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RESUMO

A Mielofibrose (MF), conhecida também como Metaplasia Mieldide Agnogénica ou
Mielofibrose Crbnica Idiopatica, € a menos frequente das neoplasias
mieloproliferativas, sendo uma doenca clonal ocasionada pela transformacao
neoplasica de célula hematopoiética pluripotente acompanhada de alteracdes
reacionais intensas do estroma medular com fibrose colagénica, osteoesclrose e
angiogénese. A MF é caracterizada por citopenias e/ou leucocitose,
leucoeritroblastose, fibrose progressiva da medula d&ssea e hematopoiese
extramedular com esplenomegalia. A patogénese molecular ainda € desconhecida e
envolve varias alteragdes citogenéticas. O principal objetivo deste estudo foi investigar
a presengca de rearranjos cromossOmicos em pacientes com MF. A analise
cromossOmica por microarranjos (CMA) permitiu ampliar o alcance e a sensibilidade
na deteccdo de delecbes e duplicagbes submicroscopicas para a compreensao de
seus papeis que podem influenciar o diagndsitico, prognostiico e evolugédo da MF e
tem revelado alteragbes associadas a MF. Foram selecionados 16 pacientes, sendo
13 com mielofibrose primaria e 3 pacientes com MF pés TE (MF pés trombocitemia
Essencial). Em todos eles foi realizada uma investigagdo de alteragdes
cromossdmicas submicroscépicas por meio da CMA utilizando a plataforma Affymetrix
CytoScan™750k (Affymetrix, EUA) e CytoScan HD. A citogenética convencional
revelou anormalidades cromossémicas em 3 dos 16 casos (18,75%), enquanto que a
analise de microarranjos cromossOmicos detectou variagdes no numero de copias
(CNV) ou segmentos de perda de heterozigose (LOH) em 10 de 16 (62,5%) pacientes.
Estes incluiram 48 LOHs, 14 delegbes, uma trissomia e uma duplicacdo. Dez
pacientes apresentaram anormalidades cromossémicas multiplas, variando de duas
a treze CNVs ou LOHs. As alterag¢des incluiam um total de 6196 genes, sendo 69 ja
associados com cénceres e 17 descritos em neoplasias hematologicas. Considerando
que a maioria das CNV identificadas foram menores do que a resolucéo do cariotipo
e a alta frequéncia de LOHs em nosso estudo, propomos que as plataformas de
microarranjo cromossdmico que combinem oligos e polimorfismo de unico nucleotideo
(SNP) devem ser investigadas como um teste genético de primeira linha para auxiliar
o diagndstico em pacientes com mielofibrose.

Palavras chaves: Mielofibrose, microarranjo cromossdmico, perda de heterozigose,

rearranjos cromossOmicos.



ABSTRACT

Myelofibrosis (PM), also known as Agnogenic Myeloid Metaplasia or Idiopathic
Chronic Myelofibrosis, is the least frequent of myeloproliferative neoplasms. It is
characterized by a clonal disease caused by the neoplastic transformation of
pluripotent hematopoietic cells accompanied by intense reactional alterations of the
medullary stroma with collagen fibrosis, osteosclerosis and angiogenesis. It is
characterized by cytopenias and / or leukocytosis, leukoeritroblastosis, progressive
fibrosis of the bone marrow and extramedullary hematopoiesis with splenomegaly.
Molecular pathogenesis is still unknown and involves several cytogenetic changes.
The main goal of this study was to investigate the presence of chromosomal
rearrangements in patients with MF Chromosome Microarray Analysis (CMA) has
allowed increasing the sensitivity in the detection of submicroscopic deletions and
duplications and the understanding of their roles in the pathogenic processes and has
revealed alterations associated with MF. Sixteen patients were selected, 13 of whom
had primary myelofibrosis and 3 patients with myelofibrosis pos- ET. In all of them, an
investigation of submicroscopic chromosomal alterations was performed using the
Affymetrix CytoScan ™ 750k (Affymetrix, USA) and CytoScan HD platform.
Conventional cytogenetics revealed chromosomal abnormalities in 3 of the 16 cases
(18.7%), whereas the analysis of chromosomal microarrays detected variations in
number of copies (CNV) or loss of heterozygosity change (LOH) in 10 of 16 (66,5%)
patients. These included 48 LOHSs, 14 deletions, one trisomy and one duplication. Ten
patients had multiple chromosomal abnormalities, ranging from two to thirteen CNVs
or LOHSs. The alterations encompassed a total of 6196 genes, 69 asociated to cancers
and 17 described in hematological malignancies. Considering that most of the CNVs
identified were smaller than the resolution of the karyotype and the high frequency of
LOHSs in our study, we propose that chromosomal microarray platforms that combine
oligos and single nucleotide polymorphism (SNP) should be used as a genetic test of
the first line to aid the diagnosis in patients with myelofibrosis.

Keywords: myelofibrosis, Chromosome microarray, copy-neutral loss of

heterozygosity, chromosome rearrangements.
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1 INTRODUGAO

Desde a descoberta do cromossomo Philadelphia na leucemia mieloide crénica
(LMC) por Peter Nowell e David Hungerford em 1960, centenas de alteragdes
genéticas tém sido identificadas e descritas em canceres humanos, nao somente em
malignidades hematologicas, mas em uma grande variedade de cénceres solidos (
Sato-Otsubo e cols, 2012).

Os canceres humanos mostram uma diversidade de alteragdes genéticas
variando, de lesbes na escala cromossémica, como translocacdes, duplicacdes,
perdas de grandes segmentos cromossdmicos, a substituicdo de pequenos
nucleotideos, inser¢des e delegdes (Nannya e cols, 2005; Sato-Otsubo e cols, 2012)

Tem sido estabelecido que alteragdes genéticas sdo o centro do
desenvolvimento de canceres, determinando comportamentos clinicos e bioldgicos.
Algumas alteragdes genéticas, como translocagdes recorrentes, sdo altamente
especificas para determinados tipos de doengas ou ligadas a tumores histologicos,
enquanto outras sdo comumente observadas em um amplo espectro de tipos de
canceres, indicando papéis mais gerais dessas alteragbes genéticas na
carcinogénese (Nannya e cols, 2005; Sato-Otsubo e cols, 2012). Essas alteragdes
tém sido melhor exemplificadas nos canceres hematoldgicos em que as mudangas
genéticas subjacentes foram estudadas de forma mais abrangente (Grinwade e cols,
1998; Santos e cols, 2011).

A identificagdo dessas alteragbes genéticas ndo s6 contribuiu para revelar a
patogénese molecular subjacente dos canceres, mas também possibilitou o
desenvolvimento de novos diagndsticos, terapéuticas e monitorizagdo sensivel do
tumor que visam essas alteragdes especificas (Sato-Otsubo e cols, 2012).

Nos pacientes que apresentam suspeitas de altera¢gdes genéticas o exame
inicial para a investigacdo de analises das anormalidades cromossémicas
encontradas é o cariétipo com bandeamento G, uma técnica de citogenética

convencional (Hussein e cols, 2009; Pratte-Santos e cols,2016).
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A analise da citogenética convencional tem sido util para obter informagdes
sobre o prognaostico e/ou diagnostico de muitas malignidades hematoldgicas, incluindo
a leucemia mieldide aguda (LMA), sindrome mielodisplasicas (SMD) e nas neoplasias
mieloproliferativas (NMP) (Tefferi e cols, 2009; Stegelmann e cols,2010; Hahn e cols,
2014). Essas NMP s&o doengas de uma ativagdo clonal da célula tronco
hematopoiética que apresentam como caracteristicas uma proliferagdo aumentada
das células da linhagem mieldide por uma mutagdo somatica (Visani e cols, 2011;
Vainchenker e Kralovics, 2017).

A citogenética convencional apresenta limitagdes técnicas, pois n&do consegue
detectar delegdes ou duplicagbes gendmicas com dimensdes menores do que 4-10
megabases (Mb), dependendo da regidao cromossdmica (Siggberg e cols, 2010; Visani
e cols, 2011: Brecqueville e cols, 2014).

Para a deteccdo de alteragcbes cromossOmicas menores que 4-10 Mb é
demandada a utilizagdo de técnicas com maior poder de resolugdo (Visani e cols,
2011; Sato-Otsubo e cols, 2012). O desenvolvimento de novas técnicas de
investigacdo cromossOmica, tais como a analise por microarranjos (CMA), tem
permitido o reconhecimento de alteragdes no numero de copias do genoma. Com isto,
tornou-se possivel detectar microdele¢gées ou microduplicagcées de até 40 Kb, uma
resolugado no minimo 100 vezes superior a do cariétipo convencional (Hastings e cols.,
2009; Wain e cols, 2009; Song e Shao, 2016). E reconhecido que rearranjos
cromossOmicos submicroscopicos estdo envolvidas no desenvolvimento do cancer e
podem surgir durante a progressao do tumor, influenciando o fenétipo e o prognéstico
(Visani e cols, 2011; Sato-Otsubo e cols, 2012).

Com o advento destes exames que analisam o genoma completo foi possivel
reconhecer que parte da diversidade do genoma se deve a presenga de variantes de
numeros de cépias (CNVs) nas regides gendbmicas. As CNVs sao regides ampliadas
ou deletadas que variam em tamanho de intermediario (1-50 Kb) para grandes (50Kb-
3 Mb) e sdo reconhecidas como uma importante fonte de variabilidade do genoma
humano (Sebat e cols, 2004; Redon e cols, 2006).

A CMA apresenta maior resolugdo em relacdo ao cariétipo, sendo assim,
delecdes e duplicagbes pequenas podem ser visualizadas (Stegelmann e cols, 2010;
Visani e cols,2011). O refinamento dos segmentos pode também permitir mapear os
genes que podem estar envolvidos nas malignidades hematoldgicas (OKeefe e cols,
2010; Visani e cols, 2011).
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A introdugédo de Polimorfismo de nucleotide unico (SNP) as plataformas de
analise por microarranjo permitiu que, além das CNVs, sejam detectados segmentos
de auséncia (AOH) ou perda de heterozigose (LOH). Esses segmentos correspondem
aregides onde ha dissomia uniparental (UPD), sem alteragdes simultaneas no niumero
de copias de genes. Esses defeitos sdo atribuidos a erros de recombinag&o mitética
em células somaticas e estdo sendo cada vez mais associados a uma variedade de
neoplasias (OKeefe e cols, 2010; Visani e cols, 2011; Sato-Otsubo e cols, 2012;
Brecqueville e cols, 2014).

As LOHs, bem como CNVs, constituem marcadores de clonalidade. As areas
anteriormente detectadas sao frequentemente identificadas em varios tipos de cancer,
incluindo malignidades hematoldgicas (Maciejewski e Mufti, 2008).

A LOH tem sido foco de atencéo recente na genética do cancer, especialmente
nas neoplasias hematopoiéticas. Representa um estado alélico anormal, no qual
ambos os alelos existentes tém uma unica origem parental e, portanto, sendo também
chamada de UPD (OKeefe e cols, 2010; Visani e cols, 2011; Brecqueville e cols,
2014).

A LOH pode ser classificada quanto a sua origem ou sua localizagdo. LOH pode
ter uma derivagao clonal adquirida ou uma derivacédo constitucional e n&o clonal. O
LOH nao-clonal pode ser o resultado de um evento mitético embrionario precoce,
levando a um mosaicismo, ou pode ser verdadeiramente constitucional. A LOH
constitucional pode surgir de autozigose ou eventos meidticos, como alteragdo de
trissomias, duplicagdo ou monossomia (McQuilan e cols, 2008; OKeefe e cols, 2010).
As regides de AOH e LOH podem ser encontradas em populagdes saudaveis
entretanto sao regides de até 4 Mb, em particular em grupos étnicos consaguineos
(McQuilan e cols, 2008),

1.1. LOH em neoplasias hematolégicas

A recombinagao mitética é considerada a maior contribuicido para adquirir a
LOH (Young e cols, 2006). Na leucemia linfocitica cronica (LLC), a neoplasia
mieloproliferativa (NMP), sindrome mielodisplasica (SMD) e leucemia mieldide aguda
(LMA) estao associadas a um aumento significativo da incidéncia da LOH com a idade
(OKeefe e cols, 2010).
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Os processos extrinsecos que levam dano ao DNA estdo sendo implicados na
geracédo da LOH, pois, se o tratamento com quimioterapia prejudica DNA, também
pode contribuir para o aumento da LOH, como ja observado na leucemia mielbide

aguda, linfoma folicular ou leucemia linféide aguda (OKeefe e cols, 2010).

1.2. Neoplasias Mieloproliferativas classicas (NMP)

As Neoplasias Mieloproliferativas (NMP) s&o um grupo de diferentes doencgas
que sao caracterizadas pela proliferagdo anormal de células da linhagem miel6ide
diferenciadas com a origem clonal numa célula progenitora hematopoiética (Visani e
cols, 2011; Salati e cols, 2016; Thoenissen e cols, 2016; Vainchenker e kralovics,
2017; Zhou e cols, 2018).

O conceito de disturbios mieloproliferativos foi desenvolvido por Dameshek em
1951, no qual ele descreveu essas condicbes como sendo caracterizadas pela
proliferacdo excessiva de precursores hematopoiéticos na medula 6ssea e producao
excessiva de células sanguineas maduras. O termo neoplasia mieloproliferativa foi
introduzido em 2008 na 4a edigao da Classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) de Tumores de Tecidos Hematopoiéticos e Linfoides para sublinhar a natureza
clonal dos disturbios mieloproliferativos (Swerdlow e cols, 2008). Uma revisao foi feita
em 2016 e sao classificadas em: leucemia mieloide crénica (LMC), BCR-ABL1 +;
leucemia neutrofilica cronica (LNC); policitemia vera (PV); mielofibrose primaria
(MFP), com estagio precoce/ pré fibrotico e MFP (estagio fibrético); trombocitemia
essencial (TE); leucemia eosinofilica crénica ndo especificada (LECNE) ; e MPN,
inclassificavel ( Arber e cols, 2016; Rumi e Cazzola, 2017)

Dentro das NMPs ,temos as chamadas NMPs classicas que sao classificadas
em trés tipos: Policitemia Vera (PV), Trombocitemia Essencial (TE) e a Mielofibrose
primaria (MFP), que apresentam complicagbes frequentes relacionadas a doenca,
como trombose venosa e arterial, hemorragias € o risco para a transformagéao

leucémica (brecqueville e cols, 2014; Vainchenker e Kralovics, 2017).
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As NMPs classicas sdo doencgas que apresentam caracteristicas comuns, com
manifestagdes clinicas semelhantes e uma possibilidade de progressdo da PV e TE
para a MF, caracterizando a MF secundaria (Hultcrantz e cols, 2012; Moulard e cols,
2014; Rumi e Cazzola, 2017). O estudo citogenético deve ser considerado junto com
a biopsia da medula 6ssea, importante para o diagnéstico das NMPs. (Boiocchi e cols,
2013; Rumi e Cazzola, 2017).

Em geral, a expectativa de vida dos doentes com NMPs é inferior ao da
populagao, apresentando uma sobrevida média aproximadamente de 20 anos para a
TE, 14 anos para PV e 6 anos para MFP. Um dos riscos das NMPs € a evolugéo para
a leucemia, sendo que na PV a taxa de transformacdo leucémica vai 2,3%, a
7,9%,enquanto que na TE é de 2,3%, entretanto, na TE a evolugéo fibrética é mais
frequente que a transformacao leucémica (Titmarsh e cols, 2014; Srour e cols, 2016).
Na MFP a taxa de transformacéo leucémica é variavel, podendo ser de 11 a 35% aos
3 anos e em até 65% aos 5 anos (Roman e cols, 2016; Lussana e Rambaldi, 2017).
Os fatores que podem alterar negativamente a sobrevida sédo, na PV e TE, idade
avancgada, leucocitose, trombose e alteragbes no cariétipo (Roman e cols, 2016;
Lussana e Rambaldi, 2017), enquanto que na MFP sao fatores de progndstico
desfavoravel: idade maior que 65 anos, anemia, leucocitose, presenca de blastos
circulantes >3%, sintomas constitucionais (febre, dor 6ssea, sudorese noturna e
caquexia), alteragdes no cariétipo, necessidade de transfusao e plaquetopenia. Todos
estes fatores sao indicados no escore Sistema de Escore Prognéstico Internacional e
Dinamico (DIPSS plus) (Brecqueville e cols, 2014; Lussana e Rambaldi, 2017).

A PV é caracterizada ndo somente pelo excesso de eritrocitos e predominancia
da linhagem eritréide, mas também é associada com uma hiperplasia variavel das
linhagens granulociticas e megacariocitica (Rumi e cols, 2011; Visani e cols, 2011). A
PV tem um risco para MF secundaria ou em LMA e/ou SMD de 5 a 15% depois de 10
anos da doenca (Rumi e Cazzola, 2017).

A TE apresenta como caracteristicas uma contagem de plaquetas aumentadas
com a presenga de hiperplasia megacariocitica (Stegelmann e cols,2010; Brecqueville
e cols, 2014; Hahn e cols, 2014;Salati e cols, 2016), enquanto a MF, a doencga pode
ser primaria (MFP) ou resultado da progressdo de uma PV (MF pés PV) ou TE (MF
pos- TE), sem diferengas nas caracteristicas clinicas e histoldgicas (Gilles e cols,
2017; Rumi e Cazzola, 2017). Neste trabalho daremos uma énfase maior a

mielofibrose primaria e secundaria.
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1.2.1 Fisiopatologia da Mielofibrose primaria

A MFP é a que mais apresenta caracteristicas variaveis dentro das NMPs
classicas e tem como caracteristicas uma expanséo de granulécitos e megacariocitos
na medula éssea, acompanhada de alteragdes reacionais intensa do estroma medular
com fibrose colagénica, osteoesclerose e angiogénese (Stegelmann e cols,2010;
Brecqueville e cols, 2014; Salati e cols, 2016). Também na MFP podemos encontrar
citopenias e/ou leucocitose, leucoeritroblastose, hematopoiesee extramedular,
hepatoesplenomegalia (Tefferri e cols, 2009; Conchon e cols, 2015; Vainchenker e
Kralovics, 2017). A MFP apresenta duas fases diferentes, uma fase pré-fibrética,
inicial, com medula 6ssea hipercelular que pode evoluir até a substituicdo do tecido
hematopoiético por fibras reticulinicas (fase fibrética). As causas principais que podem
levar a Obito sdo: uma evolugdo para a leucemia aguda (11-20%), infecgdes,
sangramentos, tromboses, faléncia cardiaca, hepatica, respiratéria e hipertenséo
portal (Rum e cols, 2014; Gilles e cols, 2017;Lussana e Rambaldi, 2017; Spivak,2017;
Zhou e cols, 2017).

