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RESUMO

A leucemia linféide aguda (LLA) é o cancer mais comda infancia. Os atuais
protocolos de tratamento da LLA levam a cura em % casos e parte do sucesso se
deve a aplicacdo de diferentes tratamentos papadentes estratificados em diferentes
grupos de risco, segundo fatores progndéstico ptéstrento (contagem leucocitaria e idade
ao diagnéstico). Contudo, pacientes consideradoseanssao podem apresentar contetido
substancial de células neoplasicas, chamada doegidual minima (DRM), cuja
proliferagdo est4d associada com a recaida da doengae podem estar em niveis
indetectaveis pelas técnicas convencionais desanéiorfologica. Vérios trabalhos tém
mostrado que é possivel prever a evolucao cliresgpdcientes com base na DRM, porém,
no protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento @ademia Infantil (GBTLI), a DRM
ndo é utilizada como critério de realocacdo dogeptes nos grupos de risco. Desta forma,
0 presente estudo objetivou (1) obter dados praspsade DRM com o uso de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo de remde genes de imunoglobulina (Ig) e
receptores de células T (TCR); (2) comparar redotale DRM com fatores progndsticos
ao diagndstico e de resposta utilizados nos priscdo GBTLI e (3) avaliar o valor
preditivo da DRM em pacientes tratados pelo prdood@®BTLI-99. No total, foram
estudadas 91 amostras de LLA pediatrica classdgadratadas pelo protocolo GBTLI-99.
Duas metodologias foram empregadas, metodologiagrdpo brasileiro (91 casos) e
metodologia Biomed-1 (78 casos), as quais sao thaseam PCR com primers consenso
para as regides VDJ das imunoglobulinas e TCR degpor analise de formacédo de
homo/heteroduplex. Ambos métodos mostraram-secteteinte factiveis, reprodutiveis e
capazes de detectar marcadores moleculares paédiseada DRM na maioria dos casos, a
saber, 2 ou mais marcadores de DRM em 85,7 e 7@®%tal das amostras analisadas,
respectivamente. As mesmas metodologias foramaalglicpara a analise da DRM nos dias
14 e 28 da terapia de inducdo e demonstraram atdmooia de 96% na detecgdo da DRM.
Género masculino, idade <> anos, imunofendtipo LLA-T, classificagdo em alseo,
auséncia de CD10, presenca de blastos no dia &#4ermga de mais de 5% de blastos
leucémicos na medula 6ssea (MO) do D14 e respostaatamento associaram-se com
DRM positiva no D14. Ja& DRM positiva no D28 mostrestar associada com
imunofendtipo LLA-T, auséncia de calla (CD10), emsa de mais de 5% de blastos
leucémicos na MO no D28 e resposta ao tratamentgal@ preditivo da DRM, nas
condicBes testadas, mostrou-se pouco Util parascelassificados como sendo de risco
baixo pelo GBTLI/99. Para casos de alto risco,etatito, a auséncia de DRM no D14
caracteriza um grupo de pacientes com sobrevidigasianpacientes de risco basico. Novos
protocolos para analise da DRM foram propostosduisenas metodologias aplicadas no
presente estudo visando otimizar o tempo e mininugaustos.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most coompediatric cancer. The
recent ALL treatment protocols can achieve the detapremission in 70% of cases and
this success is due to different treatments foieptt stratified into different risk groups ,
according to pre-treatment prognostic factors (ghibunt cells and diagnosis age).
Therefore, patients considered in remission maye hsibstantial contents of neoplasic
cells, the minimal residual disease (MRD). The ifgcdtion of such neoplasic cells is
associated with disease relapse and they can letaged by conventional methods. It has
been demonstrated that the clinical evolution digpés based on MRD can be forecasted.
Therefore, in the Brazilian Group for Childhood kewmia Treatment (GBTLI), MRD is
not used as a reallocation criterion of patientssk groups. The present study aimed to (1)
obtain MRD data through the use of polymerase cheaction (PCR) for the detection of
immunoglobulin (Ig) and T cell receptor genes raagements (TCR); (2) compare the
results of MRD with prognostic factors at diagnoaisd response factors used in the
GBTLI protocols and (3) estimate the predictiveueabf MRD in patients treated by the
GBTLI-99 protocol. In total, 91 samples of pediatALL classified and treated with the
GBTLI-99 protocol were studied using two methodadsg Brazilian group methodology
(91 cases) and Biomed-1 methodology (78 casesh, uxihg the consensus PCR primers
for the immunoglobulin and TCR VDJ regions followley homo/heteroduplex formation.
These methods were feasible, reproducible andtaldetect molecular markers for MRD
analysis in most cases, since they provided thectlet of two or more markers in 85,7%
and 76,9% of the samples analyzed, respectivelg.sBime methodologies were applied in
the MRD analysis on days 14 and 28 of inductiomapge and the results are in agreement
in 96% of the MRD detection. Male, age (<t & years), inmunophenotyping (T-ALL),
high risk classification, calla (CD10) absence spree of blasts in peripheral blood on day
14, presence of more than 5% of leukemic blasteenbone marrow (BM) on day 14 of
treatment response were associated with positiv® MR D14. Already, positive MRD on
day 28 of treatment were associated with immunoptypimg (T-ALL), CD10 absence,
presence of more than 5% of leukemic blasts inBleon D28 and treatment response.
MRD predictive value on the conditions tested ptbwe be useful for the patients
classified by GBTLI/99 as basic risk. However, lfogh risk cases, the absence of MRD on
D14 defines a new group of patients with similarvaial to basic risk patients. New
protocols to the MRD analysis were proposed basech@thodologies applied in this study
to optimize the time and minimize the costs.
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1. INTRODUCAO

1.1 As Leucemias

A leucemia consiste em uma doenca heterogéneast@azada por uma
disfuncdo das células progenitoras hematopoiétitasmedula 6ssea, levando a uma
proliferagdo clonal desordenada e sem controleétidas precursoras de origem mieldide
ou linféide. Pode ser classificada como aguda @wmica, sendo a Leucemia Linfoide
Aguda (LLA) o cancer mais comum na infancia, cqrogglendo a cerca de um quarto de
todos os disturbios malignos nessa faixa etari®@%a de todas as leucemias que ocorrem
até os 15 anos de idade. Seu pico de incidénciereoemn criangas entre 2 e 5 anos, e
meninos sao mais comumente envolvidos que merpnasjpalmente no periodo puberal
1, 2, 3).

Atualmente, a teoria mais aceita para a fisiopgialala LLA é aquela que
relaciona o seu desenvolvimento a transformacdouma Unica célula progenitora
hematopoiética mutante, capaz de se expandir mdafnente por auto-renovacgéao, levando
a producdo de precursores hematopoiéticos maligposico diferenciados. Os eventos que
levam a este processo de mutacao sao complexolifatoriais, tendo sido proposto que a
LLA se desenvolve como resultado de mutacdo querer@ em células progenitoras
linféides de linhagem T ou B (Figura 1).

Estudos das LLA tém confirmado que a transformagacémica pode ocorrer
nos diversos estagios de maturacéo no processiéedendiacao linféide, sendo que oitenta
e cinco porcento dos casos sao classificados carAdBkderivada e 15% como LLA-T (1,
2,3,4,5,6,7,8).
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Figura 1. Esquema da hematopoiese onde € possisetvar os diferentes estagios de maturacéo
das ceélulas de linhagens linfoide e mieldide, e b&m as células tronco, progenitores
comprometidos e células maduras da linhagem hewiataqa. CLP=célula progenitora linféide e
CMP célula progenitora mieléide

As LLA B-derivadas podem ainda ser divididas emtiquaubgrupos (LLA
pro-B, pré-B, pré-pré-B ou comum e LLA-B madura) amrdo com as expressdes de
antigenos de superficie celular que refletem oge@stda diferenciagdo do linfocito B
precursor (9).

Com os atuais protocolos de tratamento, cerca58é @as criangas com
leucemia linféide aguda (LLA) alcancam remissadiniia por microscopia optica como
menos de 5% de blastos na medula dssea. Infelieraenta de 25% destes pacientes ainda
apresentardo recaida (10), na maioria das vezesirpoclone idéntico ou relacionado
aquele presente no diagnostico (11).

