,
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