1.2.2. Trombose

As NMPs classicas compartilham muitas caracteristicas clinicas e moleculares
em comuns, incluindo o aumento do risco de trombose e transformacéo leucémica
(How e Sthepen, 2017). As tromboses arteriais e venosas sdo uma das principais
causas de morbidade e mortalidade nas NMPs. A incidencia de trombose é estimada
em 11-39% dos pacientes com PV, 8-29% da TE e em 3-7% na MFP (How e Sthepen,
2017).

A trombose venosa pode ocorrer em locais anatdmicos incomuns, como a
trombose venosa esplancnica ou cerebral. Sdo fatores de risco a idade maior que 60
anos, histéria prévia de eventos tromboéticos, obesidade, hipertensao, hiperlipidemia,
bem como o aumento nas contagens das células (leucocitose, eritrocitose e
trombocitose) e a presenga da mutagao JAK2 V617F (Barbui e cols, 2013; How e
Sthepen, 2017; Zhou e cols, 2018).
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Os eventos trombodticos ocorrem porque os precursores das plaquetas, os
megacariocitos, sao hiperativados e com isso ocorre uma maior mobilidade,
agregacao, quimiotaxia e maior produgao de plaquetas anormais. Estas plaquetas
anormais aumentam a expressao da selectina P que atrai mais leucdcitos levando a
lesdo plaquetaria e uma maior liberagdo da tromboplastina (fator tissular) que ativa os
fatores pro-coagulantes e aumentam a formagéo da fibrina (Figura 1) (Barbui e cols,
2013; How e Sthepen, 2017). Outras mutagdes encontradas nas NMP, como MPL e
CALR, estédo raramente associadas com eventos tromboticos (How e cols, 2017).

Figura 1. Patogénese da trombose na Policetemia vera, Trombocitemia Essencial e
Mielofibrose primaria, monstrando o envolvimento dos eritrécitos, neutréfilos e plaquetas na
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Adaptado de: Barbui e cols, 2013.

1.2.3. Fibrose medular

Na mielofibrose primaria, a fiborose medular € uma caracteristica patoldgica
central e o principal critério de diagnéstico da mielofibrose segundo a OMS. A
expressao aumentada de citocinas inflamatorias, a ativacao da via JAK-STAT que
pode levar ao crescimento dos megacariécitos, independentes de citocinas, foram

todos implicados na patogénese da fibrose da medula 6ssea (Zahr e cosl, 2016).
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A fibrose medular é decorrente da proliferacédo clonal da celula hematopoiética
que leva a hiperplasia de megacariécitos e mondcitos que passam a liberar fator de
crescimento fibrinogénico (Chauffaille, 2010). Estes megacariécitos alterados
produzem maior quantidade de plaquetas, especialmente de plaquetas anormais e
fatores de crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o
fator estimulador de megacariécitos, as trombospondinas (TSP-1 e 2), interleucina
(1IL-1) (interleucina 1) e o fator basico de crescimento de fibroblastos (FGF-2) (Zahr
e cols, 2016; Zhou e cols, 2018).

Outras citocinas inflamatérias também foram implicadas na fibrose medular
como, IL-8, IL-1a e fator de cresimento e transformagéo beta (TGF-$), que promovem
uma alteragao local na medula, desregulando as celulas troncos hematopoiéticas e
levando ao remodelamento da medula por secre¢do de citocinas que conduzem a
mielofibrose. Essas citocinas promovem a neoosteogénese por induzir a diferenciagao
osteoblastica através do TGF- 31 e inibir a diferenciagao dos osteoclastos através da
osteoprotegerina (Vainchenker e Kralovics, 2017). Existe uma emperipolese de
neutrofilos que leva a liberagdo de TGF-3, PDGF e FGF-2 a partir de granulos alfa
presentes nos megacariocitos, como mostra a figura 2..

Figura 2. Patogénese da fibrose, demonstrando o envolvimento dos megacariocitos e

neutrofilos liberando fatores de crescimento que induzem a osteoesclerose e fibrose.
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Um dos fatores de crescimento que tem o papel principal na fibrose é o TGF-
beta,pois, induz a produgao de proteinas da matriz extracelular, como os colagenos
LI, fibronectina, proteoglicanos e tenascina. O depdsito de colageno ocorre
inicialmente no espago extracelular, com o colageno tipo lll, que posteriormente &
substituido pelo tipo | (Agarwal e cols, 2016). Existe uma emperipolese ( passagem
de uma célula através do citoplasma de outra célula) de neutréfilos que leva a
liberagdo de TGF beta, PDGF e FGF a partir de granulos alfa presentes nos
megacariocitos. Essas citocinas causam angiogénese e osteosclerose, fazendo com
que as células do estroma liberem osteoprotegerina.

1.2.4 Evolugao para as leucemias

Em pacientes com MFP, cerca de 11 a 20% dos pacientes podem evoluir para
leucemias, principalmente do tipo agudo (Brecqueville e cols, 2014). Essa evolugao
para leucemia € aumentada com a idade, exposicdo a quimioterapicos e alteracdes
citogenéticas nos cromossomos 1 e 9, como a LOH 9p e duplicagao 1p (Spivak, 2017).

Os pacientes com MFP que apresentam a mutacdo CALR tem menor risco de
evolugao para leucemia, enquanto individuos triplos negativos carregam maior risco

de leucemizag&o (Rumi e cols, 2014; Zhou e cols, 2017).

1.3. Alteragoes citogenéticas e mutagoes nas NMP classicas

O melhor conhecimento das areas da genética e hematologia permitiram
aprofundar na caracterizagdo molecular e etiologia das NMPs classicas, que comegou
com a identificagcdo do cromossomo Philadelphia (Nowell e Hungerford, 1960), bem
como seu conhecimento citogenético e molecular (BCR/ABL). Depois a demonstragéo
do carater clonal da LMC e, um pouco mais tarde das NMPs classicas foram muito
importantes para o conhecimento dessas patologias. Entretanto, o conhecimento teve
um grande avango com a descoberta, em 2005, da mutagado JAK2V617F (Tefferi e
cols, 2008; Santos e cols, 2001; Vainchenker e Kralovics, 2017).
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Pouco tempo depois veio a descoberta de novas mutagdes envolvidas nas
NMPs, como MPL e a CARL (Pikman e cols, 2006; Klampfl e cols, 2013; Nangalia e
cols, 2013), tudo isso aliado com avangos na epigenética com a identificacdo de outras

mutagcdes envolvidas nos desequilibrios epigenéticos de modulagdo da expressao

genética, como os ASXL1, TET2, DNMT3A e IDH % (Green e Bear, 2010; Stelmann

e cols, 2011; Vainchenker e Kralovics, 2017)

As anormalidades no cariétipo sao detectadas em menos de 5% nos pacientes
com TE, 15% dos pacientes com PV e de 30-50% dos pacientes com MFP (Tefferi e
cols, 2009; Visani e cols, 2011; Brecqueville e cols, 2014; Vainchenker e Kralovics,
2017).

Na MFP as alteragbes citogenétics mais prevalentes sdo del(20q), del(13q),
trissomia do 9 e alteragbes do cromossomo 1, que representam um prognostico
favoravel (Hussein e cols, 2009; Caramazza e cols, 2011; Visani e cols, 2011;
Boiocchi e cols, 2013).

Também na MFP um cariétipo complexo, ou anormalidades incluindo +8,
del(7)/ del(7q), del(5)/ del(5q), i(17q), inv(3), del(12p) ou rearranjo 11923 como
prognoésticos desfavoraveis. (Hussein e cols, 2009; Caramasa e cols, 2011;
Brecqueville e cols, 2014).

As mutagdes que estdo presentes nas NMPs podem ser classificadas em dois
grupos diferentes, por um lado as chamadas mutacdes driver que sdo a JAK2V617,
MPL e a CARL, sao mutuamente exclusivas e responsaveis por determinar o fenétipo
com as caracteristicas mieloproliferativas (Andrikovics e cosl, 2010; Barbui e cols,
2013; Boiocchi e cols, 2013). Temos também as mutac¢des nado driver ou colaborativas
que podem ter influéncia na progressdao das doengas e seus prognodsticos
(Vainchenker e Kralovics, 2017).

1.3.1 Mutagoes driver

As NMPs sao caracterizadas pela desregulacdo das vias de sinalizagao
intracelular e associam-se a mutagdes envolvidas em vias celulares, como a
sinalizagao dos receptores das citocinas e a regulagdo da expressao genética, quer

através de fatores de transcri¢cdo, quer através de reguladores epigenéticos.
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Desse modo, as mutacdes nas NMPs sao classificadas em driver, que sao
responsaveis pelo fenodtipo mieloproliferativo e as mutagbes nao driver ou
colaborativas (Tefferi, 2016). Mais de 85% dos pacientes com MF tém mutacao
mutuamente exclusiva em um dos seguintes trés genes driver: JAK2 (60-65%), MPL
(5%) ou CALR (25 a 35%). Aproximadamete 10% dos pacientes ndo possuem
nenhuma das mutagdes driver, sendo chamados triplo-negativos que apresentam um
prognéstico ruim e demonstram uma alta taxa de transformacgéao leucémica (Figura 3)
(Alshemmari e cols, 2016; Rumi e Cazzola, 2017).

Figura 3. Presenca das mutagdes driver nas neoplasias mieloproliferativas classicas.
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1.3.1.1 JAK

A proteina JAK2, pertencente a familia das Janus quinases, € uma tirosina
quinase, que é fosforilada em resposta a acao de diversas citocinas, ativando assim
diferentes vias de sinalizagao intracelular e participando do processo de transdugao

do sinal.
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Trata-se de uma mutagdo pontual onde ocorre a substituicdo de uma guanina
por uma timina no éxon 14 do gene JAKZ2, levando a substituigdo de um aminoacido
valina por fenilalanina na posicdo 617 da proteina codificada (JAK2V617F). Esta
alteracdo é somatica, adquirida e encontradas nas celulas da linhagem eritréide e
mieldide (McNally e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017)

A mutagcdo JAKZ pode dar origem a trés doencgas fenotipicamente distintas
(PV,TE e MFP), sendo a teoria mais aceita € de que o nivel da atividade quinase
gerada pela mutagéo determinaria o perfil da doenca.

A carga alélica da mutacao JAK2 pode variar de 1 a 100%, sendo que em niveis
baixos de atividade quinase favoreceria o fenétipo megacariocitico (TE), e altos niveis
um fendtipo eritréide (PV). Quando a atividade da quinase fica sustentada,
dependendo do nivel e tempo de exposigao, levaria a MF, sendo que na maioria das
vezes a carga € alta (Monte-Mor e Costa, 2008; Vainchenker e Kralovics, 2017;
Hubbard, 2018).

A presenca de uma pequena parcela de pacientes com PV sem a mutacao
JAK2V617F éxon 14 levou a busca para uma investigagdo de outras mutagdes na
propria JAK2 e/ou em outros membros da familia da JAKZ2 e permitiu a identificacéo
de mutacdes adquiridas no éxons 8, 12, 13, 14 e 15 em pacientes com JAK2V617F
positivos ou ausentes (Tefferi e cols, 2009; Scott, 2011; Salati e cols, 2016). No
mecanismo de sinalizagdo celular normal, os eritrocitos, leucocitos e megacariécitos
sao estimuladas a crescer e a proliferar quando os fatores de crescimento, tais como:
fatores de estimulacdo de colénia de granuldcitos e mondcitos (GM-CSF),
interleucinas (ILs),eritropoetina (Epo), trombopoetina (TPO), interferon-y (IFN-y) e os
horménios de crescimento e leptina se ligam aos receptores JAK-dependentes:
receptores de eritropoietina (Epo-R), leucemia mieldide ou receptor de trombopoetina
(MPL ou Tpo-R) e o receptor do fator estimulador de coldnias de granuldcitos (G-
CSF-R) (Kralovics e cols, 2005; Jatiani e cosl, 2010; McNally e cols, 2016;
Vainchenker e Kralovics, 2017). (Delhommeau e cols, 2007; McNally e cols, 2016) .
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1.3.1.2 MPL

A mutacao MPL, identificado como um oncogene viral, pode ser encontrada nas
células tronco hematopoiéticas (CTH), plaquetas e megacariécitos, bago e figado,
sendo o unico receptor de citocinas expresso nas CTH. O MPL pode ligar-se a
trombopoietina (TPO) e assim ele regula a megacariopoiese e controla a expansao
(Vainchenker e Kralovics, 2017). Sao desprovidos de atividade quinase e dependente
da ligacdo com a JAKZ para ativar vias de sinalizagdo intracelular (varghese e cols,
2017). A mutacdo MPL é encontrada somente nos pacientes com TE e MFP em torno
de 3-5%, ndo ocorrendo em pacientes com PV (Rozovski e cols, 2017; Vainchenker e
Kralovics, 2017).

1.3.1.3 CALR

Os pacientes com TE (55%) e MFP (65-70%) apresentam mutacdes
JAK2V617F e MPL, ativando a via receptora de citocinas/JAK2. No entanto,
aproximadamente 40% dos pacientes com TE e MFP n&o apresentam mutacdes
recorrentes em genes envolvidos na sinalizagdo. No final de 2013, Klampfi e cols
(2103) e Nangalia e cols (2013) descobriram mutacdes no gene CALR (calreticulina)
em 25-30% de TE e MFP negativas para as mutagbes JAK2 e MPL. Mais de 50
mutacdes foram descritas até agora (Vainchenker e Kralovics, 2017). A CALR foi
originalmente identificada como uma proteina de ligacdo de Ca2 + nos reticulos
endoplasmaticos da maioria das células. Sua funcao principal € desempenhar um
papel critico nos processos de controle de qualidade durante a sintese e dobramento
de proteinas, através da ligac&o a proteinas mal dobradas.

A CALR é encontrada em multiplas localizagdes subcelulares fora do reticulo
endoplasmatico, onde medeia uma variedade de processos celulares, incluindo
depuragéao celular apoptoticas, adeséao celular e migragao celular (Alshemmari e cols,
2016). Além disso, a CALR esta implicada em uma variedade de papéis celulares,
incluindo modulagao da ativacado da resposta de proteina desdobrada e sinalizagao e
armazenamento de Ca2 +, regulagao da expressao de genes sensiveis a esterdides,
acompanhamento na dobragem de proteinas, resposta auto-imune e

neuromodulagdes (Alshemmari e cols, 2016).
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Os pacientes com MFP com mutagdo CALR sao geralmente mais jovens do
que os que apresentam mutagdes JAKZ, e apresentam maior contagem de plaquetas,
menor indice de leucécitos, maior nivel de hemoglobina, menor incidéncia de
mutacdes de spliceosoma e maior sobrevivéncia (Alshemmari e cols, 2016;

Vainchenker e Kralovics, 2017)

1.3.2 Mutagdes nao driver ou colaborativas

Também podemos encontrar outros tipos de mutacdes ditas nao driver ou
colaborativas que podem influenciar a evolugéo e progndstico das NMP, tais como
nos genes CBL, TET2, ASXL1, IDH, IKZF1, LOK, EZX2, DNMT3A, NF1, SUZ, SF3B1
e SRF2 (Brecqueville e cols, 2014). Sdo0 mutagcbes em genes que codificam
reguladores de metilagdo no DNA (TET2,DNMT3A,IDH1/2), modificadores de histonas
(IDH1/2, Polycomb repressor complex 1 e 2), fatores transcricionais (TP53,
CUX1,IKZF1,FOXP1,ETV6,RUNXT), proteinas sinalizadoras (NF1,
NRAS,KRAS,LNK,CBL,FLT3L) e fatores de RNAmM spliceosoma
(SFB1,SRF2,U2AFI,ZRSR2) (Alshemmari e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics,
2017).

As mutacdes ASLX1, EZH2, SRSF2 e IDH1/2 estdao envolvidas com um
prognostico desfavoravel e transformagao leucémica na MF, sendo que ASXL7T tem
um forte impacto na sobrevivéncia, independente do Sistema de Escore Progndstico
Internacional e Dinamico (DIPSS-plus) (Carbuccia e cols, 2009; Brecqueville e cols,
2014; Alshemmari e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017; Zhou e cols, 2017). A
presenca de duas ou mais dessas mutacdes poderia prever a menor taxa de sobrevida
global em pacientes com MFP: mediana de 2,6 anos versus 7,0 anos para 1 mutagéo
versus 12,3 anos sem mutagdes (Alshemmari e cols, 2016). Tem sido relatado que os
pacientes com MFP com perfil de mutagdo CALR +/ ASXL1- tém uma sobrevida mais
prolongada, de aproximadamente 18 anos, em comparagdo com aqueles com CALR-
/ ASXL1 +, enquanto os pacientes CALR +/ ASXL1 + e CALR-/ ASXL1- normalmente
apresentam um risco intermediario no DIPSS plus (Rumi e cols, 2014;Tefferi e cols,
2014; Zhou e cols, 2017).
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As mutagdes nos genes CBL, LNK, NF1 e NRAS sdo mutuamente
exclusivas,mas podem ser encontrados com a mutagcédo JAK. Mutagcdes nos genes
TET2 e DNMT3A sdo mutuamente exclusivas, enquanto que ASXL1,EZH2 e TET2
podem ser concomitantes ou co-ocorrer com a JAK2 ( Carbuccia e cols, 2009;
Brecqueville e cols, 2014; Alshemmari e cols, 2016; Vainchenker e  Kralovics,
2017).

O gene EZH2 é mutado em torno de 5 a 10% nas MFP, mais particularmente
associados com JAK2V617F e tem um prognostico desfavoravel. A forte cooperagéo
entre EZH2 e JAK?2 estao envolvidos na iniciacdo da doenca e a nivel celular, a perda
do gene EZHZ2 aumenta a producdo de plaquetas em relagdo a eritropoiese
(Alshemmari e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017; Zhou e cols, 2017).