Diversos fatores progndstico pré-tratamento téro sshdos na estratificacao
dos pacientes em diferentes grupos de risco, camexemplo, a contagem leucocitaria ao
diagnostico, a idade do paciente, o conteudo de D&lI&élula leucémica, anormalidades

! http://ww.bloodlines.stemcells.com
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citogenéticas e imunofenotipagem (12, 13, 14).dfanto, o significado progndstico destas
variaveis depende do tipo e intensidade do trattor@s)

Nas criancas com LLA, os dados clinicos e laboi@trconvencionais,
utilizados para definir a estratificacdo dos traatos nos diferentes grupos de risco,
deixam de detectar 20 a 30% dos doentes, de iodeciobom progndéstico, e que recaem,
apesar dos tratamentos ja bem estabelecidos (147016

Diversos trabalhos tém mostrado que a respostaliaic tratamento, avaliada
pela citoreducdo na medula éssea e/ou sangue rjperifé@ um fator progndstico
independente importante que permite identificangraes com maior ou menor risco de
recaida (18, 19, 20). Uma das maneiras de avali@#oeeducdo é através da contagem de
blastos no sangue periférico apds 7 dias de trat@meom prednisona. Pacientes com
menos de 1.000 blastos por fmo sangue periférico apresentam uma sobrevida diere
eventos significativamente maior, e sdo categoogawmo “bons respondedores” (17, 19,
20, 21). Em nameros absolutos, entretanto, a npaide das recaidas ocorre no grupo dos
“bons respondedores” a prednisona. Além disso, 2P6-8los pacientes com LLA nao
apresentam blastos no sangue periférico ao diagopste modo que ndo podem ser
avaliados com base neste fator prognéstico (19).

A utilizacdo da contagem global de glébulos brantoslia 8 (D8) da terapia
de inducdo (que inclui varios quimioterapicos) paréambém associada ao progndstico
destes pacientes. Dados do protocolo do Grupo |8rasde Tratamento das Leucemias
Infantis-93 (GBTLI-LLA/93) (22), referentes a arslide 786 pacientes tratados no Brasil,
mostraram que criancas com leucometria inferio®.800/mni apresentaram uma taxa de
Sobrevida Livre de Doenca (SLD) significativamentaior que aqueles com leucometria
superior a 10.000 (p:0,0003) Atualmente, o prowc&@BTLI-99 vem utilizando
leucometria >5.000/mfmo D8 como critério de estratificacdo de risco.

Outra maneira de avaliar a citoreducdo é pela gemtade blastos em
esfregacos de medula 6ssea. Pacientes que apre&ftau menos de blastos na medula
O0ssea do D7 (medula M1) apresentam melhor respogtémioterapia (21, 23), enquanto
pacientes com medula M2 (5 a 25% de blastos) ou(A235% de blastos) no final da
terapia de indugdo (D28) apresentam progndsticerady21). A persisténcia de qualquer
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guantidade de blastos (ainda que entre 1-5%) emlmédsea (MO) nos dias 15 e 25 tem
sido associada com prognadstico reservado (24).

Infelizmente, exames morfoldégicos do sangue pérdére medula Ossea
dependem do reconhecimento morfolégico das céloplasicas, o que aumenta a
impreciséo e subjetividade do resultado (25, 28mAdisso, a sensibilidade alcancada pela
avaliacdo microscopica de esfregacos de medulabéode

Nesta situacdo, entretanto, o paciente pode ajpidsentar até cem bilhdes de
células cancerosas, ndo detectadas pela analisgceamscopio. A estas células cancerosas
remanescentes, as quais nao sado detectadas petasagéconvencionais de analise
morfolégica ao microscopio, da-se o nome de Do&egsdual Minima (DRM) (27).

Desse modo a utilizacdo de metodologias mais\sagpara a deteccdo de
células malignas residuais tém tido cada vez maimitancia, bem como tem modificado

0 conceito de remissao.

1.2 Doenca Residual Minima

Até o desenvolvimento dos métodos mais sensiveisazes de detectar e
guantificar o nimero destas células residuais,nantica (aumento ou decréscimo) da
populacdo de células cancerosas ap0s a remissadgerdesconhecido para o clinico. A
utilizacdo de técnicas mais sensiveis, com podeleticcdo de 1 célula leucémica e 10
a 10 células normais, tem permitido acompanhar a dicémia DRM e refinado de forma
importante a avaliagdo da evolugcdo da respostaqeeao tratamento. Diversos estudos
tém procurado definir dois principais parametrog: téempo de tratamento e (ii)
porcentagem de células leucémicas residuais; assoxiacdo com a evolucao clinica dos
pacientes. Obviamente, estes parametros variamuag@d do protocolo de tratamento
adotado. De maneira geral, a deteccdo de altasemdie DRM no D15 (1910°) (28, 29)
e nas semanas 5 e 12 (30, 31, 32, 33) da terapinddedo tem sido associada com
progndstico desfavoravel.

A escolha da técnica particular de andlise da DR}edde da questdo a ser
considerada e o contexto clinico no qual a amastta sendo avaliada (34). Uma técnica
clinicamente util de DRM deve ser amplamente apditéespecifica, sensivel o suficiente
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para predizer a evolugdo da doenca e economicamigvid (33). As células leucémicas
residuais sdo usualmente detectadas (i) atravB€Be usando como marcador a sequéncia
de DNA derivada de rearranjos dos genes (recomiin®®J) de Imunoglobulinas (Ig) e
Receptores de células-T (TCR) (figura 2), ou (@ridadas de transcritos quiméricos
resultantes de translocagBes cromossdmicas; Quafiavés de citometria de fluxo pela
andlise de uma combinagdo especifica de moléc@asugerficie presente apenas nas

células leucémicas.

Genes da cadeia pesada ndo rearranjados
V, Vo Dy Dy 44 Jn Cy
— = = e Aam e ey e ——
el o s N Mh‘gg_‘_ﬂ P e
Promotor l Rearmranjo génico: formacdo VD.J
vDJ C,

o P "

Cadeia pesada

Sitio de combinagdo
do antigeno Sitio de combinacdo

do antigeno

1 Rearranjo génico: formacao V.J
V, Vo Vs V4 Vs . Vi Vi N PN PN P i Cc

—— y— ~—— —
S dmele - e ———— d— B T T U R R -

Genes da cadeia leve ndo rearranjados

Figura 2. Esquema representativo de uma imunogiabel os rearranjos génicos VDJ responsaveis
pela formacédo das cadeias leve e pesada da IgaRjesrgénicos semelhantes também ocorrem na
formac&o dos receptores de células T

Entre os trés marcadores da leucemia acima listadmsmeiro (rearranjos dos
genes de TCR Ig) tem sido mais amplamente utilizado nos esul#goDRM devido a sua

alta freqiiéncia em leucemias linféides tanto dgemni B quanto T. Os rearranjos TGR,

2 http://8e.devbio.com/images
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por exemplo, sdo observados em mais de 90% dos dadd_A-T (35, 36) e em 50 a 80%
dos casos de LLA-B (35, 37). A titulo de comparagimenas 35-50% dos casos de LLA
pediatrica apresentam transcritos quiméricos daoisae translocacées cromossdmicas.

Uma vez que a LLA é uma doenca clonal, todas as séllas tendem a
apresentar o mesmo padrédo de rearranjokyddou TCR e este padrdo pode ser usado
como marcador leucemia-especifico para cada pacient

Até o advento da PCR em tempo real a maioria dapogr utilizava PCR
seguido de Southern blot com sondas juncdo-espesifiradiomarcadas para a
guantificacdo da DRM (30, 31, 38). Mais recentemgent desenvolvimento das sondas
fluorescentes (p.ex. TagMan) tem levado a adocdaprideers alelo-especificos e sondas
TagMan consensuais para os diferentes rearranjog @e TCR (39, 40). Esta técnica
permite a deteccdo de 1 célula leucémica el células normais. Trata-se de um
método verdadeiramente quantitativo, sensivel,sctgsultados tém permitido diferenciar
subgrupos de pacientes com prognéstico definidtretamto este método é extremamente
laborioso e caro, o que dificulta a sua implantag@ioaioria dos servigos de tratamento no
mundo (41).

A deteccdo de rearranjos clonaisidee TCR por PCR utilizando-se primers
consenso e andlise homo/heteroduplex tem se mostr@admeétodo rdpido, muito mais
simples e barato quando comparado a utilizacdomi#as TagMan ou citometria de fluxo e
se mostrado util na deteccdo de pacientes conmsmiglativamente altos de DRM nas fases
iniciais do tratamento (11, 42, 43). Este método, emtanto, ndo é verdadeiramente
quantitativo e, devido & sua sensibilidade men6?-03), resultados de DRM negativos
apos a terapia de inducdo ndo necessariamentadiezeém em auséncia de recaida. Em
contrapartida, resultados de DRM positivos estétefioente associados a progndstico
desfavoravel (11, 42).

1.3 O impacto da DRM nas decisdes clinicas

A deteccdo de DRM durante o tratamento e apds gliveda remissao clinica
tem sido descrita como fator progndstico em LLArdancia (30, 31, 43) e pode auxiliar
no planejamento de estratégias terapéuticas maguadas, através da identificacdo de
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pacientes com alto risco de recidiva, como tamtamntualmente na deteccdo precoce de
recaida.