Os genes envolvidos no spliceosoma, citados anteriormente, estédo restritos a
TE e MFP, sendo que as mutacbes SRSF2, SF3B1 e U2AF1 estdo associados a
anemia, trombocitopenia. A mutacdo SRSF2 tem uma importdncia para a
transformacao leucémica (Alshemmari e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017).

O DNMTS3A pode predispor para a progressao da doenga para leucemia nas NMP.

1.4. Escores prognosticos na mielofibrose

A MF é uma condigdo com muita variedade de prognéstico, a depender se for
primaria ou secundaria, da severidade das alteragbes na contagem das células no
sangue, da presenca de blastos circulantes e de anormalidades citogenéticas. Por
isso, um sistema de escore para MF é o Sistema de Escore Prognéstico Internacional
e Dinamico (DIPSS), depois modificado para DIPSS plus, no qual foi acrescentada
a necessidade de transfusdo de eritrécitos e também de plaquetas quando menores
do que 100.000/ul e a presenca do cariétipo desfavoravel cariétipo complexo ou uma
ou duas anormalidades que incluem +8, -7/7qg-, i((17q), inv(3), -5/5q, 12p- ou rearranjo
11g23). O DIPSS atribui dois pontos adversos para a hemoglobina < 10 g/dl e a
categorizagao do risco: baixa (0 pontos adversos), intermediaria 1 (1 ou 2 pontos),
intermediaria 2 (3 ou 4 pontos) e alta (5 ou 6 pontos) com respectivas sobrevivéncias
(médias de 15,4; 6,5; 2,9 e 1,3 anos) (Gangat e cols, 2011) e pode ser usado durante

o curso da doencga. (Passamonti e cols, 2010;Brecqueville e cols, 2014).
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No DIPSS plus as categorias de risco sdo: baixo (sem fatores de risco),
intermediario-1 (um fator de risco), intermediario -2 (dois ou trés fatores de risco) e
alto (quatro ou mais fatores de risco) com respectivas sobrevivéncias médias de 15,4,
6,5 2,9 e 1,3 anos. Os escores levam em conta os parametros clinicos-
laboratoriais,evidéncias de que tipo de mutacdo driver pode impactar n sobrevida

global e o risco pra transformacao leucémica.

A mediana global de sobrevida em individuos com mutagdes da CALR, JAK?Z,
MPL ou triplos negativos é respectivamente de 17,7; 9,2; 9,1; e 3,2 anos. Os pacientes
triplo negativos tem maior probabilidade para evoluir para leucemia. Por tudo isso
citado, foi criado um modelo prognéstico que incorpora o perfil mutacional aos dados
de IPSS. O MIPSS (Mutation Enhanced IPSS) tem maior capacidade de predi¢cao de
sobrevida global e sobrevida livre de leucemia que o IPSS (Rumi e cols, 2014;
Vannucchi e cols, 2014; Rozovski e cols, 2017). Este sistema é baseado em oito

fatores, que sao:

- idade > 60 anos (pontuagao 1,5)
-sintomas constitucionais (pontuagéo 0,5)
-hemoglobina < 10 g/dl (pontuagao 0,5)
-plaguetas < 200.000/mm3(pontuacgéo 1,0)
-triplo negativos(pontuagéao 1,5)

-mutagdo JAK2 ou MPL(pontuagao 0,5)
-mutagdo ASXL1 (pontuagéo 1,5)
-mutagcdo SRSF2 (pontuacéo 1,5)

Na mielofibrose tem sido demonstrada a importadncia de alteragdes
citogenéticas e mutagdes somaticas nos progndsticos de pacientes com MF, ent&o foi
proposto o Genetics-Based Prognostic Scoring System (GPSS) (Tefferi e cols, 2014).
Neste sistema utiliza uma classificacdo revisada para citogenética e distingue em
quatro categorias de risco citogenético:

- Muito alto: cariotipo com monossomia, inv(3), i(17q), -7/79-, anormalidade do
11qou 12p

- Alto: cariétipo complexo sem monossomia, duas anormalidades nao incluidas

na categoria de risco muito alto, 5g-, +8 e outras trissomias (exceto +9), e outras
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- Intermediario: 20g-, 1g+, translocagdes isoladas, —Y ou outra anormalidade
em cromossomo sexual

- Baixo: normal, 13g- ou +9 isolados

Com pontuacéao de 2,0 (idade > 60), 3,0 (citogenética de muito alto risco), 2,0
(citogenética de alto risco), 2,0 (triplo negativo), 2,0 (mutagées JAK2,MPL e CARL tipo
2), 1,0 (mutagdes ASXL1 e SRSF2).

1.5. Emprego da CMA em pacientes com mielofibrose

Apesar da CMA ser hoje um importante método para diagndstico e pesquisa de
neoplasias, os trabalhos que utilizam a CMA em amostras de pacientes com MF ainda
sdo escassos. Os primeiros trabalhos a empregar a CMA foram os de Visani (2011) e
Rice (2011).

No trabalho de Visani (2011) os autores estudaram um grupo de 20 pacientes
com mielofibrose primaria detectaram alteracbes em todos os pacientes, sendo que
todos apresentaram um cariétipo complexo. Os autores encontraram recorréncia das
alteracdes del(13q), del(20q), anormalidades no cromossomo 1, trissomia 9 e 8 e
del(5q). Também encontraram diferentes regides de dissomia uniparental (UPD) no
cromossomos 9 (locus JAK2), 139, 1 e no 11 e em 55% dos pacientes apresentaram
a del (20q) com o gene SIRPB1, que é um membro da familia de proteina reguladora
de sinal, pertencendo a superfamilia de imunoglobulina. No entanto, esses autores
utilizaram uma plataforma de microarranjo nédo especifica para a deteccéo de
alteragcdes cromossdmicas e com parametros de analise muito abaixo dos
considerados ideais. Dessa forma, muitos dos achados devem corresponder a erros
de interpretacéo ou a alteracdes constitucionais comuns, classificadas erroneamente
como possivelmente patogénicas.

Rice e cols (2011) estudaram 87 pacientes e identificaram alteragbes
patogénicas no microarranjo em 88% dos pacientes, incluindo CNVs e LOH. As CNVs
foram encontradas no cromossomo 1, trissomia 8 e 9, del(20q), mas as mais comuns
foram aquelas envolvendo o cromossomo 9, incluindo LOH 9p, trissomia 9,
amplificagbes de 9p13.3-23.3, 9933.1-34.13 e 9q934.13. Os autores também
demonstraram que a maioria dos pacientes (86%) com alta carga alélica de JAK2
(>86%) tem a perda de heterozigose no cromossomo 9p devido a uma recombinagao

mitdtica .
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A del (20q) foi encontrada em um paciente com MFP incluindo a regido do gene
ASXL1 que tem mostrado recentemente em 11% dos pacientes com SMD e 7% em
MFP e TE. Também encontraram ganho no cromossomo 1g23.3 englobando o gene
CBL na TE e perda del7q35 abrigando o gene EZH?2.

No trabalho de Brecqueville e cols (2014) utilizando a técnica de CMA em
pacientes com mielofibrose primaria os autores encontraram 54% de CNVs sendo que
as alteragbes mais comuns foram del(20q), del(17q), del(7p), del(9p), del (13q) e
del(1q). Os autores encontraram em 57% dos pacientes com MFP a presencga de
genes associados com um papel conhecido ou potencial na leucemogénese, tais
como ASXL1, CBL, DNMT3A, EZH2, IDH1/2, JAK2, KRAS, LNK, MPL, NF1, NRAS,
PTPN11, SF3B1, SRSF2, SUz12, TET2 e TP53 e sugeriram genes candidatos com
base nas alteragbes encontradas na CMA (BMI4, PPP1R16B RCOR1, SOCS2 e
TRPS1). Eles identificaram um gene novo na MF, PTPN11 que foi associado com
delecdo. Eles também observaram que os genes JAK2, ASXL1, TET2, EZH?2,
DNMT3A, LNK e SF3B1 foram encontrados tanto na MFP como na MF secundaria. A
mutacdo SF3B171 foi encontradana MF pos TE. Os autores demonstraram que as
mutagdes CBL, LNK, MPL, NF1,TET2, DNMt3A, PTPN11 e NRAS foram mutuamente
exclusivas, enquanto que as mutagées ASXL1, EZH2 e o TET2 podem ocorrer
concomitante e coocorrer coma mutacdo JAK2. Os autores demonstraram que a CMA
permitiu a identificacdo de anormalidades ndo detectaveis no cariétipo, em particular
del (17q), del(12q) associado ou ndo a monossomia 7. Apesar da alta positividade de
CNVs nesses pacientes, a plataforma de arrays utilizadas pelo grupo n&o permite a
deteccao de LOH.

Dessa forma, o pequeno numero de casos de MF analisados por microarranjo
e a heterogeneidade das analises ndo permite ainda determinar qual é de fato a

contribuicdo dessa metodologia para o diagndstico e prognostico da MF.
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2 OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste estudo foi averiguar a presenga de rearranjos
cromossOmicos submicroscépicos, por meio da analise cromossémica por
microarranjos em portadores de Mielofibrose Primaria ou Secundaria nos pacientes

atendidos no servigo de Hematologia do Hospital de Base do Distrito Federal (HBDF)

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a frequéncia de deteccao de rearranjos pela técnica de citogenética
convencional e a analise cromossdmica por microarranjos;
- |[dentificar genes candidatos mapeados nos segmentos alterados que possam

influenciar no diagndstico e progndstico na mielofibrose.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 POPULAGAO ESTUDADA

Neste estudo, foram analisados 16 pacientes portadores de Mielofibrose
Primaria (13) ou mielofibrose pos TE (3), provenientes do Servigo de Hematologia do
Hospital de Base do Distrito Federal, acompanhados regularmente de agosto de 2015
a outubro de 2017.

Todos os pacientes foram diagnosticados conforme os critérios diagndsticos da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) de 2008, divididos em critérios maiores e
menores para mielofibrose primaria e MF pds TE, listados nas tabelas 1 e 2.

Foram obtidas dos prontuarios as seguintes informagdes: idade, género,
resultado do cariétipo e a presenca das mutacdes driver.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FEPECS/SES-
DF sob o numero CAAE 19493613.5.0000.5553.
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Tabela 1. Critérios de diagnéstico de Mielofibrose Primaria, divididos em critérios maiores e
menores, OMS 2008.

Critérios maiores

1. Proliferagdo megacariocitica com atipia, fibrose reticulinica ou colagénica ou, na
auséncia de fibrose significante, presenca de alteragbes megacariociticas com
aumento da celularidade da medula a custa de proliferacdo granulocitica com
diminuicao da eritropoiese;

2. Auséncia de critérios da OMS para PV, LMC BCR/ABL+, sindrome
mielodisplasica ou outra neoplasia;

3. Mutagao JAK2V617F ou outro marcador clonal (MPLW515 K/L), ou na auséncia
de marcador clonal, nenhuma evidéncia de que a fibrose medular ou demais
alteragdes sejam secundarias a infecgdo, inflamacéao, tricoleucemia, neoplasia
linféide, metastase ou mielopatias téxicas.

Critérios menores

1. Leucoeritroblastose;

2. Aumento da DHL sérica

3. Anemia

4. Esplenomegalia

Obs.: para a Mielofibrose Primaria € necessario todos os critérios maiores e pelo

menos dois critérios menores

Fonte: Chauffaille, 2010.
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Tabela 2. Critérios de diagndstico de MF pés TE, OMS 2008.

Exigéncia

1. Diagndéstico anterior de TE por meio da aplicagao de critérios da OMS

2. Fibrose da medula 6ssea grau 2-3 (na escala 0-3) ou grau 3-4 (na escala 0-4)
Exigéncias adicionais (necessarias duas)

1. Anemia e queda de =2 mg/dl no nivel de hemoglobina em relagédo ao valor basal
de hemoglobina

2. leucoeritroblastose

3. aumento de 5cm na esplenomegalia palpavel ou surgimento de esplenomegalia
de palpacéo recente

4. Elevacao do nivel de DHL

5. Desenvolvimento de um ou mais entre os seguintes fatores: perda de peso > 10%

em 6 meses; sudorese noturna; febre inesplicavel

Fonte: Barosi e cols, 2008.
3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de material biolégico foram de aliquotas de sangue periférico. Em
um paciente foi coletada amostra de sangue periférico e aspirado de medula 6ssea
para fazer a comparacgao das alteragdes encontradas pela técnica de CMA.

Foram coletados de 4 a 8 mL de sangue em tubos com EDTA, onde cada
paciente foi identificado através de um codigo e, em seguida, encaminhadas ao
Laboratorio de Genética da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB)
para extragdo do DNA. As 16 amostras de pacientes com MFP e MF p6s TE foram
feitas de acordo com a disponibilidade nas plataformas CyfoScan® 750K Array (3

pacientes) ou CytoScan HD (13 pacientes) (Affymetrix, EUA).

3.3 EXTRAGAO E QUANTIFICAGAO DO DNA GENOMICO

A extracdo de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método Puregene
“Salting out”. Este método é dividido em etapas, sendo a primeira de lise celular, onde
foi utilizado 5mM MgCI2, 1mM EDTA pH 8,0 em uma reagao e, 10mM Tris pH 7,5,
1mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra, para cada reacao a solugao foi centrifugada

a 3400 rpm por 10 minutos.
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Para a segunda etapa utilizou-se 1 mL da solugao de precipitacdo de proteina
ao lisado celular. Esta solugao contéem 7,5M de NH4. Centrifugou-se a 3400 rpm por
10 minutos. As proteinas precipitadas formam um pellet marrom escuro e compacto.

Na etapa de precipitacdo de DNA, o sobrenadante foi transferido para um tubo
falcon contendo 3 mL de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente até que se
formasse uma nuvem de DNA. O tubo foi centrifugado a 3400 rpm por 3 minutos.
Retirou-se o sobrenadante, e adicionou-se 3 mL de etanol absoluto. O tubo foi
novamente centrifugado. Depois disso, drenou-se o tubo e deixou-se o DNA secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Na ultima etapa, acrescentou-se ao tubo com
o DNA 200-250 pl de TE 1x ou agua milliQ, que resultou em uma concentragéo
aproximada de 400 ng/ul. O DNA obtido foi quantificado em 50 ng/ul no

espectrofotdbmetro Nanodrop (Thermo Scientific).

3.4 BUSCA DE ALTERAGOES CROMOSSOMICAS SUBMICROSCOPICAS
ATRAVES DA ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRANJOS (CMA)

A técnica de CMA permite analisar microdelecdes, microduplica¢des ou perdas
de heterozigose, simultaneamente, em milhares de sequéncias alvo do genoma
humano completo. Esta técnica utiliza como alvo de hibridagdo um conjunto de sondas
(oligonucleotideos), com localizagédo previamente conhecida nos cromossomos,
organizados em alta densidade em um chip (GeneChip®) de DNA (Hastings e cols,
2009; Wain e cols, 2009). A investigacao da presencga de alteragdes cromossdmicas
submicroscépicas por CMA em pacientes com mielofibrose foi feita utilizando a
plataforma CyfoScan® 750K Array ou CytoScan HD (Affymetrix, EUA) e as
configuragdes disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System (Affymetrix, EUA).
Esta plataforma permite a detecgdo de CNVs por meio de microarranjos de DNA
formados por 550 mil sondas nao polimorficas para CNVs de regides codantes e ndo
codantes do genoma humano, cobrindo uma distancia média de 4.1 Kb, e cerca de
200 mil sondas de polimorfismo de unicos nucleotideos (SNPs) (Figura 5). A produgéo
do GeneChip® desenvolvido pela Affymetrix envolve processos de fotolitografia para
sintetizar microarranjos de milhares de copias de oligonucleotideos (25 nucleotideos

de comprimento) selecionados.
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Estes oligonucleotideos, chamados de sondas, irdo constituir centenas de
milhares de diferentes células especificas chamadas features. Cada célula do chip
tem um tamanho de 5 x 5 micrébmetros (um), e possui uma posi¢ao bem determinada.
Cada SNP conta com trés réplicas para cada alelo espalhadas em varias regides do
chip proporcionando medigbes multiplas e independentes de cada regido gendmica,
aumentando a precisédo, confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. Sendo
assim os GeneChip® contém centenas de milhares de sondas de DNA
individualizadas, que no seu conjunto representam todo o genoma humano incluindo

variagdes intragénicas correlacionadas.

Figura 4 - (a) Nivel de organizacao e visualizagdo da reagédo de hibridagdo com os oligonucleotideos
em microarranjos no GeneChip® da plataforma CyfoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA). (b)
Representacdo esquematica comparando a diferenga no nivel de resolugdo entre os chips
CytoScan™HD Array e 750k Array (Affymetrix, EUA). (c) Representagdo esquematica comparando as
diferencas na cobertura da densidade de sondas nas diferentes regides do genoma no chip
CytoScan™750k Array (Affymetrix, EUA).

GeneChip da plataforma DNA de fita simples marcado |
Aftymetrix CytoScan array. com biotina e hibridado 1~ . N

N
Oligonulceotideos da sonda (25 b) ~

Cada sonda contém milhares de copias
de um oligonucleotideo referente
a uma regido do genoma humano (hgl9)

1280m Cerca de 750 mil sondas diferentes
complementares ao genoma humano (hgl9)

Imagem captada pelo Scanner 3000 7G (A ffymetrix) referente aos diferentes
niveis de fluorescéncia emitidos de acordo com as sondas hibridadas no GeneChip.
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Sondas
Média do intervalo entre as sondas = 1.148 pb Sequéncia do Genoma
—L Humano (hgl9)
Affymetrix CytoScan™ HD Array
b ey ’
(b) Sensibilidade na detecgdo de CNVs =~ 6 kb
Média do intervalo entre as sondas = 4.127 pb
— o - -— — - — -— - - -— - - — - -
Affymetrix CytoScan™ 750k Array
Sensibilidade na detec¢do de CNVs =~ 21 kb
Sondas
; ] ) ) ) ) Sequéncia do Genoma
Distincia média entre as sondas nas Distincia média entre as sondas nas  Humano (hg19)
regioes immiénicas =1.737 pb regibes intergénicas = 6.145 pb e pa
(C) '&T' Affymetrix CytoScan™ 750k Array

Numero total de sondas nio polimérficas (SNPs) = 550.00

Affymetrix CytoScan™ 750k Array

&
%

3
>

Dominio de CNV

Nimero de sondas polimérficas (SNPs) = 200.436

Affymetrix CytoScan™ 750k Array

Dominio de SNP

O sistema todo inclui os oligonucleotideos pré-arranjados em GeneChip®,
conjunto de 38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridagdo, lavagem,
coloragéo, leitura e visualizagdo dos microarranjos, e programa computacional
necessario para a identificacdo dos SNPs e das CNVs. Um diferencial desta
plataforma, é que é possivel analisar tanto o numero de cépias alelo-especificas
quanto os genotipos de SNPs. Além disso, ela confirma independentemente as
variagdes no numero de cépias com informagdes alélicas de SNPs. Tudo isso garante
que tenha uma das mais abrangentes e relevantes coberturas de genes
constitucionais em um unico array.
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Assim, ha uma cobertura de 100% dos genes constitucionais do International

Standards for Cytogenomic arrays (ISCA), cobrindo ainda, cerca de 83% dos genes
do OMIM® e 80% dos mais de 36 mil genes do RefSeq (NCBI Reference Sequence

Database). Uma esquematizagdo de cada um dos passos envolvidos na técnica esta

representada na Figura 5.

Figura 5 - Protocolo da plataforma Affymetrix® CytoScan™ 750k Array, com o tempo aproximado para
a realizagao de cada etapa

Dia 1 _

Finaliza com
a Ligagdo

IExtragdo do DNA gendmico|

v

Digestdao

.

Dia 2<

Comega com a PCR
e termina com a
Quantificagédo do
DNA purificado

Ligagdo

.

Amplificagéo por PCR

quadruplicata da PCR
de cada amostra

!

Purificagdo da PCR

.

Quantificagdo

1 hora

3 horas

4 horas

3 horas

area de pré PCR

drea de pés PCR

1 hora

Eletroforese em gel de

" agarose a 2%

2 horas

30 minutos

Dia 3 —
Comega com a
Fragmentagéo
e termina com
a Hibridagado
no chip ~——

Dia 4
Termina com o escaneamento
do chip e andlise dos resultados

3.4.1 Preparacao do DNA genémico

Fragmentagdo

i

Marcagdo e Aplicagao no GeneChip
CytoScan 750K (Affymetrix, EUA)

!

Hibridag&o

!

Lavagem, Marcagdo com
fluoréforos e Escaneamento

2 horas

Eletroforese em gel de

agarose a 4%

6 horas

16 - 18 horas

3 horas - Lavagem e marcagdo

32 minutos
escaneamento de cada chip

Seguindo os padrées recomendados pelo fabricante quanto as etapas,

condi¢cbes e materiais utilizados foi dada sequéncia ao protocolo da CMA para a

analise das amostras, que teve inicio com a normalizacdo das amostras para a
concentragdo final de 50 ng/uL de DNA diluido em Low EDTA TE buffer (Affymetrix,

EUA). Utilizando-se o protocolo estabelecido para grupo de 16 rea¢des contando com

14 amostras e um controle negativo e um positivo.
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3.4.2 Digestao com Nspl, ligagao de adaptadores e amplificagao

Os DNAs dos pacientes e controles foram submetidos a digestdo em sitios
especificos com a enzima Nsp | (Affymetrix, EUA) para a obtencao de fragmentos de
DNA de tamanhos variados e posterior ligacdo de adaptadores com a T4 DNA Ligase
(Affymetrix, EUA), preparando a amostra para a amplificacdo através da reagao da
Reagdo da Polimerase em cadeia (PCR).

Foi utilizada uma mistura de 5 pL de DNA (50ng/uL), 11,55 pL de agua (Chilled
Affymetrix® Nuclease-Free Water), 2,00 yL de tampéao da Nsp | (10X), 0,20 uL de
albumina bovina sérica (BSA) (100X) e 1,0ul da enzima Nsp | (10 U/uL). A seguir, a
mistura foi colocada no termociclador MyCycler® (Bio-Rad, EUA) por duas horas a
37°C e 20 minutos a 65°C. Os produtos da digestao foram armazenados a -20°C até
0 préximo passo.

A seguir, foi realizada a ligacdo dos fragmentos de DNA a adaptadores
especificos, com a mistura de 0,75 pL de adaptador Nsp | (50 uM), 2,50 uL de tampéo
da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 pL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/uL). A mistura
foi colocada em termociclador (Bio-Rad, EUA) por trés horas a 16°C e 20 minutos a
70°C. Os produtos da reacdo de ligagdo foram diluidos com 75uL de &agua e
armazenados a -20°C até o proximo passo.

Foram feitas quadruplicatas das reagdes da PCR de cada amostra para
aumentar a concentracdo final do DNA genémico. Os fragmentos de DNA ligados a
adaptadores Nsp | foram submetidos a reagao da PCR com a utilizagao de 39,5uL de
agua, 10,0 uL de tampéao da TITANIUMTM Taq (10X), 20,0 puL de reagente GC-Melt,
14,0 yL de mistura de dNTP’s (2,5mM cada), 4,5uL do iniciador PCR Primer 002
(100uM) (Clontech, EUA) e 2,0 yL da enzima TITANIUMTM Taq DNA polimerase
(50X) (Clontech, EUA).

Foram colocadas em um termociclador VeritiTM onde as reacdes tinham 1 ciclo
de incubagdo a 94°C (3 minutos), 30 ciclos de 94°C (30 segundos), 60°C (45
segundos) e 68°C (15 segundos) e um ultimo ciclo de 68°C (7 minutos).

Os produtos do PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 2%
em TBE corados por brometo de etidio (5 mg/mL), submetido a um campo elétrico

com voltagem constante de 10V/cm, por 1 hora.
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Os fragmentos devem se apresentar como um arraste entre de 150 a 2000
pares de bases (PB) confirmando o sucesso da digestao, ligacdo e PCR, permitindo
a sequéncia do protocolo. Os produtos das PCRs foram armazenados a -20°C até o

proximo passo.

3.4.3 Mistura dos produtos dos PCRs, purificagao e quantificagao

Os produtos das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos em
um unico tubo (volume final 397 pL) e os fragmentos de DNA foram capturados com
0 uso de esferas magnéticas (Affymetrix, EUA). Apds incubacéo e centrifugacéo, as
esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superficie foram
selecionadas por forgca magnética na MagnaRackTM (Life Technologies, EUA),
lavadas com tampéao da purificagao (Affymetrix, EUA) e, finalmente, os DNAs eluidos
em tampéo de eluigao (Affymetrix, EUA) para um volume final de 47 pL. O material foi
quantificado no espectrofotometro NanoVue Plus. Para continuagdo do protocolo,
cada amostra deve apresentar valores de concentragdo de DNA = 3.0 pg/uL. Os
produtos das PCRs purificados foram armazenados a -20°C até o proximo passo.

3.4.4 Fragmentagao dos produtos dos PCRs

Os produtos das PCRs inicialmente foram misturados com 10 yL do mix de
fragmentacao que foi cuidadosamente preparado com 123.5 pL de agua, 158,4 uL de
tampao de fragmentacgao 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 uL do reagente de fragmentagao
(2,5 U/uL). A mistura foi colocada no termociclador VeritiTM por 35 minutos a 37°C e
15 minutos a 95°C. A fragmentacgao (volume final: 55 pL) foi observada pela presenga
de um fragmento entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose 4% em TBE
1% corado com brometo de etidio (5 mg/mL) submetido a um campo elétrico com
voltagem constante de 10 V/cm, por 1 hora. Os fragmentos obtidos foram

armazenados a -20°C até o proximo passo.
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3.4.5 Marcacgao do DNA fragmentado com biotina

A marcacao das amostras foi realizada com a mistura de 51 yL do DNA
fragmentado e 19,5 yL da mistura de marcagcéo formada por 14,0 yL de tampéo
Terminal deoxynucleotidyl Transferase (5X), 2,0 yL de reagente de marcagao de DNA
30 mM (biotina) e 3,5 uL da enzima TdT (30 U/ul). A mistura sera colocada em um
termociclador VeritiTM por quatro horas a 37°C e 15 minutos a 95°C. O DNA marcado

com biotina foi armazenado a -20°C até o préoximo passo.

3.4.6 Hibridizacao

Primeiramente foi preparada uma mistura de hibridizacdo com os tampdes de
hibridizagao parte 1 (165,0 yL), parte 2 (15,0 yL), parte 3 (7,0 yL) e parte 4 (1,0 yL),
mais 2,0 yL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, EUA). Em seguida foi
realizada a mistura de 70,5 uL de DNA biotinilado e 190 uL da mistura de hibridizacao.
Esta mistura foi aquecida no termociclador VeritiTM a 95°C por 10 minutos e resfriada
a 49°C até o proximo passo. Ainda no termociclador, 200 ul da mistura desnaturada
sera depositada imediatamente em cada um dos GeneChip® com os
oligonucleotideos pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA s&o incubados no forno
de hibridizagdo (modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA) a 50°C durante 16

a 18 horas a 60 rpm.

3.4.7 Lavagens do GeneChip® e marcagao com fluoroforos

A lavagem e marcagao dos GeneChip® foi realizada, quatro por vez, na
estacdo automatizada Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) que foi previamente
abastecida com os tampdes de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais agua
deionizada. Os tubos contendo os tampdes de marcagao 1 (500 uL), 2 (600 pL) e 800
ML de holding buffer (Affymetrix, EUA) que apresentam em suas formulagdes os
elementos essenciais (estreptavidina, ficoeritrina - SAPE e anticorpo biotinilado
antiestreptavidina) para a formacé&o da fluorescéncia durante a leitura dos GeneChip®

com o laser foram preparados.
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Em seguida, os GeneChip® s&o retirados do forno de hibridizagdo e,
imediatamente, colocados (quatro por vez) na estagao fluidica onde as sequéncias de
lavagens e marcagdes dos microarranjos contidos nos chips por fluoréforos séo
automatizadas sob controle do software Affymetrix GeneChip® Command Console™
(AGCC) versao 3.2.2 (Affymetrix, EUA).

3.4.8 Escaneamento dos GeneChip®, captagao de imagens e analise no software
Chromosome Analysis Suite 1.2.2 (Afflymetrix®)

Os chips com microarranjos foram colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix, EUA), gerenciado pelo programa AGCC. As imagens geradas pela
excitacao dos fluoréforos (ficoeritrina) captadas pelo digitalizador foram submetidas
primeiramente a analise de controle de qualidade geral (QC) por meio do programa
Genotyping Console versao 3.2.2 (Affymetrix, EUA). A imagem dessa leitura pode ser
observada com o programa de visualizagao Affymetrix GeneChip Viewer (Affymetrix,
EUA), onde também se podem verificar os controles positivos do sistema de forma a
se comprovar que as condigdes de hibridizagdo do microarranjo foram adequadas.

Apos estes procedimentos, utilizando o software de analise Chromosome
Analysis Suite (ChAS) versao 3.0 (Affymetrix, EUA) é possivel visualizar e analisar as
alteragcdes cromossOmicas (duplicagbes, delegdes, CNVs e perda de
heterozigosidade) ao longo do genoma de cada amostra. O programa é oferecido
gratuitamente no sitio do fabricante (www.Affymetrix.com) e trabalha com a interface
do Microsoft Windows 7 Professional® e Windows 8.1®. Ele permite converter e
normalizar os dados brutos obtidos dos diferentes niveis de fluorescéncia em cada
sonda hibridada no chip (formatados pelo GeneChip Viewer) em arquivos “.CEL”.
Estes, por sua vez, sao transformados pelo ChAS em arquivos “.CYCHP”, através da
combinagao de algoritmos especificos, com os dados das fluorescéncias de cada
sonda, representando cada regido do genoma humano, disponiveis no banco de
dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (hg19). Este sistema de comparacéao
de hibridagédo sustenta a plataforma CytoScan™ e contém informagdes atualizadas
dos bancos de dados gendmicos Database of Genomic Variants (DGV), OMIM® e
RefSeq.
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Com isso, é possivel visualizar pelo ChAS os dados gendmicos resultantes da
analise da hibridacdo sumarizados em forma de tabelas, graficos e cariotipo do
paciente juntamente com os dados (arquivos “.CNCHP”) da plataforma ao qual séo
comparados. O software permite, ainda, criar e customizar parametros e regides para
uma analise especifica, aplicar filtros para todo o genoma ou regides de interesse
especifico para remover informagdes nao relevantes, realizar analises comparativas
entre diferentes amostras, além de acessar os principais bancos de dados externos
(NCBI, UCSC Genome Browser, Ensembl, OMIM®) (Figura 6)
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Figura 6 - Esquema geral das etapas e dos equipamentos utilizados para a reagao de CMA
envolvendo as etapas da hibridagéo, lavagem, marcacgéo, escaneamento, leitura e analise dos
dados do GeneChip® da plataform CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA).

Aplicagdo do produto do DNA da amostra, fragmentado e biotinilado
no chip para hibridagdo.

Forno para reagao de hibridagdo no chip entre a amostra e a sonda.

Estagao de lavagem e marcagao das sondas hibridadas com fluordforo.

Escaneamento a laser das fluorescéncias emitidas pelas sondas
hibridadas no chip.

Computador com software para leitura e anélise da qualidade do
escaneamento do chip. A partir dai o o arquivo .CEL gerado para a
analise sera utilizado pelo software ChAS para visualizagdo dos
dados citogendémicos da amostra.

Visualizagao pelo software ChAS versao 3.0
(Affymetrix, EUA) dos dados citogenémicos
produzidos a partir do arquivo .CEL gerado
pelo escaneamento do chip.
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A plataforma CytoScan™Array da Affymetrix utilizada neste estudo difere das
metodologias utilizadas na primeira e segunda geragao de arrays com aplicagdo na
Genética Molecular. O conceito experimental envolvia a comparacdo do padrao de
hibridacdo da amostra estudada com outra amostra controle. Naqueles sistemas, o
padrao da fluorescéncia resultava da hibridacdo competitiva entre as amostras, o que
refletia as diferengas quantitativas (duplicagdes ou delegdes) ao longo do genoma. No
caso da plataforma utilizada aqui, a comparacdo ocorre entre os dados da
fluorescéncia da amostra testada no GeneChip® com aqueles depositados no banco
de dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (hg19) desenvolvido para a
plataforma. Este por sua vez contém os dados dos mais de 750 mil marcadores
genéticos (aproximadamente 500 mil para CNVs somados aos cerca de 250 mil para
SNPs) obtidos da anélise de 96 individuos normais e 284 linhagens celulares
referenciadas do HapMap. O desempenho robusto da plataforma CytoScan™ Array

permite uma ampla cobertura do genoma e confiabilidade nos dados obtidos.

Para investigar a presencga de microrrearranjos cromossémicos que possam ter
correlagao etiologica com a mielofibrose, realizamos a CMA e somente consideramos
para analise os resultados obtidos que apresentaram valores dos indicadores de
qualidade do experimento proximos ou de acordo com o que € indicado pelo fabricante
para uma analise consistente e confiavel dos dados.

Os valores dos controles de qualidade MAPD (Median Absolute Pairwise
Differences) e SNPQC (Single Nucleotide Polymorphism quality control) representam,
respectivamente, uma medida global da variagdo de todas as sondas do array ao
longo do genoma, através da distribuicdo das mudangas, em uma escala logaritimica,
entre sondas adjacentes polimorficas (SNP) e ndo polimérficas (CN) e uma medida
do nivel de qualidade da genotipagem dos alelos nos dados do array sendo obtido a
partir da perspectiva das sondas polimérficas (SNP). Outro controle de qualidade
utilizado da reacdo é o Waviness-SD (Waviness standard deviation), que representa
a medida global da variagdo das sondas do array que sdo insensiveis as variagdes de

pequena amplitude e focadas nas variagdes de longa amplitude.
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Os valores indicados pela Affymetrix tanto para a plataforma de alta resolugao
CytoScan™HD Array, quanto para a de menor resolugdo CytoScan™750K Array
devem ser iguais ou superiores a 15 no SNPQC, e iguais e inferiores a 0,25 no MAPD
e 0,12 no Waviness SD. Esses valores sao fornecidos apos analise pelo ChAS 3.0
dos dados fornecidos pelo escaneamento do chip hibridado (Figura 7).

As anormalidades consideradas como minimo: i. 50 sondas duplicadas
consecutivamente, ii. 25 sondas eliminadas consecutivamente, iii. segmentos de LOH
maiores que 5 Mb. Alteragdes menores envolvendo genes associados ao cancer
também foram investigadas. As CNVs comuns foram consideradas constitucionais
provavelmente benignas.

Os possiveis genes candidatos mapeados para grandes segmentos alterados
foram definidos com base em genes Online Medelian Inheritance in Man (OMIM®)
associados a doenca, anteriormente relacionados a neoplasias mieloides e/ou outros
tipos de cancer. O OMIM® € um compéndio abrangente e autoritario de genes
humanos e fendtipos genéticos que esta disponivel gratuitamente e é atualizado
diariamente. As visdes gerais referenciadas em texto completo no OMIM contém
informagdes sobre todos os disturbios mendelianos conhecidos e mais de 15.000

genes.
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Figura 7 - Vista geral do software ChAS v.3.0 (Affymetrix, EUA) pds processamento dos dados da CMA,
evidenciando na parte superior da tela o carioview com os cromossomos humanos enumerados, na
parte inferior as sondas hibridadas no chip. A direita est4 o detalhamento do cromossomo selecionado
para analise, com os dados citogenémicos da alteragdo encontrada no DNA do paciente evidenciados
na parte inferior. As CNVs que envolvem ganho numérico sdo marcadas por barras de cor azul e as que
envolvem perda numérica de segmentos cromossomais estdo registradas em barras de cor vermelha.
Por se tratar de um SNP-array € possivel detectar segmentos cromossdmicos com perda de
heter02|gose (LOH) registradas com barras de cor violeta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho utilizando a CMA em 16 pacientes com MF, sendo 13
pacientes com MFP e 3 MF po6s TE, foram encontradas CNVs potencialmente
patogénicas em cinco de 16 pacientes (31,25%) e segmentos de LOH em 10 de 16
pacientes (62,5%), listados na Tabela 3. Foram encontrados um total de 16 CNVs, na
maioria deleg¢des, sendo 9 encontradas em um unico paciente (Paciente 4), dois
pacientes tiveram uma delegao (pacientes 7 e 9) e o paciente 2 tinha 3 delegbes. Em
dois pacientes encontramos duas duplicagdes (pacientes 2 e 3). Quatro pacientes
(Pacientes 2,4,7 e 9) apresentaram tanto CNVs quanto segmentos de LOH. A CMA
nao identificou nenhuma alteragdo em cinco dos 16 pacientes estudados (8,10, 11, 13
e 16). Em relagdo as CNVs os tamanhos foram de 71kb a 36 Mb, com mediana de
4,639 Mb. Oito tiveram tamanhos menores do que 5 Mb e nove com tamanhos maiores
do que 5 Mb (Tabela 3).