E consenso entre diversos autores que, ao finardpia de inducéo, niveis de
DRM com valores iguais ou menores qué {D célula leucémica para cada 10.000 células
normais) sdo associados a um baixo risco de recaftpuanto que valores iguais ou
superiores a I9sdo associados a um alto risco de recaida (3013314, 45, 46, 47, 48,
49).

Sendo assim, 0s pacientes que atualmente ndo sadosupoderiam ter
melhores chances se fossem identificados aindanio® ido tratamento e submetidos a
regimes terapéuticos mais agressivos e/ou alteosatiPor outro lado, estima-se que
aproximadamente 25% dos pacientes, 0S quais apaesexcelente resposta nos atuais
regimes terapéuticos, poderiam receber um tratamerdis brando, com diminui¢c&o
significativa das seqlielas e sem comprometimentmdaesposta clinica.

Portanto, torna-se extremamente relevante o estddo métodos que
possibilitem estabelecer melhor os riscos indiviglude forma que cada paciente receba o
tratamento mais adequado.

Dadas as diferencas dos regimes terapéuticos ettmonde quantificacdo da
DRM adotados nos diferentes centros de tratameatty instituicdo deve definir o valor

preditivo da DRM em suas préprias condigdes.
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2.OBJETIVOS

e Otimizar uma técnica de PCR simples e de baixoog¢ukbaseada na
amplificacdo dos genes de imunoglobuliney € receptores de células TQR, para
deteccdo da doencga residual minima em criancad.tém

e Determinar a frequéncia dos rearranjos génlgos TCR em casos novos
consecutivos de LLA pediatrica admitidos e tratagtm€entro Infantil Boldrini.

e Comparar duas metodologias empregadas para a @eteaponitoramento
da doenca residual minima.

e Estudar prospectivamente, utilizando os rearranjgse TCR como
marcadores, a presenca de DRM nos dias 14 e 2&alaia de inducédo para os casos de
LLA infantil tratados de acordo com o protocolo GBTLA/99.

e Determinar o impacto prognostico da presenca oérgiss de DRM na
sobrevida dos pacientes.

e Estabelecer relacdes entre a DRM e as caractasistios pacientes no
momento do diagndstico (idade, contagem leucoajtdirhagem das células leucémicas,
ploidia e citogenética).

e Estabelecer associacdo entre DRM e fatores destasprecoce a terapia de
inducao, a saber: (i) estado da medula éssea (M1¢ M3) avaliada nos dias 14 e 28, (ii)
leucometria> 5.000/mm3 no dia 7, e (ii) presenca de blastesdmicos em sangue

periférico no dia 14.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sele¢do de pacientes e coleta de dados clinicos

Apb6s aprovacdo do Comité de Etica Local (CEP/ Build(Anexo 1), foram
incluidas no estudo amostras prospectivas de 9&scaevos consecutivos de LLA
admitidos para tratamento no Centro Infantil Baoldr{Campinas-SP) no periodo de
Abril/l2006 a Novembro/07. Embora no periodo desctitnham sido admitidos para
tratamento 101 pacientes com diagndéstico de LLAfdif@m excluidos do estudo por
estarem sendo tratados por protocolos diferent&BAd.|-LLA/99.

As amostras de medula 6ssea foram colhidas aodltigo e nos dias 14 e
28 da terapia de inducdo, ndo havendo nenhuma @u¢éa além das programadas no
protocolo de tratamento, e a participacdo foi vidua e atestada em termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2).

O diagnéstico da leucemia consistiu de andlise of@gica, imunofenotipagem
por citometria de fluxo, cariotipagem por bandarme@, e analise das principais
translocacdes cromossOmicas por RT-PCR (50) sereloamente realizada pela equipe
dos laboratorios do Centro Infantil Boldrini.

Dados clinicos como género, idade, contagem letéw@riao diagndstico
(WBC), imunofendtipo, grupo de risco, WBC no dia& terapia de inducdo, presenca ou
auséncia de blastos no dia 14 da terapia de indpcé&senca ou auséncia de translocacgéo
t(12;21), indice de DNA, presenca ou auséncia d&0CP estado da medula 6ssea nos dias
14 e 28 da terapia de inducédo; foram obtidos psi@acientes do estudo através de exames
realizados pela equipe multidisciplinar dos lab@mias do Centro Infantil Boldrini
(hemograma, mielograma, citometria de fluxo e RIRPClodas as informacdes foram
mantidas num banco de dados respeitando as nortcas éle sigilo para acesso a
informacé&o de pacientes.

Os pacientes também foram classificados, de acwrdoa resposta inicial ao
tratamento, em bons e maus respondedores. A aassib foi realizada de acordo com os
critérios adotados pelo Grupo Brasileiro de Trat@medas Leucemias Infantis (GBTLI)
sendo considerados maus respondedores os pacemtes WBC no D7 superior a
5.000/mn e/ou medula 6ssea com mais de 25% de blastos n@@i4nedula 6ssea com
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porcentagem de blastos superior a 5% no D28. Osidgracientes foram estratificados no
grupo de bons respondedores.

Monitoramento da evolugdo clinica e ocorrénciaadaida e/ou ébito dos casos
estudados ocorreu num periodo de até 33 mese® apié® das atividades da pesquisa.

Todas as informacfes coletadas foram utilizadas @adlises estatisticas
envolvendo correlacdo entre presenca ou auséncidoeleca residual minima em dois
pontos do tratamento e, analises de sobrevida lgbobere de eventos também baseadas
nas analises de DRM nos dias 14 e 28 da terapiadedo.

3.2 Obtencg&o do DNA de células mononucleadas

As amostras de medula O0ssea foram submetidas &ac@paatraves de
gradiente por Ficcol Hypaque Plus (GE Healthcagde),acordo com especificagcdes do
fabricante, as células mononucleadas foram aligiast& o pellet foi utilizado logo em
seguida para extracao do DNA.

A extragdo do DNA foi realizada segundo o protoatd fabricante do kit
Wizard Genomic DNA Purification (Promega). Aposxaracao, o DNA foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% para quantibcag@rificacdo de qualidade, sendo que

nenhuma das amostras apresentou ma qualidade dqfigia 3).

A B C D E F G H [

=

Figura 3. Amostras de DNA ap0s eletroforese endgelgarose para quantificagéo e verificacao de
sua qualidade. A e B: marcadores de massa mole4¢0ng e 1000ng, respectivamente. C a J:
DNA de diferentes pacientes.

As amostras de DNA ao diagnéstico foram diluides tampdo de Tris

10mM e EDTA 1M a uma concentracdo de 50ng/uL eossdibs 14 e 28 da terapia de
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inducdo (D14 e D28) a uma concentracdo de 100ngrido todas armazenadas a -20°C

para uso futuro.

3.3 Metodologia simplificada do grupo brasileiro pga analise da DRM (método GB)

O DNA de cada paciente foi submetido a amplificagéo PCR com primers
consenso que flanqueiam a regido CDR-3 do dgHe(FR3A, LJH, VLIH) [primers de
acordo com Brisco et al (51)],CRG (familias WI-IV e Jy1-3) [primers de acordo com
Trainor et al. (52)],TCRDincompleto (\62, D53) [primers de acordo com Steward et al.
(53)] elgK [primers de acordo com Pongers-Willemse et al](&tladro 1).

Quadro 1: Sequéncias dos primers utilizados

Segment Sequénci
V3 5-CTTCCTGCAGATGACGTCTCCACCGCAAGGGATG-3’
V2 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACAACTCCAAGGTTG-3'
V4 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACACCTCCAGCGTTC-3
V5 5 TTCCTGCAGATGACGTCTCCAACTCAAAGGATG-3
V8 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACAACTCCAGGGTTG-3'
V9 5-GGNACTGCAGGAAAGGAATCTGGCATTCCG -3’
V10 5-CTCTGCAGAATCCGCAGCTCGACGCAGCA -3'
V11 5- CACTGCAGGCTCAAGATTGCTCAGGTGGG-3’
JGT1,2 5-AAGTGTTGTTCCACTGCCAAA-3
JGT3 5-AGTTACTATGAGC(T/C)TAGTCCC-3’
JGT4 5-TGTAATGATAAGCTTTGTTCC-3
FR3A 5'ACACGGC(C/T)(G/IC)TGTATTACTGT-3
LJH 5-TGAGGAGACGGTGACC-3
VLIH 5-GTGACCAGGGT(A/G/CIT)CCTTGGCCCCAG-3
vdz2 5-CTTGCACCATCAGAGAGAGA-3'
Dd3 5-AGGGAAATGGCACTTTTGCC-3'
VKI-5’ 5-GTAGGAGACAGAGTCACCATCACT-3
VKII-5' 5-TGGAGAGCCGGCCTCCATCTC-3'
VKIII-3' 5-GGGACAGACTTCACTCTCAC-3’
Kde-3' 5-CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAC-3
intron-3° 5-CGATTGAGTGGCTTTGGTGG-3'