Em relagcdo as LOHs foram encontradas 48 segmentos de LOHSs, distribuidos
em 10 pacientes, variando de 1 a 16 segmentos de LOH por individuo, conforme
tabela 3. Seis pacientes tiveram apenas LOH sem qualquer CNVs (pacientes 1,5,6,12,
14 e 15). Um paciente apresentou uma unica LOH (paciente 5) e em 3 pacientes a
LOH estava em mosaico (pacientes 2,4 e 6). As LOHSs tiveram o tamanho 5-77776
mb, com mediana de 11964 mb. Apenas LOH maiores que 5Mb foram consideradas
na analise, listados na tabela 3.

Em nosso trabalho, pela técnica de CMA, foram encontrados rearranjos
cromossOmicos envolvendo um total de 6.196 genes. Como a maioria dos pacientes
apresentou varias alteragbes maiores, propusemos como candidatos os genes
anteriormente associados a neoplasias hematolégicas e outros tipos de cancer.
Sessenta nove genes associados ao cancer foram identificados, 17 deles descritos
anteriormente em neoplasias hematolégicas e listados na tabela 3.

Os resultados dos cariotipos de aspirado de medula dssea revelaram
anormalidades citogenéticas em 3/16 (18,75%) pacientes com MFP, sendo uma
trissomia do cromossomo 8 (paciente 3), uma dele¢do parcial do cromossomo 13q
(paciente 2) e o terceiro apresentava um cariétipo complexo envolvendo os
cromossomos 7,12 e 20 (paciente 4) (Tabela 3). Nenhum paciente com MF pés TE

teve alteracao ao cariotipo.
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Dados de mutagdes driver foram obtidos de trabalho anterior do grupo a fim de
verificarmos se havia correlacdo entre as alteragdes cromossémicas e as mutacdes
driver identificadas. Dezesseis individuos analisados, 18,75% (3 pacientes)
apresentaram a mutagcéo JAK2V617F, 56,25%% (9 pacientes) uma mutagao do éxon
9 da CALR, sendo 6 por delecdo e 3 por insergao e 6,25% (1 paciente) um para
mutacdo MPL e 18,75% (3 pacientes) ndo apresentavam nenhuma mutacgao, sendo,

portanto, triplo negativos, como mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Alteragdes gendmicas identificadas por cariétipo e CMA em pacientes com mielofibrose primaria e MF pés TE. A extendo x1 (delegao), x3
(duplicagao) e hmz (perda de heterozigose.

Tipo de Cariotipo Tamanho Mutagoes
Pacientes Idade Sexo MF Resultados CMA Gens mapeados para cancer (Mb) drives
1q24.2q25.2(170,365,327-176,346,512) 46, XX
hmz FASLG 5.981 JAK2
1q41942.13(222,161,988-229,516,511) hmz 7.355
4q28.3934.3(133,645,289-179,928,406)hmz TLR2, PALLD 46.283
12q13.2q24.33(56,002,232-
133,778,166)hmz CDK4,SRGAPI,SH2B3,ALDH2,PTPN11, POLE1 77.776
1 84 F Primaria 17q21.2q24.3(39,624,325-69,311,217)hmz STAT5B,BRCA1,PHB,NME1,MPO,RAD51C,PPM1D, 29.687
BRIPI, PRKCA e PRKAR1A
17p12p11.1(13,675,000-22,217,883) hmz 8.543
17g11.1g912(25,309,336-36,049,552)hmz NF1,RAD51D e HNF1B 10.740
Xg21.33923(97,629,749-111,888,527) hmz 14.259
46, XX
2 62 F Primaria 1p22.3p13.1(86,010,458-116,805,160)hmz  Del(13) RBM15, NRAS 30.795 MPL
11p15.5p12(372,355-41,907,116) mos hmz LMO1, LMO2, RRAS2 e SLC22A1L 331
12924.31(122,161,101-122,266,479)x1 SETD1B 109
13913.1921.33(33,571,752-69,638,023)x1 KL,FOX0O1A, RB1 36.066
14q12(27,970,825-29,004,858)x3 LINC00645 (MIR3171) 1.034
19913.33(49,274,808-49,513,502)x1 239
46,XX
3 61 F Primaria Trisomy 8 +8 146.138 CALR.del
46, XX
del(7)(q22),
add(20)(q)(18),
46,XX,

3p26.2p24.3(3,807,650-22,204,563) hmz  del(12)(q21), OGG1, VHL 18.397 CALR.del
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add(20)(q)[10),
46,XX,
add(20)(q)(18)
46,XX,
del(7)(g22,
del(12)(qg21),
add(20)(g)(2)
7p22.3p22.1(861,359-5,499,980)x1 MAD1L1 4.639
48 F Primaria 7p14.1p11.2(38,652,686-56,755,583)x1 EGFR 18.103
7922.3931.2(107,395,740-116,562,288)x1 9.167
7922.1922.3(101,428,262-105,113,953)x1 3.686
7931.32932.1(122,748,812-127,779,114)x1 POT1 5.030
7q32.3936.3(131,769,117-158,848,820)
mos hmz BRAF 27
12p13.2p12.3(12,109,324-18,729,898)x1 CDKN1B 7.000
12g21.2(76,448,583-80,275,907)x1 4.000
12g21.31g22(81,467,393-95,908,234)x1 14.441
18q11.2g12.1(24,767,485-32,456,354) hmz 8.000
20913.13913.2(47,848,257-53,158,589)x1 5.310
68 M Primaria 11924.1925(121,768,985-132,498,284)hmz 46, XY OPCML 10.729 CALR.del
46, XY Triplo
59 M Primaria 1p36.33p21.1(849,466-26,290,550)mos hmz MUTYIT e TAL1 823 negativo
47 F Primaria 1p12p11.2(120,553,551-120,624,056)x1 46, XX NOTCHZ2 71 CALR.inst
46, XX Triplo
46 F Primaria 1p35.2p34.2(30,478,995-43,548,398)hmz RSPO1 13.069 negativo
9g33.1933.2(117,808,079-124,657,456)
hmz 6.849
11923.3924.3(120,972,517-128,650,029)
hmz 7.648
13q14.13q14.2(46,722,034-49,139,504)x1 RB1 2.417
Xqg22.1922.3(99,700,785-106,311,924) hmz 6.611




53

4p15.32p15.1(17,707,300-30,328,979)hmz 46, XY 12.622  JAK2
MF pos- 5q35.1q35.3(171,766,824-180,692,321)

12 66 M P4s-TE  hmz 8.925
9p24.3p13.3(216,123-34,431,079)hmz JAK2,MTAP, CDKN2A 34.215
12g22923.2(95,963,706-102,978,696) hmz 7.015
19p13.3p13.12(260,911-14,742,924)hmz STK11,SMARCA4,CALR, LYL1 14.482
22q11.1q11.22(16,888,899-23,275,341)
hmz 6.386

46,XY
2p13.1p11.2(74,139,628-89,129,064)hmz 14.989  JAK2
2q11.1q11.2(95,341,387-101,398,842) hmz 6.057
6q22.31923.2(122,165,276-

14 69 M Primaria 134,129,708)hmz 11.964
7q31.32936.3(122,153,555-
155,964,676)hmz POT1,SMOH, BRAF 33.811
7p14.1p12.1(42,706,992-51,910,082) hmz 9..203
11p14.3p13(24,549,526-35,437,736)hmz LMO2 10.888
13q32.3933.2(101,421,368-106,561,799)
hmz 5.140
1p33p31.1(47,858,053-69,907,944)hmz 46,XX 22.050 CALR.del
2p13.2q13(71,835,787-113,889,134)hmz TMEM127,BUB1,IL1B, ILRN 42.053
2q11.1q13(95,341,387-113,889,134) hmz 18.548
3q11.1922.1(93,536,053-131,849,410) hmz 38.313
3p13p11.1(72,568,037-90,485,635) hmz GATA2 17.918

15 48 F Primaria 6p22.3p12.3(15,735,087-49,880,005)hmz DEK, G6B 34.145
7q21.11g22.1(83,470,313-103,219,027)hmz 19.749
9933.1933.2(120,027,912-125,306,402)
hmz 5.278
10g25.1q26.13(107,670,340-
124,523,169)hmz MX11 16.853
11q12.1q13.5(56,930,833-76,123,829)hmz CCNDI, NUMA1 19.193

11p11.2p11.12(46,304,337-51,563,636)
hmz

5.259
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15q14921.3(39,625,545-57,874,494)hmz BUB1B 18.249
16p13.2p13.11(9,182,576-16,159,628) hmz 6.977
Xp11.3p11.1(43,815,818-58,337,890) hmz 14.522
Xp21.1p11.4(34,218,865-40,790,309) hmz 6.571
Xq11.1913.1(61,932,503-68,422,477) hmz 6.490
MF pos 46, XY
8 57 P6s-TE Sem alteracGes CALR.del
46, XY Triplo
10 81 Primaria Sem alteracGes negativo
MF pos 46, XX
11 67 TE Sem alteragdes CALR.inst
46, XY
13 38 Primaria Sem alteracdes CALR. Inst
16 35 Primaria Sem alteracdes 46, XY CARL.Del




4.1. PACIENTE 1

Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 84

Cariétipo: 46, XX

Mutacao driver: Positivo para JAK2

Tabela 4. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 1.

Resultado do CMA Numero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.

1924.2925.2  (170,365,327- | 28 FASLG
176,346,512) hmz

1941q42.13(222,161,988- 40
229,516,511)hmz

4G28.3934.3(133,645,289- | 101 TLR2 e PALLD

179,928,406)hmz

12q13.2q24.33(56,002,232- | 380 CDK4,SRGAPI,SH2B3,

133,778,166) hmz ALDH2, PTPN11 e POLEI

17921.2924.3(39,624,325- | 287 STAT5B, BRCA1, PHB,

69,311,217)hmz NME1, MPO, RAD51C e
PPM1D

17p12p11.1(13,675,000- 53

22,217,883)hmz

17q11.1912(25,309,336- 113 NF1, RAD51D e HNF18

36,049,552)hmz

Xq21.33923(97,629,749- 66

111,888,527) hmz
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No paciente 1 foram encontradas 8 LOHs nos cromossomos 1,4,12,17 e X,
identificadas na figura 8. Na LOH no cromossomo 12, na posigdo gendmica ch12:56,002,232-
133,778,166 na regiao 12q13.2924.33 estdao mapeados os genes SH2B3 (LNK) e PTPN11.
O gene SH2B3 codifica uma proteina envolvida na sinalizagéo e regulagédo da ativagao da
JAK2 (tefferi e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017).

Ja a mutacao somatica do gene PTPN11 ativa a desregulagéo da via de sinalizagao
RAS que esta envolvida na patogénese da leucemia mielomonocitica juvenil,mas que na
MFP é um gene novo, também descrito por Brecquevile e cols (2014).

Dessa forma, a presenga do gene SH2B3 na MFO pode estar implicado no
aparecimento da doenga ou quando esta associado a JAK2 ou CARL pode amplificar a
patogenicidade destas mutagdes, enquanto que a presenga do PTPN11 esta associdao a
progressao da doenca para a fase blastica (Brecqueville e cols, 2014; Teferri e cols, 2016;

vainchenker e Hralovics, 2017).

Figura 8 - Visualizacao pelo chAS das perdas de heterozigose (barra roxa) detectadas pelo CMA nos

cromossomos 1,4 12,17 e X do paciente 1.
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No mesmo paciente observamos LOH no cromossomo 17, na posi¢ao gendmica ch17:
25,309,336, na regidao 17911.1q12 o gene NF1 esta envolvido na progressao para a fase
blastica em pacientes com MF. Mutagcdo no gene NF1 pode ocorrer de forma mutuamente
exclusiva ou também na presenca da mutagcdo JAK2 como no caso deste paciente
(Brecqueville e cols, 2014; Vainchenker e Kralovics, 2017). Também encontramos no
cromossomo 17, na posi¢do gendmica ch17:39,624,325-69,311,217, na regido 17921.2q
24.3 o gene STATSB, proteina codificadora, que apresenta um importante papel na
transducao de sinais e ativagao dos fatores transcricionais na leucemia promielocitica aguda
(Chen e cols, 2018).
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Outros genes mapeados nos cromossomos ch1: 170,365,327-176,346,512, na regiao
1924.2925.2 (FASLG), ch4: 133,645,289-179,928,406, na regidao 4q28.3q34.3 (TLR2 e
PALLD), ch12: 56,002,232-133,778,166, regiao 12q13.2q24.33 (CDK4, SRGAPI, ALDH?2,
POLEI), ch17: 39,624,325-69,311,217, regiao 17921.2924.3 (BRCA1,PHB, NME1, MPO,
RAD51C, PPM1D) e no ch17: 25,309,336-36,049,552, na regiao 17q11.1912 (RAD51D e
HNF18) foram previamente associados a outros tipos de canceres, como pulmao, colorretal,
pancreatico, melanoma e es6fago e seu papel na MF ainda ndo é conhecido. (Lee e cols,
2013; Proenca e cols, 2015; Teh e cols, 2016; Welinsky e Lucas, 2017; YK e cols, 2017).



4.2. PACIENTE 2
Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 62

Cariétipo: 46, XX, del(13)

Mutacao driver: Positivo para MPL

Tabela 5. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 2.

49,513,502)x1

Resultado do CMA Niumero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados
segmentos.

1p22.3p13.1(86,010,458- 156 RBM15 e NRAS

116,805,160)hmz

11p15.5p12(372,355- 419 LMO1, LMO2, RRAS2 e

41,907,116) mos hmz SLC22A1L

12924.31(122,161,101- 5 SETD1B

122,266,479)x1

13913.1921.33(33,571,752- | 85 KL, FOX01A e RB1

69,638,023)x1

14912(27,970,825- 1 LINC00645 (MIR3171)

29,004,858)x3

19913.33(49,274,808- 11 0

A paciente 2 apresentou LOH no cromossomo 1, listado na figura 9, na posigao
genOdmica 86,010,458-116,805,160, na regido 1p22.3p13.1 estdo mapeados os genes
RBM15 e NRAS. O gene RBM15 é gene regulador da diferenciacdo dos megacariocitos e

58

quando presente nas NMPs pode estar envolvido no processo de trombose nas neoplasias

mieloproliferativas (Tran e cols,2016), conforme figura 9. J& o NRAS, é uma molécula de

sinalizagao e quando presente na MFP esta envolvido na progesséo da doencga para a fase

blastica (Brecqueville e cols, 2014; Vainchenker e Kralovics, 2017).
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Figura 9 - Visualizagao pelo chAs da perda de heterozigose (barra roxa) detectada pelo CMA no

:

@

cromossomo 1 do paciente 2.

™)

Também encontramos no cromossomo 11 um segmento de LOH em mosaico (Figura
10). Nesse segmentos estdo mapeados os genes LMO1 e LOM?2, fatores transcricionais
importantes na regulagdo dos timocitos duplo positivos e envolvidos na leucemia linféide
aguda do tipo T (Li e cols, 2017). Também encontramos nesta regido os genes RRAS2 e
SLC22A1L descritos em cancer no sistema nervoso central e mama (Erlandsson e cols,
2017).

Figura 10 - Visualizacdo pelo chAs do mosaicismo detectada pela CMA no cromossomo 11 do

paciente 2.
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Na paciente foi identificada também uma delegao do ch13: 33,571,752-69,638,023,
na regiao 13q13.1921.33 (figura 11) que inclui o gene RB1. Este € um gene supressor
tumoral, que produz a proteina pRB que ajuda as células a desacelerarem seu crescimento
e influencia a presenca de canceres ( Ewens cols, 2017).

Figura 11 - Visualizagdo pelo chAS da microdelegao (barra vermelha) detectada pela CMA no

cromossomo 13 do paciente 2.
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Outros genes candidatos estdo mapeados na regidao 12q24.31 (SETD1B),
13q13.1921.33 (KL, FOX01A) e na duplicagao 14912 (Figura 12) (LINC00645 (MIR3171).
Esta duplicacédo ainda nao foi descrita na MFP e nao se sabe se influencia na progressao da
doenga. Nesse segmento estda mapeado um unico gene que codifica um microRNA de papel
desconhecido. Na regidao de delegéo 199q13.33 (Figura 13) estdo mapeados 11 genes OMIM,
mas nenhum associado a neoplasia. Também encontramos os gene LMO1 e LOM2,
proteinas reguladoras trancricionais, na posigdo genémica ch11: 372,355-41,907,116, na
regiao 11p15.5p12 importante na regulacado dos timocitos duplo positivos e envolvidos na

leucemia linféide aguda do tipo T (Li e cols, 2017)
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Figura 12 - Visualizagdo pelo chAs da microduplicagdo (barra azul) detectada pela CMA no
cromossomo 14 do paciente 2.
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Figura 13 - Visualizagdo pelo chAS da microdelegdo (barra escuro) detectada pela CMA no
cromossomo 19 do paciente 2.
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4.3. PACIENTE 3

Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 61

Cariétipo: 46, XX, +8

Mutacgao driver: Positivo para CALR.del
Resultado CMA: Trissomia 8

Tabela 6. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 3.

Resultado do CMA Niumero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.

Trissomia 8 481 nenhum

A paciente 3 apresentou uma trissomia 8 (Figura 14) com 481 genes mapeados no
OMIM, entretanto nenhum associado a neoplasias hematoldgicas. A trissomia 8 encontrada
neste paciente esta relacionado aos escores de prognéstico, DIPPS plus, associado a um
caridtipo desfavoravel na mielofibrose (Visani e cols, 2011; Brecqueville e cols, 2014;
Thoennissen e cols, 2016). Apesar de ser um rearranjo recorrente na MF nenhum gene foi

apontado como candidato a participar da patogénese da MF até o momento.

Figura 14 - Visualizagdo pelo chAS da microduplicacado (barra azul escuro) detectada pela CMA no

cromossomo 8 do paciente 3.
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4.4 PACIENTE 4
Sexo: F

MF: Primaria
Idade: 48

Cariétipo: 46, XX del(7)(q22), add(20)(q)(18),46,XX, del(12)(q21),
add(20)(q)[10), 46,XX, add(20)(q)(18), 46,XX, del(7)(q22, del(12)(q21), add(20)(q)(2)

Mutacao driver: CALR.del

Tabela 7. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 4.

Resultado do CMA

Nimero de genes

OMIM mapeados nos

Genes candidatos

selecionados

18,729,898)x1

segmentos.
3p26.2p24.3(3,807,650- 75 OGG1, VHL
22,204,563)hmz
7p22.3p22.1(861,359- 29 MAD1L1
5,499,980) x1
7p14.1p11.2(38,652,686- 33 EGFR
56,755,583 )x1
7922.3931.2(107,395,740- 22
116,562,288)x1
7922.1922.3(101,428,262- 20
105,113,953)x1

14 POT1
7931.32932.1(122,748,812-
127,779,114)x1
7932.3936.3(131,769,117- 235 BRAF
158,848,820) mos hmz
12p13.2p12.3(12,109,324- 28 CDKN1B
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A paciente 4 apresentou na regiao 3p26.2p24.3, mostrada na figura 15, onde estédo os

genes OGGI/ e VHL, que sao envolvidos no reparo de DNA. Eles codificam DNA glicosilases

que tém como fungdo remover as bases oxidadas erroneamente pareadas e ja foram

descritos no céncer colorretal (Nascimento e cols, 2017).
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Também tivemos a confirmagdo de um cariétipo complexo envolvendo os
cromossomos 7,12 e 20 na cariotipagem convencional e na analise por CMA, segundo o
GPSS o cariétipo complexo esta associado a um risco citogenético desfavoravel (Tefferi e
cols, 2014), figura 16.

Figura 15 - Visualizagao pelo chAS das perdas de heterozigose (barra roxa) detectada pela CMA no

cromossomo 3 do paciente 4.
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Figura 16 - Visualizagado pelo chAS das microdelec¢des (barra vermelha) detectadas pela CMA nos
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No cromossomo 7 na regido 7p22.3p22.1, foi mapeado o gene MAD1L1. Este é gene

cromossomos 7,12 e 20 do paciente 4.

de ponto de controle, cuja desregulagdo esta associada a instabilidade cromossémica.
Mutacgdes raras neste gene foram relatadas em linfoma, célon e cancer de pulmao (Tsukasaki
e cols, 2001).

Na regiao 7p14.1p11.2 foi identificado o gene EGFR, um receptor do fator de
crescimento epidermal, ja descrito mutado em pacientes com cancer de pulméao (Lindeman
e cols, 2013). Também no cromossomo 7, na regidao 79q31.32932.1 o gene POT1 foi descrito
mutado em pacientes com melanoma (Espinoza e cols, 2014). No cromossomo 12 na regiao
12p13.2p12.3 estd mapeado o gene CDKN1B, gene que regula a proliferacao dos linfécitos
T (Teh e cols, 2016).



65

Nesse caso foi também identificado um segmento de LOH em mosaico (figura 17) na
posicédo gendmica 131,769,117-158,848,820, regido 79q32.3936.3. Nesse segmento destaca-
se 0 gene BRAF, uma proteina quinase, encontrada mutada em adenocarcinoma (Marranci
e cols, 2017).

Figura 17 - Visualizagao pelo chAS da analise por CMA do cromossomo 7 da paciente 4. Os
retangulos vermelhos representam os segmentos deletados. O circulo vermelho indica 0 segmento
de perda de heterozigose em mosaico.
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4.5 PACIENTE 5

Sexo: M

MF: Primaria

Idade: 68

Cariétipo: 46, XY
Mutacao driver: CALR.del

Tabela 8. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 5.

Resultado do CMA Numero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.
11924.1925(121,768,985- 53 OPCML
132,498,284)hmz

O paciente 5 teve a presenga de uma LOH unica no cromossomo 11 na regido
11924.1925 (figura 18) onde esta mapeado o gene OPCML, uma proteina de ades&o celular,

ja descrita em pacientes com cancer no ovario (McKie e cols, 2012).

Figura 18 — Visualizagao pelo chAS da perda de heterozigose (barra roxa) detectada pela CMA no

cromossomo 11 do paciente 5.
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4.6.PACIENTE 6

Sexo: M

MF: Primaria

Idade: 59

Cariétipo: 46, XY

Mutacgao driver: Triplo negativo

Tabela 9. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 6.

Resultado do CMA Niumero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.
1p36.33p21.1(849,466- 538 MUTYH e TAL1
26,290,550)mos hmz

O paciente 6 teve apenas uma LOH em mosaico no cromossomo 1 (figura 19) na
posicdo gendmica ch1: 849,466-26,290,550, na regiao 1p36.33p21.1 onde encontra-se
mapeado o gene TAL71. O gene TAL1 é um fator transcricional oncogénico que aumenta a
apoptose e pode estar envolvido no desenvolvimento da leucemia linféide aguda do tipo T
(Benyoucef e cols, 2016). Também encontramos os genes MUTYH . O gene MUTYH esta

envolvido no eparo do DNA e descrito no cancer colorretal (Nascimento e cols, 2017).

Figura 20 — Visualizagdo pelo chAS da microdelegéo (barra vermelha) detectada pela CMA no

cromossomo 1 do paciente 7.
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4.7. PACIENTE 7

Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 47

Cariétipo: 46, XX

Mutacao driver: CALR.inst

Tabela 10. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 7.
Resultado do CMA Niumero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.
1p12p11.2(120,553,551- 1 NOTCH2
120,624,056 )x1

A paciente 7 teve a menor delegao (figura 20) encontrada em nosso estudo, de apenas
71 kb na posi¢cao genémica ch1: 120,553,551-120,624,056, na regidao 1p12p11.2 que inclui
o gene NOTCH2. O gene NOTCH_2, fator do spliceossoma, € essencial para a proliferagao e
diferenciacdo celular (Ranganathan e cols, 2011).

Uma via de Notch desregulada é encontrada em varios tipos de cancer, como
leucemia de células T, mama e cancer de préstata (Yuan e cols, 2014).
Figura 20- Visualizagdo pelo chAS da microdelegéo (barra vermelha) detectada pela CMA

no cromossomo 1 do paciente 7.
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4.8 PACIENTE 8

Sexo: M

MF: Pos-TE

Idade: 57

Cariétipo: 46, XY
Mutacao driver: CALR.del
Resultado CMA: Normal
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4.9 PACIENTE 9

Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 46

Cariétipo: 46, XX

Mutacgao driver: Triplo negativo

Tabela 11. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 9.

Resultado do CMA Numero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.
1p35.2p34.2(30,478,995- 112 RSPO1
43,548,398)hmz
9933.1933.2(117,808,079- 21
124,657,456) hmz
11923.3924.3(120,972,517- | 44
128,650,029) hmz

13q14.13q14.2(46,722,034- | 11 RB1
49,139,504)x1)
Xq22.1922.3(99,700,785- | 44

106,311,924) hmz)

A paciente 9 apresentou 4 LOHs encontradas nos cromossomos 1,9,11, e X (figura
22). A LOH no cromossomo 1 na regido 1p35.2p34.2 inclui o gene RSPO1, um gene

necessario para o desenvolvimento inicial das génadas (Chassot e cols,2011)
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Figura 22 - Visualizagédo pelo chAs das perdas de heterozigose (barra roxa) detectadas pela CMA

nos cromossomos 1, 9, 11 e X do paciente 9.
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Também encontramos na delegao do 13q (Figura 23) na regido 13914.13q14.2 o gene
RB1, como um gene supressor tumoral que influencia o tumor de retinoblastoma (Ewens

cols, 2017).
Figura 23 - Visualizacdo pelo chAS da microdelecdo (barra vermelha) detectada pela CMA no

cromossomo 13 do paciente 9.
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4.10 PACIENTE 10
Sexo: M

MF: primaria

Idade: 67

Cariétipo: 46, XY
Resultado CMA: normal

Genes candidatos: nenhum
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4.11 PACIENTE 11
Sexo: F

MF: Pos-TE

Idade: 67

Cariétipo: 46, XX
Mutacao driver: CALR.inst
Resultado CMA: Normal

Genes candidatos: Nenhum
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4.12.PACIENTE 12

Sexo: M

MF: Pos-TE

Idade: 66

Cariétipo: 46, XY

Mutacao driver: Positivo JAK2

Tabela 12. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 12.

Resultado do CMA Numero de genes | Genes candidatos
OMIM mapeados no | selecionados
segmentos
4p15.32p15.1(17,707,300- 18
30,328,979) hmz
5q35.1935.3(171,766,824- 64
180,692,321) hmz
9p24.3p13.3(16,123- 104 JAK2, MTAP e CDKN2A
34,431,079)hmz
12922q23.2(95,963,706- 28
102,978,696) hmz
19p13.3p13.12(260,911- 302 STK11, SMARCA4, CALR
14,742,924)hmz eLYL1
229q11.1911.22(16,888,899- | 63
23,275,341) hmz

O paciente 12 teve a presenca de 6 LOHs encontradas nos cromossomos 4,5,9,12,19
e 22 (figura 24). A LOH encontrada no cromossomo 9, na posi¢ao genémica ch9: 16,123-
34,431,079), na regidao 9p24.3p13.3 inclui os genes mapeados JAK2,MTAP e CDKN2A. Uma
carga alélica elevada da mutacdo JAK2V617F que deriva da presenga da LOH no
cromossomo 9p, faz com que esta mutacdo passe de heterozigose para homozigose nas
NMPs e isto pode estar relacionado a progressado da doenga, levando a um progndstio ruim
(Rumi e cols, 2011; Salati e cols, 2016; Vainchenker e Kralovics, 2017). Ja os genes MTAP
e CDKNZ2A foram descritos, respectivamente, no osteosarcoma e melanoma. (Zhi e cols,
2016; De Simone e cols, 2017).
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Também no paciente 12 na LOH 19p, na posigao genémica 260,911-14,742,924, na
regiao 19p13.3p13.12 estdo mapeados os genes STK711, SMARCA4, CALR e LYL1. O gene
CARL nao estava mutado no paciente uma vez que as mutagdes sdo mutuamente
exclusivas,pois, o paciente apresentou positivo na mutagédo JAKZ (Vainchenker e Kralovics,
2017). Foi encontrado o gene LYL1 (19p13.3p13.12) que codifica uma oncoproteina que ja
descrito na leicemia linféide aguda do tipo T e associado a um progndstico ruim (Zohren e
cols, 2013). O gene STK71 é um gene supressor e ja descrito em pacientes com melanoma
(Kim e cols, 2016). O gene SMARCA4 é um gene que codifica atpase e descrito em pacientes

com cancer de ovario (Martinez e Reyes, 2018).

Figura 24 - Visualizagdo pelo chAs das perdas de heterozigose (barra roxa) detectadas nos

cromossomos 4,5,9,12,19 e 22 do paciente 12.




4.13.PACIENTE 13

Sexo: M

MF: Primaria

Idade: 38

Cariétipo: 46, XY
Mutacao driver: CALR.inst
Resultado CMA: Normal

Genes candidatos: Nenhum
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4.14 PACIENTE 14

Sexo: M

MF: Primaria

Idade: 69

Cariétipo: 46, XY

Mutacao driver: Positivo para JAK2

Tabela 13. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 14.

Resultado do CMA Niumero de genes | Genes candidatos

OMIM mapeados nos | selecionados

segmentos.
2p13.1p11.2(74,139,628- 99
89,129,064)hmz
2911.1911.2(95,341,387- 32

101,398,842) hmz
6922.31923.2(122,165,276- | 41
134,129,708)hmz

7931.32936.3(122,153,555- | 160 POT1, SMOH e BRAF
155,964,676)hmz

7p14.1p12.1(42,706,992- 45

51,910,082) hmz

11p14.3p13(24,549,526- 45 LMO2

35,437,736)hmz
13932.3933.2(101,421,368- | 10
106,561,799) hmz

O paciente 14 teve a presenca de 7 LOHs encontradas nos cromossomos 2,6,7,11 e
13, como mostra a figura 25. A LOH no cromossomo 11, na posigdo gendmica
ch11:24,549,526-35,437,736, na regido 11p14.3p13 inclui o gene LMO2, fator transcricional
que tem um importante papel no desenvolvimento do sistema hematopoiético e vém sendo
demonstrado uma desregulagéo neste gene com o desenvolvimento da leucemia linféide

aguda do tipo T (Wang e cols, 2007).
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Na LOH no cromossomo 7 na regiao7q31.32936.3 foram mapeados os gene SMOH
,POT1 e BRAF, sendo respectivamente, descritos no carcinoma de célula basal melanoma,

e adenocarcinoma (Eberl e cols, 2012; Espinoza e cols, 2014;Marranci e cols, 2017).

Figura 25- Visulizagao pelo chAS das perdas de heterozigose (barra roxa) detectadas pela CMA nos

3888

cromossosmos 2,6,7,11 e 13 do paciente 14.
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4.15 PACIENTE 15
Sexo: F

MF: Primaria

Idade: 48

Cariétipo: 46, XX
Mutacao driver: CALR.del

Tabela 14. Resultados do CMA e genes maepados e candidatos no OMIM no paciente 15.

Resultado do CMA

Nimero de genes
OMIM mapeados nos

Genes candidatos

selecionados

57,874,494)hmz

segmentos.
1p33p31.1(47,858,053- 79
69,907,944)hmz
2p13.2913(71,835,787- 82 TMEM127, BUB1, 1L1B,
113,889,134)hmz 1LRN
2911.1913(95,341,387- 84
113,889,134) hmz
3q11.1922.1(93,536,053- 145
131,849,410) hmz
3p13p11.1(72,568,037- 16 GATA2
90,485,635) hmz
6p22.3p12.3(15,735,087- 381 DEK e GGB
49,880,005)hmz
7921.11922.1(83,470,313- 131
103,219,027)hmz
9g33.1933.2(120,027,912- 20
125,306,402) hmz
10925.1926.13(107,670,340- | 60 MX11
124,523,169)hmz
11912.1913.5(56,930,833- 313 CCND1 e NUMA1
76,123,829)hmz
11p11.2p11.12(46,304,337- | 31
51,563,636) hmz
15914921.3(39,625,545- 125 BUB1B
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16p13.2p13.11(9,182,576- 31
16,159,628) hmz

Xp11.3p11.1(43,815,818- 145
58,337,890) hmz
Xp21.1p11.4(34,218,865- 13
40,790,309) hmz
Xq11.1q13.1(61,932,503- 23

68,422,477) hmz

O paciente 15 apresentou 16 LOHs encontradas nos cromossomos
1,2,3,6,7,9,10,11,15,16 e X, mostrado na figura 26.. Neste paciente fizemos a analise de
CMA no sangue periférico e aspirado de medula 6ssea sem diferenca nos resultados. A LOH
no cromossomo 3, na posigao gendmica ch3: 72,568,037-90,485,635, na regido 3p13p11.1
inclui o gene GATA1. O gene GATA1, fator de transcricdo regulador, é essencial para o
desenvolvimento de muitas linhagens celulares, incluindo hematopoiéticas, cardiacas e
endodermais. A expressao diminuida deste gene esta ligada a sindrome mielodisplasica,
mas o aumento da sua expressao esta correlacionada com o mau prognéstico na leucemia
mieldide aguda adulta e pediatrica (Santos e cols, 2011; Hahm e cols, 2015; Mehrotra e cols,
2015; Katsumura e cols, 2016).

Este mesmo paciente tem uma LOH no cromossomo 11, na posi¢gdao gendmica
ch11:56,930,833-76,123,829, na regido 11912.1913.5 que inclui o gene NUMA-1, que
codifica uma proteina que forma o componente estrutural da matriz nuclear. Mutacdes nesse
gene levam a interrupgao da via de sinalizagao do acido retindico e a diferenciagdo mieloide
no estagio promielocitico (Zhang e cols, 2000). Também encontramos uma LOH no
cromossomo 6, na posi¢ao genémica ch6: 15,735,087-49,880,005, na regiao6p22.3p12. ond
estdo mapeados os genes DEK e G6B. O gene DEK é um oncogene e sua alta expreséo é
encontrada em muitos tipos de céncer, dentre eles mama, ovario, bexiga, colon e na
leucemia mieldide aguda e que esta associado a um avango da doenga com um prognostico
ruim (Sandén e cols,2014).

Ja o gene G6B é um membro da superfamilia das imunoglobulinas e localizado no
complexo principal de histocompatibilidade na classe Ill, sendo um importante regulador da
funcdo dos megacariocitos e da producdo de plaquetas e pode estar relacionado na

mielofibrose com a presenca da trombose (Mazharian e cols, 2012).
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Foram encontrados no cromossomo 2, na posigdo gendémica ch2: 71,835,787-
113,889,134, na regido 2p13.2913 os genes TMEM127 (gene supressor de tumor), BUB1
(proteina chekpoint na mitose), 1L 1B (interleucina), 7LRN (interleucina) descritos em outros
tipos de canceres, como carcinoma renal, colorretal e gastrico. (Wadhma e cols, 2013; Deng
e cols, 2014; He e cols, 2015;Stahl e cols, 2017). No cromossomo 10, na posicdo gendémica
ch10: 107,670,340-124,523,169), na regidao 10925.1926.13 o gene MX11 esta envolvido na
neurofibrosarcoma e no ch11: 56,930,833-76,123,829, na regiao11q12.1q13.5 o gene
CCND1(proteina reguladora do ciclo celular) foi descrito no cancer colorretal (Xie e cols,
2017) e, por fim, no ch15: 39,625,545-57,874,494, na regido 15914921.3 o gene BUB1B
(quinase serina/treonina checkpoint mitose) esta associado ao glioblastoma (Ma e cols,
2017)

Figura 26- Visualizagao pelo ChAS das perdas de heterozigose (barra roxa) detectadas pela CMA

nos cromossomos 1,2,3,6,7,9,10,11,15,16 e X do paciente 15

n
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4.16 PACIENTE 16

Sexo: M

MF: Primaria

Idade: 35

Cariétipo: 46, XY
Mutacgao driver: CALR.del
Resultado CMA: Normal

Genes candidatos: Nenhum

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo visou a identificagdo de rearranjos submicroscépicos em pacientes com
mielofibrose primaria e MF pés TE, comparagao da analise pela citogenética convencional e
CMA, bem como sugerir genes candidatos mapeados nos segmentos alterados que possam
influenciar no diagnodstico e prognostico na mielofibrose.