O protocolo seguido para as reacdes de PCR panman@sTCRG TCRD
incompleto dgH foi descrito por Scrideli et al11) e sofreu adaptacao para alguns fatores,
tais como: concentracdo de DNA para amostrasagmdstico, concentracdo de cloreto de
magnésio e de primers e temperatura de anelamertcla de PCR (ver resultados). Para
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os rearranjodgK o protocolo seguido foi adaptado a partir de Nakd®). Para os
rearranjosTCRG TCRD IgH e IgK de amostras ao diagnéstico foi utilizada a enzima
Platinun Taq, j& para amostras D14 e D28 a enzitndNA polimerase foi utilizada para
todos os rearranjos pois demonstrou ser mais stnsiv
Para o gen@ CRGfoi aplicada inicialmente uma reacéo de PCR miekip

com varios primers de segmentos V e J simultane@mrienixes A e B, quadro 2). Caso
obtida amplificagdo na reagdo multiplex, a amosdtiatestada em reacdes de PCR
individuais para cada primer de segmento V (mixes M). Para os geneSCRD
incompleto elgH ndo houve o uso de multiplex e a combinacdo dwmseps utilizados
encontra-se na tabela 2. Para cada reacado de R@R fsados dois controles negativos:
um sem DNA e outro contendo mistura de DNA de rimadores sem doenca
hematoldgica.

Os ciclos de amplificacao diferiram entre os regose encontram-se descritos

nos quadros 3 e 4.

Quadro 2: Mixes de primers utilizados para amg@ig&o dos geneECRG TCR D incompleto,
IgH elgkK.

Gene Designaca Primers Tamanho Esperac
A V2+V3+V4+V8+V9 (s)+JGT1,2+IJGT3+JGT4
B V5+V10+V11 (s)+JGT1,2+JGT3+JGT4 (
F V2 (s) + JGT,2+JGT3+JGT4 (a
G V3 (s) + JGT1,2+JGT3+JGT4 (;
TCRG H V4 (s) + JGT1,2+JGT3+IGT4 ( 170 2 210 pb
I V8 (s) + JGT1,2+JGT3+JGT4 (i
J V9 (s) + JGT1,2+JGT3+JGT4
K V5 (s) + JGT1,2+JGT3+JGT4
L V10 (s) + JGT1,2+JGT3+JGT4 (
M V11 (s) + JGTR2+JGT3+JGT4 (a
TCRD C Vd2 (s) + Dd3 (as 80 a 100p
IgH D FR3A (s) + LJH (a¢ 80 a 120 pb
E FR3A (s) + VLJH (as
IgK N VKI-5"+ intror-5"+Kde-3" 364 a 433p
@) VKII -5+ VKIII -5+ Kde-3" 175 a 443p
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Quadro 3: Protocolo para as reacbes de PCR e ctdoamplificacdo para rearranjos ao
diagnostico.
Reacéo (concentracdes finais) TCRG Mix A Ciclo dER
DNA 50 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10X 1X 56°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C - 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C- 1 mirutc
Mix Oligos 15uM 55°C por 1 miuto 35.
Platinum Taq polimeras 1U 72°C por 1 miuto
H>0O milli Q g.s.p 25ul 72°C - 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) TCRG Mix B Ciclo dER
DNA 50 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10* 1X 55°C - 2 minutot
MgCl, 1 mM 72°C - 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C - 1 miruta
cad: Oligo 15uM 55°C - 1 miruto 35
Platinum Taq polimeras 1U 72°C - 1 miruto
H20 milli Q g.s.p 25ul 72°C - 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) TCRD Mix C Ciclo dER
DNA 50 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10X 1X 57°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C - 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C - 1 miruto
cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 35
Platinum Taq polimeras 1U 72°C- 1 miruto
H>0O milli Q g.s.p 25ul 72°C - 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) IgH MixesD e E ©@ide PCR
DNA 50 ng 94°C - 5 minutos
Tampéao 10* 1X 55°C- 2 minuto:
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C - 1 mirutc
cada Oligr 30 uM 55°C- 1 miruto 35X
Platinum Taq polimeras U 72°C- 1 miruto
H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
Reacdo (concentracdes finais) TCRG Mixes FaM Ciclo de PCR
DNA 50 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10* 1X 55°C- 2 minttos
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
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dNTP 80 uM 94°C- 1 mirutc

cadaOligo 15uM 55°C- 1 miruto 35

Platinum Taq polimeras 1uU 72°C- 1 miruto

H>0O milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:

Reacéo (concentracdes finais) IgK Mix N Ciclo d€R

94°C - 4 minutos

DNA 50 n¢ 94°C- 45 seundo:

Tampéao 10* 1X 66°C- 1 minuto -0,5°C a cada ciclo) 2

MgCl, 1,5 mV 72°C- 1 mirutao

dNTP 80 uM 94°C- 45 seundos

cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 10

Platinum Taq polimeras 1uU 72°C- 1 miruto

H20 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:

Reacéo (concentracdes finais) IgK Mix O Ciclo d€ER

94°C - 4 minutos

DNA 50 n¢ 94°C- 45 seundo:

Tampéo 10* 1X 66°C- 1 minuto -0,5°C a cada ciclo) 27X

MgCl, 1,2 mM 72°C- 1 miruto

dNTP 80 uM 94°C- 45 seundos

cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 10

Platinum Taq polimeras 1U 72°C- 1 miruto

H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:

*Tampdao da enzima Platinum Taq polimerase 10X seg€IM

Quadro 4: Protocolo para as reagbes de PCR e del@mplificacdo para rearranjos em D14 e

D28.
Reacdo (concentracdes finais) TCR G Mix A Ciclo de PCR
DNA 100 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10* 1X 56°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C- 1 mirutc
Cad: Oligo 15uM 55°C- 1 minuto 3t
Tth DNA polimerase 1U 72°C- 1 miruto
H20 miiliQ g.s.p 2%l 72°C- 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) TCR G Mix B Ciclo de PCR
DNA 100 ng 94°C — 5 minutos
Tampéo 10* 1X 55°C- 2 minuto:
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MgCl, 1 mM 72°C- 2 minuto!
dNTP 80 uM 94°C- 1 minutc
Cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 35
Tth DNA polimeras 1uU 72°C- 1 minuto
H20 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) TCR D Mix C Ciclo de PCR
DNA 100 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10X 1X 57°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C- 1 mirutc
cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 35
Tth DNA polimeras 10L 72°C- 1 miruto
H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
Reacéo (concentracdes finais) IgH Mixes D e E Ciclo de PCR
DNA 100 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10* 1X 55°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C- 1 mirutc
cad: Oligo 30uM 55°C- 1 miruto 35
Tth DNA polimeras 1uU 72°C- 1 miruto
H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
Reacéo (concentracoes finaisSfCRG Mixes F a M Ciclo de PCR
DNA 100 ng 94°C - 5 minutos
Tampéo 10* 1X 55°C- 2 minutot
MgCl, 1,5 mV 72°C- 2 minuto
dNTP 80 uM 94°C- 1 minutc
cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 3t
Tth DNA polimeras 1uU 72°C- 1 miruto
H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
Reacéo (concentracoes finais) IgK Mix N Ciclo 8€R
94°C - 4 minutos
DNA 100 n¢ 94°C- 45 sewundo
Tampéo 10* 1X 66°C- 1 mirutc (-0,5°C a cadciclo) 27X
MgCl, 1,5 mV 72°C- 1 miruto
dNTP 80 uM 94°C- 45 seundos
cad: Oligo 15uM 55°C- 1 miruto 10
Tth DNA polimerase 1U 72°C- 1 miruto
H>0 milli Q g.s.p 25ul 72°C- 10 minuto:
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Reacdo (concentracoes finais) IgKk Mix O

Ciclo BER

DNA 100 n¢
Tampéo 10* 1X
MgCl, 1,2 mM
dNTP 80 uM
cade Oligo 15uM
Tth DNA polimerase 1U

H,O milli Q g.s.p 25ul

94°C - 4 minutos

94°C - 45 seundo:

66°C- 1 mirutc (-0,5°C a cadciclo)
72°C- 1 miruto

94°C- 45 seundo:s

55°C- 1 miruto 10X
72°C- 1 miruta

72°C- 10 minuto:

27X

*Tampdao da enzima Tth DNA polimerase 10X sem MgClI

As amostras foram analisadas através de homo-béfdex de acordo com
Langerak et al. (56), sendo o produto de PCR dgndistico denaturado a @5 por 5
minutos e renaturado a°@ por uma hora (na geladeira) (Anexo 3). A segyiraduto de
PCR foi submetido a eletroforese em gel de polanida 12% ndo denaturante, que foi
corado com brometo de etideo (1pug/mL) por 30 mmydara verificagdo de bandas de
DNA homoduplex predominantes, caracteristicas daté@cia de um rearranjo clone-
especifico (56). Um marcador de tamanho conhecidousado para comparacdo das

amostras e foi considerado resultado positivo addamomoduplex que apresentou o

tamanho esperado correspondente a cada rearrstgddeoela PCR (quadro 2).

A mesma metodologia foi seguida para a analiseadwasstras nos dias 14 e 28
de inducéo, sendo testadas apenas as reacdes mnade dmplificacdo dos rearranjos ao
diagndstico. As amostras foram consideradas pasitpara DRM quando as bandas

resultantes da PCR mostravam o mesmo padrédo deaggrdaquele das amostras

diagnostico (figura 4).
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L DO D14 D28 - | Figura 4. Foto de Homo/Heteroduplex pdi@RGem amostras
%é—é DO, D14 e D28 de um unico paciente. Nota-se que pel
: semelhanca no padrdo de migragdo e peso molecalsr d
\:f amostras o paciente é considerado DRM positivodis 14 e
\; 28 da inducdo para esse marcador molecular. Umratent
T negativo (DNA policlonal de células mononucleadassdngue
periférico — C-) € apresentado na Gltima amosttam @adrao de

- peso molecular (L) pode ser observado na primena@sta.

A sensibilidade do método foi testada atraves tacdes seriadas da medula
Ossea obtida ao diagndstico contendo mais de 90%€ldéas blasticas em um pool de
medula éssea obtida de pacientes sem doenca hégiedolEsse teste foi realizado tanto

para amostras frescas (pellet de células) quamtb graostras congeladas por um periodo

longo.
Um esquema do método utilizado no presente tratslencontra representado

na figura 5.
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1. Coleta de medula dssea
(MO) ao diagnéstico (DO) >

2. Separacao de células 3. Extragao do DNA por kit
mononucleadas em Ficoll (1hora) Wizzard (30 min.)

l

_-;_i'.'l.-

6. Reacdo de
Homo/Heteroduplex <

(1 hora)
i 5. PCR para TCRD incompleto e 4. Quantificaciio e avaliacio
5 IgH e multiplex para TCRG e IgK do DNA em gel de agarose
7. Eletroforese em gel de (tabela 6) (4 horas) 1% (1 hora)

poliacrilamida 12% (4 horas)

=
8. Coloragao com brometo de =
etideo e captura de foto (40 min. ) )

13. Coleta de MO nos
dias 14 e 28 da terapia de
inducio

l

14. Repeticio os passos 2 a4
(2h30min.)

‘ -
-

[ 813

v

9. Andlise dos resultados e
definiciio dos marcadores a serem

usados nas amostras D14 e D28
Se positivo em reagao

multiplex para TCR‘(/

10. PCR para cada segmento V
separado (tabela 6) (4 horas) l

15. PCR para amostras D0, D14 e
D28 para rearranjos amplificados
em DO (4 horas)

l6.Homo/Heteroduplex, eletroforese
em gel de poliacrilamida 12% e
1 1.Homo/Heteroduplex., eletroforese captura de foto (Sh4Omin.)
em gel de poliacrilamida 12% e
captura de foto (5h40min.)

12. Anilise dos resultados. Definicao dos -
marcadores de DRM a serem usados nas ~
amostras D14 e D28

‘ “Ng . -

17. Andlise dos resultados

Figura 5. Esquema da metodelogia simplificada empregada ao diagndstico e nos dias 14 e 28
da terapia de induc@o para andlise da DRM.
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3.4 Sequenciamento para confirmacédo da especificidea dos primers utilizados na
metodologia do grupo brasileiro.

Pelo fato do multiplex ser propenso a bandas indpes, decidiu-se
confirmar se as bandas encontradas e tidas comdtadss positivos eram de fato
especificas para os genesldeRe IgH. Sendo assim, realizamos o seqtienciamento de pelo
menos uma amostra com resultado positivo pEE&RD incompleto (Vd2-Dd3),IgH
(FR3A-LJH), TCRG(V2-JGT1,2/ JGT3/ JGT4, V3- JGT1,2/ IGT3- JGTIRM3/ JGT4/
JGT4, V8- JGT1,2/ JGT3/ JGT4, V9- JGT1,2/ JGT3/ 4GT10- JGT1,2/ JGT3/ JGT4) e
lgK( VKI- intron/ Kde, VKII-VKIII/Kde).

As amostras foram submetidas a PCR multiplex dedaccom o protocolo
seguido para as reacdes de PCR ao diagnostico.

O produto de PCR foi submetido a denaturagdo eatusacao
(homo/heteroduplex descrito previamente) e em dagdioi realizada uma eletroforese em
gel de agarose 2%. As bandas foram retiradas dce gmlirificadas de acordo com o
protocolo do fabricante do GFX PCR DNA and Gel B&uodification Kit (GE Healthcare)
para obtencdo do DNA para a reacdo de sequencian@miroduto obtido da purificacdo
foi submetido a nova eletroforese em agarose 0,8% perificacdo de qualidade e
qguantificacdo do DNA.

As amostras que se apresentaram bem concent@d@as éntdo diluidas
numa concentragao 1:5 e as demais foram utilizeglasdiluicéo.

Para a reacdo de sequenciamento foi montada @oa bntendo 5 pmoles
de primer (quadro 5) e 1uL de DNA (diluido 1:5 odondiluido, conforme explicado
acima). A placa foi enviada para o Centro de Bildgolecular e Engenharia Genética
(CBMEG-Unicamp) e as amostras foram sequenciadaB@BR assimétrica usando o ABI-
Prism Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Read Beadit, conforme especificacéo
do fabricante, em um aparelho de sequenciamentdABin 377 DNA Sequencer (Perkin-
Elmer).
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Quadro 5: Primers forward escolhigasa o seqiienciamento das amostras.

Gene Designaca Primer forward utilizad
TCFD C VD2
IgH D FR3A
F V2
TCRG S Vs
(multiplex) ! V8
J V9
L V10
N VKI
gk o VKII

A analise do sequenciamento foi realizada atraves programas ABI
Sequence Analysis V3 e Chromas 1.5. Em seguidacggscias obtidas foram submetidas
ao BLAST para a determinacdo do seguimento génico sequendiadacordo com as

sequéncias depositadas nesse banco de dados.

3.5 Metodologia Biomed-1 para andlise da DRM (métadBiomed)

Além do método acima descrito foi realizada tamtz®emnalise das amostras
através de PCR singleplex para DRM com primersotpolos desenvolvidos e utilizados
pelo estudo europeu BIOMED-1 Concerted Action (84)or Willems et al. (57). Nesta
metodologia o DNA de cada paciente foi submetidonglificacdo por PCR com pares de
primers consenso que flanqueiam os geégels TCRG TCRDe IgK descritos por Willems
et al. (57) e Pongers-Willemse et al. (54) (qua&jro

? http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST
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Quadro 6: Sequéncias dos primers utilizados no aoéBiomed

Segment Sequénci
VD1-5’ 5'-ACTCAAGCCCAGTCATCAGTATCC-3’
VD2-5’ 5'-ACCAAACAGTGCCTGTGTCAATAGG-3’
VD3-5’ 5-GACCAGACGGTGGCGAGTGG-3
DD2-5 5-ACTCCATGTTCAAATAGATATAGTATT -3
JD1-3’ 5-ACCTCTTCCCAGGAGTCCTC3
DD3-3 5'-GAAATGGCACTTTTGCCCCTGCAC(-3’
VGI-5’ 5'-CAGGCCGACTGGGTCATCTG-3'
VGII-5’ 5-CAGCCCGCCTGGAATGTGTG+3’
VGIII -5 5'-GACATACCTTGCAAGATATCGAGC-3
VGIV-5’ 5-CTGAAATATCTATTTCCAGACCAGC-3’
JC1.1/2.3-3' 5-TTACCAGTGAAGTTACTATGAGC-3
JG1..-3 5'-AAGAAAACTTACCTGTAATGATAAGC -3’
JG1.3/2.-3 5-CCGTATATGCACAAAGCCAAATC-3’
VKI-5' 5-GTAGGAGACAGAGTCACCATCACT-3’
VKII -5’ 5-TGGAGAGCCGGCCTCCATCT+3'
VKIII -5° 5-GGGAAAGAGCCACCCTCTCCT(3
VKIV-5’ 5-GGCGAGAGGGCCACCATCAA-3’
intror-5’ 5-GTTATTCCCAAAAGCTCAATCTCAAAG-3
Kde-3’ 5-CCCTTCATAGACCCTTCAGGCA(-3’
intror-3 5-CGATTGAGTGGCTTTGGT(G-3’
VH1/7-5’ 5-TCTGGGGCTGAGGTGAAGA/3
VH2-5’ 5'-ACCTTGAAGGAGTCTGGTCC™-3’
VH3-5’ 5-GGGGGTCCCTGAGACTCT+3’
VH4-5’ 5'-GCCCAGTGGTGAAG(-3
VH5-5’ 5-CTGGTGCAGTCTGGAGCA(-3’
JH21-3’ 5'-ACCTGAGGAGACGGTGAC(Z