Neste estudo a analise por CMA foi feita em 16 pacientes com mielofibrose, sendo 13
com MFP e 3 MF pos TE. Apesar do pequeno tamanho de nossa amostra, ela é
representativa da populacao de Brasilia-DF. O Distrito Federal tem uma populacao total de
3 milhdes e foi fundado ha apenas 58 anos e, portanto, tém uma populagio
predominantemente jovem. Considerando a frequéncia estimada de mielofibrose de 0,5-
1,5:100000 (Titmarsh e cols, 2014; Srour e cols, 2016) devemos esperar cerca de 30
pacientes com mielofibrose. Todos os pacientes incluidos no trabalho foram acompanhados
no centro de referéncia para disturbios hematolégicos em adultos do hospital de Base do
Distrito Federal nos ultimos trés anos e o numero de pacientes incluidos no estudo
representa 53% do numero total de pacientes.

Apesar da literatura descrever que a MFP é mais frequente no sexo masculino do que
no feminino nao tivemos esta predominancia,pois,tivemos 50% dos pacientes do sexo
feminino, com média de idade de 57 anos e 50% do sexo masculino com media de idade 59
anos (Tiymarsh e cols, 2014; Srour e cols, 2016).

Os resultados do cariétipo pela técnica de bandeamento G mostraram alteragdes em
3 de 16 pacientes, sendo todos com MFP. Ja na CMA foram encontradas alteragdes em 11
pacientes. Estes resultados demonstram que a maioria dos pacientes apresentaram
alteragdes citogenéticas n&o detectaveis ao cariotipo ou por serem menores que a resolugéo

do cariotipo (<4-10 Mb) ou por se tratar de segmentos de LOH.
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As analises dos caridtipos foram feitas a partir de aspirado de medula 6ssea, enquanto
a CMA foi no sangue periférico com excec¢ao de um paciente em que foram testados os dois
obtendo-se resultados idénticos. Considerando a origem dos dois tecidos e a dificuldade de
se obter aspirado de medula 6ssea na mielofibrose,devido a presenca de fibrose, a analise
por CMA é uma alternativa nos casos em que néo é possivel obter aspirado de medula sem
a necessidade de uso de indutores de divis&o celular na cultura de células.

A taxa de CNVs encontrada neste trabalho foi de 31,25% foi mais baixa do que
encontrada em outros trabalhos (Hussein e cols, 2009; Brecqueville e cols, 2014; Teferri e
cols, 2014). Neste estudo n&o encontramos nenhum viés clinico entre o nosso estudo e os
descritos na literatura que explicassem esta diferenga e, além disso, essa diferenga ndo deve
ser atribuida a limitacdo do CMA por nao reconhecer a translocacdo cromossémica, pois
estas representam apenas 3 a 9% das alteragdes em pacientes com mielofibrose (Tefferi e
cols, 2001; Hussein e cols, 2009; Tefferi e cols, 2009). Uma explicagdo pode ser o fato de
que nos outros trabalhos utilizaram uma plataforma de microarranjo ndo especifica para a
deteccao de alteracbes cromossdbmicas e com parametros de analise muito abaixo dos
considerados ideais. Dessa forma, muitos dos achados devem corresponder a erros de
interpretacdo ou a alteragbes constitucionais comuns, classificadas erroneamente como
possivelmente patogénicas. (Visani e cols, 2011).

Além da diferenga observada nos dados citogenéticos, a analise de mutagéo nos
genes driver realizadas em trabalho anterior do nosso grupo também mostrou uma
frequencia aumentada de mutagdes CALR em relacdo a mutagao JAK2. A presenga de maior
quantidade de mutagdo CALR também foi encontrada em outros estudos com a populagéo
brasileira (Machado-Neto e cols, 2015; Nunes e cols, 2015). Uma das possiveis explicagdes
para esta diferenca é que a presenca da mutacdo CALR esta associada a pacientes mais
jovens com mielofiborose como a deste estudo, enquanto que a mutagdo JAK2 & mais
encontrada em pessoas mais idosas (Vannucchi e cols,2008). Outra possivel explicagédo
seria a composicdo étnica da populagdo de estudo, pois, a grande miscigenagcao da
populagao brasileira poderia explicar essa diferenga. A populagdo brasileira deriva da
miscigenagcdo de trés grupos ancestrais principais - amerindios, europeus e africanos,
embora varias outras populagdes tenham sido incorporadas - em um processo que ja se
estende por meio milénio (Machado-Neto e cols, 2015; Nunes e cols, 2015). Devido a sua
grande extensao territorial, a distribuicdo desses grupos no territério brasileiro nao foi

homogénea, o que reflete na composigédo da populagao atual.
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Em trés pacientes (2, 4 e 6) foram identificadas perdas de heterozigose em mosaico.
O mosaicismo associado ao cancer aponta para a presenga de multiplas linhagens de células
na amostra. Além disso, os softwares de analise de microarranjo ndo sdo capazes de nomear
essas alteracdes que devem ser, portanto, identificadas visualmente. Este achado precisa
ser melhor verificado para saber se o mosaicismo vai infuenciar o progndéstico e evolugao da
mielofibrose para a fase blastica (Licntenstein, 2018). Nesses casos a repeticdo do exame
poderia mostrar como a alteracdo se comporta com a evolucédo da doenca.

No presente trabalho foram detectados segmentos de LOH em 62,5% dos pacientes,a
maioria dos pacientes com MFP e apenas em um paciente co MF pdés TE. Foram
identificados um total de 48 LOHs, sendo que o numero de LOH por paciente variou de 1 a
16. As LOHs mais frequentes correspondiam a segmentos dos cromossomos 1q(31,25%),
11q (18,75%) e Xqg (18,75%), entretanto os segmentos alterados ndo sdo coincidentes,
conforme listados na tabela 3. Neste estudo tivemos a presenca da LOH no 9p com a
presenga da mutagcdo JAK2 em apenas um paciente (12) que tinha a MF pés TE. Sabemos
que a mutagao JAK2 inicia-se em heterozigose e progride para homozigose pela LOH devido
a uma recombinagao mitética e isto contribui para a transicdo de heterozigose para a
homozigose da mutagdo JAK2 e pode contribuir para a progressédo da doenga (Rumi e cols,
2010; Rumi e cols,2011; Hahm e cols, 2014; Thoennissen e cols, 2017; Vainchenker e
Kralovics, 2017).

Também em nosso trabalho foi encontrada uma LOH no cromossomo 1p com a
mutacdo MPL em um unico paciente (2). Este encontro contribui para a transicdo de
heterozigose para homozigose na mutagdao MPL, sugerindo que o papel potencial desta
mutacao pode influenciar na progressao da mielofibrose secundaria pés TE (Thoennissen e
cols, 2010; Rumi e cols,2011).

A identificagdo de multiplos CNVs e LOH nos pacientes com MF sugere a presenga
de genes envolvidos na patogénese da doenga nesses segmentos. A grande
heterogeneidade dos achados citogenéticos ndo permite apontar genes principais envolvidos
na etiologia da doenga, mas sim genes com potencial contribuigdo para a doenga. Com base
nos nossos dados, propusemos alguns genes, previamente descritos em canceres
hematoldgicos ou outros tipos de cancer, como possiveis candidatos.

As LOHs, bem como CNVs, constituem marcadores de clonalidade. As &reas
anteriormente detectadas sao frequentemente identificadas em varios tipos de cancer,

incluindo malignidades hematologicas (Maciejewski e Mufti, 2008).
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Os processos extrinsecos que levam dano ao DNA estdo sendo implicados na
geracédo da LOH, pois, se o tratamento com quimioterapia prejudica DNA também pode
contribuir para o aumento da LOH, como ja observado na leucemia mieléide aguda, linfoma
folicular ou leucemia linféide aguda (OKeefe e cols, 2010). A recombinagdo mitética é
considerada a maior contribuicdo para adquirir a LOH (Young e cols, 2006).

No entanto, os nossos resultados mostram que a perda de heterozigose e CNVs
frequentemente abriga genes envolvidos na diferenciagdo celular e na proliferagao.
Entretanto, seu significado progndstico é ainda pouco compreendido e a implementagao do
CMA como um teste rotineiro dara mais evidéncias para estabelecer seu papel na
patogénese da doenga. Além disso, nosso estudo destaca a importéncia de uma analise
minuciosa das CMAs em pacientes com neoplasias clonais, permitindo a deteccédo de
mosaicismos. Esses dados gerados pela CMA podem também contribuir para uma avaliagéo
de escore mais apurados de prognostico na DIPSS,pois, utilizamos uma técnica que
consegue detectar rearranjos submicroscopicos e assim individualizar o tratamento dos
pacientes com mielofibrose. Também podemos observar que a implantacdo da CMA na
rotina de diagndstico dos pacientes com MF pode ser de grande valia,pois, poderia auxiliar
o diagndstico clinico e melhorar os parametros citogenéticos utilizados nos escores de
progndsticos aplicados na mielofibrose.

A geracdo de novos dados de CMA em mielofibrose podera permitir a sua
incorporagao dos dados gerados nos escores prognosticos, permitindo uma avaliagao mais
precisa do que a citogenética convencional e auxiliando no melhor diagndstico clinico

laboratorial dos pacientes com mielofibrose.
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6 CONCLUSAO

A analise dos dados nos permite concluir:

- Os segmentos de LOH s&o um achado frequente na mielofibrose e podem contribuir
para a progressao da doencga para a fase blastica ou leucemias.

- Apesar dos nossos dados mostrarem que a citogenética convencional € um bom
método a ser utilizado, ela ndo permite detectar CNVs menores do que 4Mb e o uso da CMA
permitiu detectar CNVs menores do que a resolugao da citogenética convencional.

- Foram encontrados sessenta e nove genes descritos em neoplasias hematologicas
e dezessete descritos na mielofibrose que poderiam influenciar o prognostico e evolugéo da
doenca para a fase blastica ou leucemias;

- O CMA mostrou ser mais adequado para a caracterizagdo genética dos pacientes
com mielofibrose. Assim, as plataformas de microarranjo cromossdmico que combinem
oligos e SNP podem ser usadas como um teste genético de primeira linha para sugerir genes
que possam influenciar a leucemogénese, terapia com genes alvos em pacientes com
mielofibrose.

- Dessa forma, o uso do CMA na rotina clinica podera permitir futuramente que seus
achados sejam incorporados de uma forma mais precisa nos escores progndésticos e

identificando genes que possam influenciar na evolugao e progndstico da mielofibrose.
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8. ANEXOS
8.1 PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

A COMITE DE ETICA EM ) Plataforma

B SmRRe™* PESQUISA - FEPECS/SES-DF asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "Estudo de mecanismos possivelmente relacionados a auto-renovacao, diferenciacao,
quiescéncia e resisténcia terapéutica em Células-Tronco Leucémicas de Neoplasias
Mieloproliferativas”

Pesquisador: Alexandre Nonino

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 19493613.5.0000.5553

Instituicao Proponente: DISTRITO FEDERAL SECRETARIA DE SAUDE

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 525330
Data da Relatoria: 10/02/2014

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo em que sera; recolhido a ali; quota de aspirado de medula ojssea de 10 pacientes
portadores de sijndrome mieloproliferativas (BCR ABL negativos) e 10 pacientes controles portadores de
Linfoma najo Hodgkin (sem infiltrac;a;o da medula o;ssea) no material genegtico vai se tentar estudar:
1. O status de ativaciai;o da via TGF-Beta/FOXO e da expressaj;o de PML na cglulas tronco
hematopoieticas das NMPs BCR-ABL negativas, comparando-as com ce; lulas diferenciadas (progenitoras e
maduras) dos prog prios pacientes e com CTH de controles.

2. Avaliar os resultados da exposiciao das Celulas-Tronco Hematopoieticas (CTH) e progenitoras de
pacientes e controles, em cultura, a combinac; o es de inibidor da JAK-2 com compostos que interfiram nas
vias acima: avaliar capacidade de inibidores de TGF-Beta e PML de induzir proliferaciajo (sai;da da
quiescencia) das CTH e progenitoras e a capacidade da exposicia;0 sequencial a ruxolutinibe de induzir
apoptose destas ceg lulas.

3. Correlacionar o status de ativacga;o da via TGF-Beta/FOXO e PML nas CTH das NMPs BCR-ABL
negativas com os scores progno/ sticos dos pacientes e com o status de mutac;a;o V617F do gene JAK-2.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primag rio:

Caracterizar o status de ativac;a¢ o da via TGF-Beta/FOXO e da expressajo de PML nas CTH das NMPs
BCR- ABL negativas, comparando-as com ceg¢lulas diferenciadas (progenitoras e maduras) dos prog prios
pacientes e com CTH de controles. 2. Avaliar os resultados da exposiciao das CTH e progenitoras de
pacientes e controles, em cultura, a combinac; o0 es de inibidor da JAK-2 com compostos que interfiram nas
vias acima: avaliar capacidade de inibidores de TGF-Beta e PML de induzir proliferacgajo (sai;da da
quiescencia) das CTH e progenitoras e a capacidade da exposicia;o sequencial a ruxolutinibe de induzir
apoptose destas ceg lulas. Objetivo Secundagrio:

1. Correlacionar o status de ativac;ajo da via TGF-Beta/FOXO e PML nas CTH das NMPs BCR-ABL
negativas com os scores progno; sticos dos pacientes e com o status de mutac;a;o V617F do gene JAK-2.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os beneficios superam os riscos

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

1. HIPO; TESES: ha; formulaciaj o da hipojtese somente positiva de que "As vias dependentes de TGF-
Beta/Foxo e PML podem estar ativadas nas CTL de NMPs, contribuindo para a falha terapeutica dos
tratamentos atualmente disponij veis." Consideramos pertinente a formulacia; o de hipo;tese negativa de
que "as vias na; o estariam ativadas", ale;m disso e;, possigvel formular outras hipo;teses para o objetivo
secundagrio: "o status de ativaciaio da via TGF-Beta/FOXO e PML nas CTH das NMPs BCR-ABL
negativas se relaciona ou na; o se relaciona com os scores progno; sticos dos pacientes e com o status de
mutacjago V617F do gene JAK-2.

2-METODOLOGIA -

a) Na; o esta claro foi estimado o tamanho da amostra para comprovac; a; o das hipo;teses.

b) Sera;jo desprezadas as amostras de medula o;ssea dos pacientes do grupo controle com infiltrac¢aéo
da medula oj ssea todavia esta informac;a;o sera; conhecida somente apo;s exame da amostra. Por isso
seria conveniente alterar o nugmero de sujeitos do grupo controle, que sera¢, variajvel e dependente do
nu;mero de pacientes com infiltrac; a; o0 da medula o;ssea. Para totalizar o nugmero de 10 sujeitos sem

infiltracjaj o linfomatosa da medula o ssea.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Folha de rosto apresentada

Termo de concorda; ncia apresentado TCLE apresentado
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Currig culo do investigador apresentado
Recomendagodes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Sugerimos os seguintes ajustes

1. HIPO;TESES: ha¢, formulaciago da hipo;tese somente positiva de que "As vias dependentes de TGF-
Beta/Foxo e PML podem estar ativadas nas CTL de NMPs, contribuindo para a falha terapeutica dos
tratamentos atualmente disponig veis." Consideramos pertinente a formulaciago de hipo;tese negativa de
que "as vias naj o estariam ativadas", ale;m disso e possigvel formular outras hipo;teses para o objetivo
secundagrio: "o status de ativaciajo da via TGF-Beta/FOXO e PML nas CTH das NMPs BCR-ABL
negativas se relaciona ou na;o se relaciona com os scores progno; sticos dos pacientes e com o status de
mutaciajo V617F do gene JAK-2. FORMULAC;A;O DE HIPO;TESES NEGATIVAS E POSITIVAS E DE
HIPO; TESES PARA O OBJETIVO SECUNDA,RIO. Pendéncia atendida

2-METODOLOGIA -

a) Na;o esta claro foi estimado o tamanho da amostra para comprovacgiajo das hipojteses. FAVOR
EXPLIQUE COMO FOI ESTIMADO O TAMANHO DA AMOSTRA. Pendéncia atendida

b) Sera;o desprezadas as amostras de medula o;ssea dos pacientes do grupo controle com infiltraciajo
da medula o ssea todavia esta informac;ago sera; conhecida somente apo;s exame da amostra. Por isso
seria conveniente alterar o nu;mero de sujeitos do grupo controle, que sera¢, variajvel e dependente do
nu;mero de pacientes com infiltrac;a; o da medula o;ssea. Para totalizar o nug;mero de 10 sujeitos sem
infiltracga¢o linfomatosa da medula o;ssea. RECOMENDAMOS QUE SEJA FEITO O AJUSTE DO
NU;MERO DE SUJEITOS DA PESQUISA SE LEVANDO EM CONTA OS PACIENTES DO GRUPO
CONTROLE COM A MEDULA O;SSEA INFILTRADA. Pendéncia atendida

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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Abstract

Myelofibrosis is the rarest and most severe type of Philadel-
phia-negative classical myeloproliferative neoplasms. Al-
though mutually exclusive driver mutations in JAK2, MPL, or
CALR that activate JAK-STAT pathway have been related to
the pathogenesis of the disease, chromosome abnormalities
have also been associated with the phenotype and progno-
sis of the disease. Here, we report the use of a chromosomal
microarray platform consisting of both oligo and SNP probes
to improve the detection of chromosome abnormalities in
patients with myelofibrosis. Sixteen patients with myelofi-
brosis were tested, and the results were compared to karyo-
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type analysis. Driver mutations in JAK2, MPL, or CALR were
investigated by PCR and MLPA. Conventional cytogenetics
revealed chromosome abnormalities in 3 out of 16 cases
(18.79%), while chromosomal microarray analysis detected
copy-number variations (CNV) or copy-neutral loss of het-
erozygosity (CN-LOH) alterations in 11 out of 16 (68.7%) pa-
tients. These included 43 CN-LOH, 14 deletions, 1 tnisomy,
and 1 duplication. Ten patients showed multiple chromo-
somal abnormalities, varying from 2 to 13 CNVs or CN-LOHs.
Mutational status for JAK2, CALR, and MPL by MLPA revealed
a total of 3/16 (18.7%) patients positive for the JAK2 V617F
mutation, 9 with CALR deletion or insertion and 1 positive for
MPL mutation. Considering that most of the CNVs identified
were smaller than the karyotype resolution and the high fre-
quency of CN-LOHs in our study, we propose that chromo-
somal microarray platforms that combine oligos and SNP
should be used as a first-tier genetic test in patients with
myelofibrosis. © 20185 Karger AG, Baned
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Pathogenesis of myelofibrosis (MF), the rarest and
most severe type of Philadelphia-negative classical my-
cloproliferative ncoplasms, is not thoroughly understood.
MF is characterized by bone marrow fibrosis, extramed-
ullary hematopoiesis, and abnormal cytokine expression,
with consequent hepatosplenomegaly and cytopenia. The
disease can occur de novo as primary (PMF) or result
from late progression of polycythemia vera (PV), or es-
sential thrombocythemia (ET), in these cases termed as
post-PV MF or post-ET MF, respectively. Both condi-
tions are associated with thrombohemorrhagic events,
constitutional symptoms, and leukemic transformation
[Tam et al., 2009; Visani et al., 2011; Brecqueville et al.,
2014; Vainchenker and Kralovics, 2017].