Inicialmente as amostras obtidas ao diagnoésticanmfosubmetidas a 24
reacOes de PCR utilizando um unico par de primersgacdo (PCR singleplex) (quadro 7)
seguindo o protocolo adaptado de Pongers-Willenisal.e(54) e Willems et al. (57)
(quadro 8). O produto da PCR foi entdo submetidgmalise em gel de agarose 2%. As
amostras que demonstraram amplificacdo de prodiric@ no gel de agarose foram entao
submetidas a andlise de homo/heteroduplex pooé&etse em gel de poliacrilamida 12%
nao denaturante. Este gel foi corado em brometetideo (1pg/mL) por 30 minutos e

fotografado, sendo que para determinacdo do tamaakoamostras foi utilizado um
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marcador de peso molecular e a clonalidade foi mewée caracterizada pela presenca de

banda de tamanho esperado (quadro 7).

Quadro 7: Mixes de primers utilizados para am@if&o dos geneECRG TCR D incompleto,
IgH elgkK.

Gene Reacéo de PC Primers Tamanho espera
1 VvD1-5' + JD1-3 452plk
2 VD2-5' + DD3-3’ 501pk

TCRD 3 VvD2-5' + JD1-3 443pl
4 VvD3-5' + JD1-3 440pl
5 DD2-5' + DD3-3' 608pl
6 DD2-5' + JD1-3’ 550pl
7 VGI-5' + JG1.1/2.-3 329pl
8 VGII-5' + JG1.:-3 337ptk
9 VGI-5' + JG1.3/2.-3 533pl
10 VGII-5' + JG1.1/2.-3 318pt

TCRG 11 VGII-5 + JG1.:-3 326pt
12 VGII-5' +J1.3/2.-3 522plk
15 VGIII-5' + JG1.3/2.-3 522plk
18 VGIV-5' +JG1.3/2.-3 558pl
19 VKI-5" + Kde-3° 433pl
20 VKII-5" + Kde-3° 443pl

IgK 21 VKIII-5" + Kde-3" 429pl
22 VKIV-5" + Kde-3° 445plk
23 intror-5"+ Kde-3" 511pt
26 VH1/7-5" + JH21-3"
27 VH2-5"+ JH21-3°
IgH 28 VH3-5"+ JH21-3° 300 a 350pb

29 VH4-5" + JH21-3°
30 VH5-5" + JH21-3°
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Quadro 8: Protocolo para as reagbes de PCR e delasplificagdo para a metodologia Biomed-1

Reacéo (concentracdes finais) TCRD e TCRG

Ciclo de PCR

DNA 100 ng 94°C - 3 minutos
Tampéo 10X 1X 60°C - 2 minutot
MgCl, 2 mM 72°C- 3 minuto
dNTP 400uM 94°C- 1 mirutc
cada Olig: 5,5uM 60°C- 1 miruto 35
Tth Taq DNA polimeras 1U 72°C- 3 mirutos
H20 milli Q g.s.p 50ul 72°C- 10 minuto:
Reacéo (volume final = 5@) IgK Ciclo de PCR
DNA 100 ng 92°C - 3 minutos
Tampéo 10X 1X 92°C - 45 sewndo:
MgCl, 2mM 63°C - 1:3C minutos (-1°C a cadciclo)  6X
dNTP 400uM 72°C- 2 minutos
cad: Oligo 5,5uM 92°C - 45 seundo:
TMCA 0,1M 56°C - 1:30 minutos 27
Tth Taq DNA polimeras 1U 72°C- 2 minutot
H2O milli Q g.s.p 50ul 72°C- 10 minutos
Reacéo (concentracdes finais) IgH Ciclo de PCR
DNA 100 ng
Tampacl0X 1X 94°C- 4 minutot
MgCl, 2mM 94°C- 30sewndos
dNTP 400uM 60°C- 45sewundos 35
cadaOligo 5,5uM 72°C- 45seundos
TMCA 0,1M 72°C- 10 minuto
Tth Taq DNA polimeras 1U
H20O milli Q g.s.p 50ul

As amostras dos dias 14 e 28 foram analisada® @& para os rearranjos

considerados positivos ao diagndéstico, seguindcesmm protocolo aplicado as amostras

do diagndstico (quadro 8). Os produtos da PCR asramostras do seguimento também

foram submetidos a analise de homo-heteroduplexjecles que apresentavam o mesmo

padrdo de migracdo de bandas no gel de poliacdi&arem relacdo as amostras ao

diagndstico, foram considerados positivos para 8IDR
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Para cada reacdo de PCR, tanto ao diagndsticéognarseguimento, foram
usados dois controles negativos: um sem DNA e auitnbendo DNA policlonal obtido de

células mononucleadas.

3.6 Analise Estatistica

O teste exato de Fisher foi aplicado para anafisssivel correlacdo entre o
resultado da DRM nos dias 14 e 28 da terapia decéawl e varidveis clinicas e biologicas
como: género, idade, contagem leucocitaria (WBClliagnéstico, imunofendtipo, grupo
de risco, indice de DNA, presenca ou auséncia asslorcacdo t(12;21), presenca ou
auséncia de CD10, WBC no dia 7, presenca ou aaséecblastos no dia 14, estado da
medula 6ssea nos dias 14 e 28 e resposta ao tratame

Foram realizadas analises estatisticas para sdbrelobal (SG) (definida
como o tempo entre o diagnéstico e a ocorréncidbite de qualquer causa) e sobrevida
livre de eventos (SLE) (definida como o tempo eatremissdo e a ocorréncia de recidiva
ou O6bito por qualquer causa) para 67 pacientesastis em D14 e 71 em D28. As analises
foram feitas utilizando-se o software SPSS 17.@vals de curvas de Kaplan-Meier foram
comparadas de acordo com o teste de log-rank.

As analises estatisticas foram feitas com o ussdfhwares WinStat for Excel
e SPSS Statistics 17.0 com um nivel de signifieapgd,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Método do grupo brasileiro
4.1.1 Otimizagéo da reacao de PCR
4.1.1.1 Concentragéo de DNA

O protocolo original previa o uso de 100ng de DhAreacédo de PCR. Foi
feita amplificacdo do DNA das amostras obtidas iagrébstico nas concentragfes 10, 25,
50 e 100ng. A figura 6 representa dois pacientsgipas para rearranjos do gem€RG
testados, observa-se que para o primeiro paciéaténd@ diferenca entre as concentracoes,
porém para o segundo paciente as concentracdeg8tyeapresentaram-se mais fracas em
relacdo a 50 e 100ng. Foi demonstrado que a coacéntde 50ng pode ser utilizada para
as andlises de marcadores ao diagnéstico com aameswiucdo do uso de 100ng, sendo

importante na economia de material utilizado najpiss.

TCRC - Paciente TCRC - Paciente
[ | |

10. ~ 25 50 10¢ {10% #25] {804 10!

e

- =

Figura 6. Homo/Heteroduplex de reacdes paE&Gutilizando diferentes concentracdes de DNA
(10, 25, 50 e 100ng). Observa-se que 50ng (em giestano paciente 2 apresenta a mesma
gualidade na reacéo do que 100ng (a direita). ldrdoade peso molecular.

Para amostras analisadas nos dias 14 e 28 daatelapnducéo utilizou-se 100ng de
DNA por reacdo de PCR devido & menor quantidaddad#os leucémicos presentes nas amostras
de MO.
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4.1.1.2 Amplificacdo inespecifica

Nos primeiros ensaios as reacOes de PCR foranwaéas conforme
descrito por Scrideli et al. (11), contudo, o apemento de bandas inespecificas de
tamanho proximo ao produto esperado gerou duvidatqua interpretacdo dos resultados

(figura 7).
TCRC TCRC incompleto
I I |
1 2 C++« 1 2 3 4 5 6 7 C+-
bl
=
=
_> [ J
= D -

Figura 7. Homo/Heteroduplex paCRG e TCRD incompleto, nota-se a presengca de bandas
inespecificas de tamanho préximo ao produto esperlld foto as setas indicam as bandas
especificas, 1 a 7 representam amostras de pactestadas por PCR, sendo que as amostras 1 e 2
sdo dos mesmos pacientes para ambos marcadoreosesC+ e C- representam os controles
utilizados, sendo C+ controle positivo e C- comralegativo (DNA policlonal de células
mononucleadas de sangue periférico).

Para solucionar este problema alguns experimerdoamf realizados para
posterior modificacdo do protocolo original.

4.1.1.2.1 Concentragdo de cloreto de magnésio (MggCI

Originalmente estava previsto o uso de 2mM paraeagfes de PCR,
porém, testes utilizando Mg&Ohuma concentracdo de 1,5mM mostraram que para &sla
reacdes houve diminuicdo do aparecimento de baim@specificas. Passou-se entdo a
utilizar MgCh a 1,5mM. Porém, para o mix de primers, denominadatiBzado para o
geneTCRG houve a persisténcia de muitas bandas inespexifiom protocolo com Mggl

1,0 mM foi testado e observou-se melhora na qaddidda reacado (figura 8). A partir
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desses testes o protocolo original foi modificguissando a utilizar-se Mg 1,0mM na
reacao para o segundo mixéRGe MgCh a 1,5mM para as demais reacoes.

Para o protocolo das PCR lgK [descrito por Pongers-Willemse et al. (54)]
a mudanca da concentracgdo inicial prevista (2mihp&am foi testada devido a presenca de
bandas inespecificas e alterada para 1,5mM paiia demominado N e 1,2mM para 0 mix
O.

MgCl, 2mM MgCl, 1,5mM MgCl, 1mM
| [ | [ |

bt P e e | T T P s e e

Figura 8. Exemplos de Homo/Heteroduplex de reagéaes mix B déf CRGem diferentes amostras
de pacientes com: a) MgCI2 2mM b) MgCI2 1,5mM c)@iy1,0mM. Nota-se que com o uso de
MgCI2 1,0mM apenas a banda especifica ficou fdlas fotos as setas indicam as bandas
especificas. L= padrao de peso molecular.

4.1.1.2.2 Concentragao de primer

Testes utilizando o dobro da concentracéo de psifae 15uM para 30uM)
para reacdes envolvendo o gégid foram realizados e os produtos foram comparadws co
aqueles feitos de acordo com o protocolo origi@ddservou-se que 0 uso do dobro de
concentracdo de primers para esse gene melhorauwal@lagle das bandas especificas
obtidas, diante disso adotou-se 30puM como a coragu de primer utilizado para a

reacao de PCR para rearranjos do dgHe(figura 9).
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IgH 15 M IgH 30 M
| | | |

caliznfloalat=il N 1 B N

a b

Figura 9. Exemplo de Homo/Heteroduplex de reactms lwH com amostras de diferentes
pacientes. A) 1J3M de primers por reacdo b)3M de primers por reacdo. Observa-se que nas
reacOes onde foi utilizado 30pmol de primers aslasudle interesse ficaram mais fortes. L= padrao
de peso molecular.

4.1.1.2.3 Temperatura de annealing

As reacgOes envolvendo o ged€RD incompleto e o mix de primers
demonimado A pardaCRGforam testadas com aumento da temperatura denpanéa do
primer, para diminuir 0 nimero de bandas inespsfi Os testes foram feitos com o
protocolo ja modificado em relacédo a concentragd®NA, MgCkh e volume de primers e
constatou-se que um aumento de 1°C na temperawrandealing na reagdo para o
primeiro mix doTCRG (dados nao apresentados) e de 2°C na temperauaangaling
para a reacdo referente ao gd@@RD incompleto foram favoraveis para diminuicdo das
bandas inespecificas, podendo entdo ser aplicadaotocolo utilizado no presente estudo
(figura 10).
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TCRL 55°C TCRL 56°C TCRL 57°C
I | [ | | |
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Figura 10. Homo/Heteroduplex de reacdes ga&Dincompleto em diferentes pacientes. a) com
temperatura de anelamento de acordo com o protacgimal (55°C) b) com aumento de 1°C na
temperatura de annealing (56°C) c) com aument®@end temperatura de anelamento do primer
(57°C). Observa-se que com 0 aumento de 2°C naetatnpa de annealing as bandas inespecificas
de tamanho proximo as bandas de interesse deseparbias fotos as setas indicam as bandas
inespecificas de tamanho proximo as de interesspallrdo de peso molecular.

4.1.2 Teste de sensibilidade

A sensibilidade da PCR tanto para amostras ddaséltescas quanto para
amostras de células congeladas na forma de pedieym longo periodo, foi determinada
por diluicdes seriadas de DNA de diferentes amestra um pool de DNA de medula
O0ssea obtida de pacientes sem doengca hematologicaensibilidade do método
simplificado variou de um minimo fGaté um maximo de Ipara amostras frescas, sendo
coincidente com resultados obtidos previamente42)., Confirmou-se que a sensibilidade
dos primers paréggH é maior do que a dos primers pdi@RG Exemplos de testes de

sensibilidade sdo mostrados na figura 11.

A B
P 1910%10%10* P 10! 10%10° 10*

Figura 11 Teste de sensibilidade em amostras frescasTORG com sensibilidade de @& (B)
IgH, com sensibilidade de 0

Observou-se também que a sensibilidade da PCRmastras de DNA de
células congeladas por um periodo longo foi mewmoguwke aquela observada em amostras
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frescas, atingindo um maximo de 1 célula leucérainal00 células normais (¥Ppara os
primers delgH. Exemplo de teste de sensibilidade em amostraetacg encontra-se na
figura 12 (comparar com resultados da figura 1& panostras frescas).

L 10' 10! 10' 10% 10% 10° 10° 102 C+ C-

L EEEELLLLT

g S

i —

—— g
.

Figura 12. Teste de sensibilidade com primers paxal delgH. L: 1kb plus DNA ladder, C+:
controle positivo e C-: controle negativo.

O fato da amplificacdo ser mais eficiente em DN&rado de amostras
frescas ja havia sido relatado anteriormente (58)de explicar diferengas na proporgéo de
DRM positiva entre estudos retrospectivos e prdspmec

4.1.3 Confirmacgéo da especificidade dos primers litados na técnica

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento dasdabtidas nas PCR foram
submetidas ao programa BladtNe confirmou-se que se tratavam de genes de
imunoglobulina e receptores de células T. Contwtdieou-se que o primer VG8 aplicado
no PCR multiplex amplificou sequéncias do tipo V&2o0 se deve provavelmente ao fato
dos primers V2 e V8 utilizados nesse projeto tememinico nucleotideo diferente (figura
13). Por este motivo esses dois rearranjos naagondeer diferenciados um do outro sendo
incluidos no mesmo grupo. Todos 0s outros rearsasgp mostraram especificos para o
gene de interesse.
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TCRGWZ ATGCAGTGEGCCCTAGCELTGCTICTAGCTITICCTICTCTCC TG CTGACTGCGETRCCT AL 60

TCRGVZ ATGCTGTTGGC ICTAGCTCTGCTICTAGCTTTCCTIGCCTCC TG GTAAGAGTGCTGCCTAC 60
PrEilerWe oo s s s e e e e e e e e e e s ss—ss—s—————ee
primexys et
TCRGVE AGAGAGGATCACGGETTTIGTTT T- -~ —— === === == ATTTTCTTCTTTTGCAMGGAGT 106
TCRGYUZ AGAGAGGCTCACAGCTTTTATTTIGCTTTCOT TTTGTTTATTITCTTCTTTTGCAACGGAT 120
primexV T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — =

prEimerlfE 000 e e

TCRGVZ ACCATACTAAGGAATTCCTCATTATATTTTGTSTTGTTCCCAT TOCAGCCAGT CAGAAMLT 166
TCEGWS ACCATACTAAGAAATCCCTCATTACATTTTGTGTTGTTCCCAT TGCAGCCAGT CAGARAT 1530
Primerid  m o s s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ———
Primerifd 00 s e e e e e e e e e e e e e e m— e —— e ——— e
TCRGVZ CTTCCAAC TTCCAAGGCAGRACCAACTCACT CATCAGCCAGAC TCGCTCATCTGCT ALY 226
TCRGY2 CTTCCAACTTSCAAGCGAGAACABACTCAGT CACCAGGCCALC TGGEGTCATCAGCTGTAL 240
PrimerWZ 00 s e s s s e e e e e e e e
Primerfd8 000 —emm e e e e e e e e e e e e m e e m e — e — - =
TCRCUZ TCACTTCTGATCT TGC TCAACCAACT AACCGCTACATCCACTG GTACC TACACCAGGAGT 226
TCEGVS TCACTTGCTGATCTTCC TG TAGARAATGCCOTCTACACCCAC TG GTACC TACACCAGGAGS 300