A clonal expansion of a single hematopoietic stem cell,
driven by a somatic mutation, culminates in chronic my-
cloproliferation and atypical megakaryocytic hyperpla-
sia. The clonally expanded megakaryocytes shed abnor-
mal growth factors that induce non-clonal fibroblastic
proliferation and hyperactivity, ultimately leading to
bone marrow fibrosis. A defective hematopoietic micro-
environment has been postulated as necessary for the de-
velopment of the clonal hematopoietic stem cell and ex-
tramedullary hematopoiesis [ Lataillade et al., 2008; Hus-
sein et al., 2009; Boiocchi et al., 2013; Mughal et al., 2014;
Vainchenker and Kralovics, 2017).

Cytogenetic abnormalities detected by karyotyping
can be found in 32-48% of the patients, the most preva-
lent being 20q-, 13q-, and abnormalities of chromosome
1, although several other numerical and structural rear-
rangements have also been described [Djordjevic et al.,
2007; Tefferi et al,, 2008; Hussein et al., 2009; Visani et al.,
2011; Boiocchi et al., 2013). Poor prognostic is attributed
to +8, -7/7q, i(17q), inv(3), -5/5q-, 12p-, 11q23 rear-
rangements, complex karyotypes, or monosomy. On the
other hand, 20g-, 13g-, or +9 do not appear to impact
survival in MF [Tefferi et al,, 2014).

More than 85% of PMF patients have a mutually ex-
clusive mutation in one of the following 3 genes: JAK2
(60-65%), MPL (5%), or CALR (20-25%). All of these,
referred to as “driver” mutations, activate JAK-STAT
pathway [Cazzola and Kralovics, 2014]. The type of driv-
er mutation, however, may have prognostic impact: ¢.g.,
the CALR mutations appear to have a favorable impact
on survival, while triple negative patients have worse
outcomes [Cazzola and Kralovics, 2014; Tefferi et al.,
2014).

Several other mutations have been implicated in the
pathogenesis and progression of PMF, including TET2,
DNMT3A, and IDH1/2 (involved in DNA methylation);

~
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polycomb repressor complex 1 and 2 members and
IDH1/2 (histone modifiers);, TP53, CUX1,IKZF1, FOXP1,
ETV6, and RUNX! (transcription factors); NFI, NRAS,
KRAS, LNK, CBL, and FLT3 (signaling proteins) as well
as SF3B1, SRSF2, U2AFI, and ZRSR2 (splicing factors).
Notably, TET2and DNMT3A may play an important role
in disease initiation and progression; EZH2, ASXLI, and
SRSF2 are associated with poor prognosis, and TP53 is
associated with progression to leukemia in MF patients
[Carbucciaetal., 2009; Brecqueville etal., 2014; Vainchen-
ker and Kralovics, 2017).

Detection of chromosome imbalances using conven-
tional karyotyping (or G-banding) is limited due to the
method’s low resolution of only 5-10 Mb. On the other
hand, DNA array-based methods, such as SNP arrays, in-
creased the resolution up to the base-pair level, enabling
studies of copy number variants (CNVs) and acquired
UPD. CNVs are amplified or deleted regions ranging in
size from intermediate (1-50 kb) to large (50 kb-3 Mb)
and are recognized as a major source of human genome
variability [Sebat et al,, 2004; da Silva et al., 2016]. Impor-
tantly, CNVsare involved in cancer development and can
increase during tumor progression, influencing pheno-
type and prognosis.

Acquired UPDs are loss-of-heterozygosity (LOH) re-
gions occurring without concurrent changes in the gene
copy number, a phenomenon also reported as copy-neu-
tral LOH (CN-LOH). These defects are attributed to mi-
totic recombination in somatic cells and have been recog-
nized in a variety of neoplasms [O'Keefe et al., 2010,
Visani et al., 2011; Hahm et al,, 2015).

Implementation of chromosomal microarrays in MF
have been reported in few studies with a detection rate of
imbalances of 44% [Tefferi et al., 2008), 69% [Rumi etal.,
2011}, 54% [Brecqueville et al., 2014), and 56% [Hahm et
al, 2015). However, most of the abovementioned used
array-CGH platforms without SNPs and therefore were
unable to detect CN-LOHs.

Here, we report the importance of using a chromo-
somal microarray platform consisting of both oligo and
SNP probes to improve the detection of chromosome ab-
normalities in patients with MF evidencing the high fre-
quency of CN-LOH.

Material and Methods

Sample

The study included 16 Brazilian patients, 13 with PMF and 3
with post-ET MF, consisting of 57% females with ages varying
from 46 to 84 (median age of 57) and 43% males with ages from 35
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Fig. 1. Graphical representation of a complex rearrangement of chr

7¢ ting of multiple deletions

(red boxes) and a mosaic CN-LOH (circle) in patient 4.

to 81 (median age of 59). All patients were diagnosed according to
WHO 2008 criteria. DNA was obtained from peripheral blood leu-
cocytes and extraction was performed using Puregene® (Qiagen,
Germany) according to the manufacturer’s instructions.

Conventional Cytogenetics

Routine cytogenetic analysis with conventional G-banding
techniques was performed from bone marrow aspirate at nonat-
filiated diagnostic laboratories.

Array Comparative Genomic Hybridization

The presence of submicroscopic chr was
investigated by microarray analysis using the Affymetrix Cyto-
Scan™ HD (14 samples) or Affymetrix 750K (2 samples). These
platforms consist of microarrays containing non-polymorphic
probes for CNVs from coding and noncoding regions of the hu-
man genome as well as polymorphic SNP probes. All procedures
were carried out as instructed by the manufacturer. The hybridized
slides bearing DNA, and marked with biotin, were analyzed by a
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) and the Chromosome
Analysis Suite (ChAS) Software (Affymetrix). Calling of the abnor-
malities considered a minimum of (a) 50 consecutively duplicated
probes, (b) 25 consecutively deleted probes, and (c) segments of
LOH larger than 5 Mb. Smaller alterations involving cancer-asso-
ciated genes were also investigated. Common CNV's were consid-
ered ¢ ional/likely benign. Candidate genes mapped to
large altered segments were d based on d iated
OMIM genes, previously related to myeloid neoplasms and/or
other types of cancers.

L
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Copy-Neutral LOH in Myelofibrosis
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Detection of JAK2, CALR and MPL Driver Mutations

Allele specific PCR for detection of the JAK2 V617F mutation
was using standard PCR protocols, as described by
Campbell et al. [2006). Screening for CALR, MPL as well as JAK2
mutations was performed by MLPA using kit P420 according to
manufacturer's protocol. This kit is designed to detect mutations
in JAK2 (V617F, N542 E543del and ES543_D54ddel), CALR
(L367(s*46, type 1 deletion and K385(5*47, type 2 insertion), and
MPL (W515K and W515L) with an allele burden >10%.

Results

Cytogenetic Studies

G-banding analysis detected in 3/16 (18.7%) patients
with MF (Table 1). One patient has trisomy 8, one has a
partial deletion of chromosome 13, and the third patient
has a complex karyotype involving chromosomes 7, 12,
and 20.

Chromosomal microarray analysis (CMA) detected
copy-number or LOH alterations in 11 out of 16 (68.7%)
patients (Table 1); these included 43 CN-LOH, 14 dele-
tions, 1 trisomy, and 1 duplication. One patient presented
a single abnormality, a chromosome 8 trisomy. The other
10 patients showed multiple chromosomal abnormali-
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Fig. 2. Graphical representation of several
CN-LOH of different chromosomes (indi-
cated by red blocks) found by chromosom-
al microarray analysis in patient 15.

ties, varying from 2 to 13 CNVs or CN-LOHs. CMA did
not disclose any alterations in 5 patients 8, 10, 11, 13, and
16.

CMA Detection Rate of Numerical and Structural

Chromosome Imbalances

Presumed pathogenic CNV's were identified in 6/16
patients (37.5%). One patient had a single copy number
imbalance without CN-LOH. Regarding the 14 deletions
detected, 7 were identified in a single patient who had 2
complex chromosome rearrangements involving chro-
mosomes 7 and 12 (Fig. 1). All patients with deletions also
had at least 1 CN-LOH. Only 1 microduplication was
identified in a patient with multiple imbalances and CN-
LOHs.

Detection Rate of Copy-Neutral LOH

We identified 43 CN-LOH in our sample, distributed
among 10 patients, ranging from 1 to 13 segments of CN-
LOH (Fig. 2). Six patients had CN-LOH without copy
number imbalances. One patient presented a single CN-
LOH of chromosome 11 without any other CN-LOH or
imbalance. CN-LOH size varied from 5.2 to 823 Mb, with
a median size of 14.25 Mb. Three CN-LOH were in mo-
saic state, as inferred by the SNP distribution (Fig. 1).

Driver Mutation Status

Mutational status for JAK2, CALR, and MPL by MLPA
revealed a total of 3/16 (18.7%) patients positive for the
JAK2 V617F mutation, 9 with CALR deletion or inser-
tion, and 1 positive for MPL mutation (Table 1).
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Cytogenetic abnormalities play an important role in
the pathogenesis of MF. In previous studies, one-third of
the patients with MF showed karyotype abnormalities at
diagnosis. In these patients, the number of alterations in-
creased as the discase progressed [Hussein et al., 2009].
The most frequent abnormalities in MF are del(20q),
del(13q), +8, +9, and abnormalities of chromosomes 1
and 7 [Tefferi et al., 2001; Visani et al., 2011). However,
conventional karyotyping has a low resolution of up to
5-10 Mb. Thus, for the detection of minor chromosomal
alterations, techniques with higher resolution are re-
quired. One of the standard molecular cytogenetic tech-
niques for screening submicroscopic chromosomal alter-
ations is CMA [Gondek et al., 2008].

In our sample, conventional cytogenetics disclosed
chromosome abnormalities in 3 patients, while chromo-
somal microarray detected imbalances or LOH in a total
of 11 patients.

CMA was concordant with karyotype results in 5 nor-
mal cases and in the patient with trisomy 8. In the patient
with a 13q deletion, CMA revealed other submicroscopic
imbalances in chromosomes 12, 14, and 19 as well as 2
segments of CN-LOH. The third patient with karyotype
alterations had a complex chromosome rearrangement
involving chromosomes 7, 12, and 20 that could be clari-
fied by microarray analysis. Two patients had a normal
karyotype, however CMA disclosed a submicroscopic
CNV and LOH. The remaining 6 cases presented only
LOH without chromosomal imbalances.
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Previous studies showed the ability of such techniques
in detecting novel genetic lesions in both myeloid and
lymphoid disorders [Walker et al., 2006; Mohamedali et
al,, 2007; Visani etal., 2011; Sato-Otsubo et al., 2012]. My-
cloid neoplasms are among the best targets for CMA as
the results can be directly incorporated into their prog-
nostic scores [Sato-Otsubo et al., 2012].

Our overall detection rate of abnormalities was 68%,
close to previous reports. However, we had a low detec-
tion rate of CNVs (37.5%) compared to other studies (44—
69%) [Tefferi et al., 2008; Rumi et al., 2011; Brecqueville
etal., 2014; Hahm etal,, 2015]. We could not identify any
clinical bias between our study and those described in the
literature that could reasonably explain this discrepancy.
In addition, this difference should not be attributed to the
limitation of CMA not to recognize chromosomal trans-
locations [Tefferi et al., 2009] since those represent only
3-9% of the alterations in patients with MF [Tefferi et al,,
2001; Hussein et al., 2009)].

Driver mutations in JAK2, CALR, and MPL were iden-
tified in 13 patients. The frequency of JAK2 V617F muta-
tions in our sample is 18.7%, lower than previously de-
scribed [Lian et al., 2017, with an increased frequency in
CALR mutations (56.2%) and a single case with MPL mu-
tation.

In recent years, a renewed interest in the molecular
pathogenesis of myeloproliferative neoplasms was ob-
served, notably after the discovery of JAK2 V617F muta-
tion. JAK2 plays an important role in cell signaling and
proliferation [Campbell et al., 2006; Tefferi et al., 2009;
Vainchenker et al,, 2017]. Mutations in this gene confer
constitutive activation of the JAK-STAT and related
pathways, promoting differentiation and proliferation of
different cell lincages [Hahm et al., 2016). It is still not
understood whether the JAK2 mutation is the first event
in myeloproliferative neoplasms or secondary to other
genetic and epigenetic events [Campbell et al., 2006; Tef-
feri et al., 2008, 2009).

Candidate genes potentially involved in disease initia-
tion or progress are listed in Table 1. Since most patients
present with several large alterations, we proposed the
genes previously associated to hematological malignan-
cies and other cancers as candidates. Sixty genes associ-
ated with cancer were identified, 11 of them previously
described in hematological malignancies.

Patient 1 presents 8 CN-LOH segments of chromo-
somes 1q, 49, 12q, 17q and Xgq, in which several onco-
genes have been mapped. For instance, the PTPN11 (12q)
and STAT5B (17q) genes have been associated with leu-
kemia and non-Hodgkin lymphomas [Chen et al,, 2013;

Copy-Neutral LOH in Myelofibrosis
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Lianget al, 2017]. Although the test for JAK2 V617F mu-
tation was positive, we did not identify CN-LOH of chro-
mosome 9p.

Patient 2 has a complex set of rearrangements: 3 dele-
tions (13q, 14q,and 19q), 1 duplication (14q), 1 CN-LOH
(HEN), and | mosaic CN-LOH (HEM). The presence
of a mosaic CN-LOH and non-mosaic rearrangement
points to multiple cell lineages in the sample. The deletion
in chromosome 13 includes RBI, a gene previously asso-
ciated with multiple cancers including MF [Tam et al,
2009; Brecqueville et al., 2014).

The single alteration present in patient 3 is a trisomy
of chromosome 8, a common chromosome abnormality
associated with an unfavorable prognosis in MF [Hussein
et al, 2009; Brecqueville et al., 2014; Mchrotra et al,
2015).

CMA analysis for patient 4 identified 2 complex rear-
rangements with multiple deletions in chromosomes 7
and 12. The MADILI gene, mapped to a deleted segment
in chromosome 7p, is a checkpoint gene, whose deregula-
tion is associated with chromosomal instability. Rare mu-
tations in this gene have been reported in lymphoma, co-
lon, and lung cancers [Tsukasaki etal., 2001]. This patient
also presents with a mosaic CN-LOH of chromosome 12
and two others in chromosomes 3 and 18 (Fig. 1).

Patient 7 shows a deletion in the region encompassing
the NOTCH2 gene. The Notch signaling cascade is essen-
tial for cell proliferation and differentiation [Rangana-
than et al., 2011]. A deregulated Notch pathway is found
in various types of cancer such as T-cell leukemia, breast,
and prostate cancers [Yuan et al,, 2014].

CN-LOH of chromosome X including the GATA gene
was identified in patient 15. The GATA family is essential
to the development of many cell lineages, including he-
matopoictic, cardiac, and endodermal. GATAL, GATA2,
and GATA3 are needed for normal hematopoiesis, and
their mutations are implicated on a variety of blood dis-
orders, including MF [Dos Santos et al., 2011; Hahm et
al,, 2015; Mchrotra et al., 2015).

In addition, we identified 1 patient with LOH involv-
ing the NUMA gene. This leads to the disruption of the
retinoic acid signaling pathway, and myeloid differentia-
tion is arrested at the promyelocytic stage [Zhang et al.,
2000).

CN-LOH as well as CNVs constitute markers of clon-
ality. Previously undetected areas of clonal CN-LOH are
frequently identified in various cancers, including hema-
tologic malignancies [Maciejewski and Mufti, 2008].
However, their prognostic significance is still poorly un-
derstood, and the implementation of CMA as a routine
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test will give further evidence to establish its role on the
pathogenesis of the discase.

In our cohort, 1 patient has a JAK2 mutation and CN-
LOH of chromosome 9p, possibly leading to homozygos-
ity of the JAK2 mutation. Interestingly, this patient also
has a CN-LOH that includes the CALR gene despite not
having the CALR driver mutation, as they have been
shown to be mutually exclusive. No CN-LOH of the over-
lapping segments of JAK2, CALR, and MPL were identi-
fied in the remaining patients.

However, our results show that LOH recurrently har-
bors genes involved in cell differentiation and prolifera-
tion.

In addition, our study highlights the importance of a
thorough analysis of chromosomal microarrays in pa-
tients with clonal neoplasms, HNENENEENENE
SSEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Chromosomal microarrays are already used as a first-
tier test for patients with intellectual disability and/or
congenital malformations due to the higher resolution.
Considering that most of the CNVs identified were small-

References

er than the karyotype resolution and the high frequency
of CN-LOH:s in our study, we recommend that chromo-
somal microarray platforms that combine oligos and SNP
should be a first-tier genetic test in patients with MF.
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