PrimerWe 000 0 — oo e
PrimerW8 = = S m s s s e mm s e e e e m e e e e e —————— - ——— ===

TCRGWVZ CLAAGGCCCCACAGCGTICITCACTACTATCACTCCTACAACTC CAAGCTTCTGTTCGALT 346

TCRGYS GGALGGCCCCACAGCGTCTTC TGTAC TATGACTCCTACAAC TC CAGGGTTG TG TTGGART 360

primerV2 —-------—mmm--oo- CTTCCTGCAG . ATGACT CCTACAACTC CARGGTTG-———————- 34

primerV¥s  ——————-———-mo—- CTTCCTGEA. .. - GACTCCTACAACTC CAGGETTG————————- 31
r T r * EEEXEEETRETEEEET XL XY

TCRGYZ CAGCAGTCACTCCAGSGAACT AT TAT AC TTACGCAACCACA MG CAACAMCTTOASATTGA 406

TCRCUS CACCA A TCACT A S ACT ATCAT AC TTATCCAACCACACC CRACACCCTTRRATTTA 420

primcxl2 e e ———————

primerV@ 00—

Figura 13. Alinhamento entre osimers V2 e V8 utilizados na metodologia bréira e os
segmentos V2 e V8 deCRG

4.1.4 Frequéncias dos diferentes rearranjos de imoglobulinas e receptores de
células T nas LLA pediatricas.

Atualmente, rearranjos de cadeia pesada de imunalgia (gH), cadeia leve
de imunoglobulinal§K), receptor de célula T gammaGRQ e receptor de célula T delta
incompleto TCRDinc.), sdo os marcadores moleculares para PCRusa@os no estudo
da doenca residual minima (DRM) em leucemia lirdéayuda (LLA) infantil (59). De
posse dessas informacdes, amostras de MO coleaaddmgndstico, foram inicialmente
analisadas por PCR com primers consenso para mgamragénicosTCRG TCRD
incompleto elgH. No decorrer das andlises verificou-se a necedsida inclusdo de um
maior niumero de marcadores para 0s pacientes céndetivada de linhagem B, uma vez
gue o uso de pelo menos dois marcadores é de extn@portancia em estudos de DRM
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para que se previna resultados falso-negativosefeg|pacientes que apresentam evolucao
clonal (30, 31, 43). Sendo assim, PCR para reasay@énico$gK também foram utilizados
para a analise de marcadores de DRM das amostdiagawstico dos pacientes com LLA
B-derivada.

De posse dessas informacdes amostras obtidas godsiimo de 91 casos
consecutivos de LLA infantil admitidos para tratamee no Centro Infantil Boldrini,
Campinas — SP, no periodo de abril de 2006 a nowved&2007, foram analisadas através
de PCR multiplex e singleplex com primers consgrasa rearranjos génicdRG TCRD
incompleto,IgH elgK.

Dentre os 91 casos, 86,8% (79) eram derivadosntladem B e 13,2% (12)
eram derivados de linhagem T. Pelo menos um rgarcdonal foi identificado em 98,9%
dos pacientes estudados (98,7% para as LLA deglethaB e 100% para as LLA-T)
estando de acordo com dados preliminares desgrites esta técnica (60). Dois ou mais
marcadores clonais foram detectados em 85,7% dms,caendo 75% para os casos de
LLA-T e 87,3% para 0s casos de LLA B-derivada, desh@ndo que a técnica empregada
pode ser utilizada no estudo da DRM na grande imaaias criancas com LLA.

O Unico caso que ndo apresentou amplificacdo paafguer dos rearranjos
testados, apresentava DNA de boa qualidade, seguamfiomado pela PCR para o gene da
beta globina. A porcentagem de rearranjos detesta@lm diagnostico encontra-se

demonstrada na tabela 1.

Tabela 1: Porcentagem de rearranjos detectados rpélodo GB ao diagnostico no total de
pacientes analisados, em LLA de linhagem B e em-[LA

Total LLA linhagem | LLA-T
0 rearran;s 1,1% 1,3% 0%
1 rearran;s 98,9% 98,7% 10C%
2 ou rraisrearranjo 85,7% 87,3% 75,0%
3 ou mais rearran;s 65,9% 68,3% 50,0%

Para os casos de LLA B-derivada, o rearranjo maaguénte foilgH
(74,7%), seguido poFCRG(55,7%),lgK (51,9%) eTCRDincompleto (50,6%) (figura 14).
Scrideli et al. (42) também observaram prevalédeiaearranjo$gH nas LLA B-derivada
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e frequiéncias semelhantes as nossasTgaiRGe TCRDincompleto. Beishuizen et al. (61,
62), Stolz et al. (63) e van der Velden et @9) encontraram frequéncia dgK
semelhantes a do presente trabalho, demonstranomorddncia entre os dados aqui

apresentados e aqueles anteriormente relatados.

Freqiiéncias (%)
B
[=]

TCRG TCRDinc  IgH IgK
Rearranjos

Figura 14. Frequéncias para rearrafj@RG TCRDincompleto,JgH elgK em amostras de LLA
B-derivada ao diagnadstico.

Ainda para os casos de LLA B-derivada a analiskzeska para os segmentos
V do geneTCRG@G revelou que os segmentos mais frequentes forafvi8vB1,6%), V9
(25,3%), V3 (24,0%), V5 (16,0%) e V11 (4,0%) (figul5). Esses dados demonstram
concordancia com aqueles descritos na literaturquass relatam que os rearranjos mais
comuns para a regido V d€RGem LLA B-derivada envolvem a familiayMque contém
0s segmentos V2, V3, V4, V5 e V8 (36, 37, 64, 5,6, 68, 69, 70, 71, 72). Em relagédo a
freqUéncia encontrada para o segmento V9 (familld) ¥25,3%), esta se encontra dentro

dos padrbes esperados descritos na literaturacpioef et al. (42).
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Freqliéncias (%)

e . . r ¢ % r
V2/v8 V3 V4 V9 V5 VI0 V1
Segmento V de TCRG

Figura 15. Freguéncia de rearranjos envolvendo sedmento V do gelBECRGem pacientes com
LLA B-derivada.

Devido ao fato da metodologia dos “primers consédsscrita por Trainor et
al. (52), empregada no presente estudo, prevewestigacdo de todos os segmentos
génicos V funcionais do locuBCRG (V2, V3, V4, V5, V8, V9) e ainda os pseudogenes
wV10 e yV11, a deteccdo de rearranjos clonais deste genelewT foi possivel em
100% dos casos (figura 16).

Nas LLA derivadas de linhagem T o segundo rearrarges freqiente foi o do
TCRDincompleto (16,7%). Rearranjos pag&l foram encontrados em 8,3% dos pacientes
e lgK em nenhum paciente (figura 16). Estes valoresrf@@melhantes aqueles observados

em estudo anterior (42) com 0 emprego dos mesnioens:
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Freqliéncias (%)
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TCRG TCRD inc

Rearranjos

IgH IgK

Figura 16. Frequéncias para rearrafj@RG TCRDincompleto,lgH elgK em amostras de LLA-T

ao diagndstico.

Nas LLA-T, os rearranjos clonais

91,7% dos casos, V3 em 50,0%, V9 em 26,

d€RGcontinham os segmentos V2/V8 em
4%, V5 e@P25V10 em 17,0% e V11 8,3%

(figura 17).Novamente marcadores clonais para a famijiafefam os mais freqientes e,

segundo a literatura, esse resultado provavelmefiete o fato de que os segmentos dessa

familia sejam usados em aproximadamente todos arsargosTCRG em LLA-T, bem

como em muitos casos de LLA B-derivada (65, 73, 74)

100+

75+

50+

25+

Freqliéncias (%)

V2IV8 V3 V4 V9 V5 Vi0 V11
Segmento V de TCRG

Figura 17. Freqguéncia de rearranjos envolvendo sedgmento V do gelBCRGem pacientes com

LLA-T.
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4.1.5 Andlise da presenca de doenca residual em atras nos dias 14 e 28 da terapia
de indugéo.

Tradicionalmente, os protocolos de tratamento d& lihfantil tém usado
medidas simples de caracteristicas clinicas aondg&igo para a estratificacdo dos
pacientes em grupos de risco (21, 75). Os maisspraocolos europeus para LLA (como
o protocolo AIEOP-BFM ALL 2000) sao principalmeriaseados em dados da resposta a
DRM em dias especificos da terapia (dias 33 e 7). Ja& no Brasil, a estratificacdo dos
pacientes em grupos de risco no protocolo brasil®@BTLI-99 adota, em combinagdo com
fatores pré-tratamento, dados de resposta inioidtadamento. Sao considerados pacientes
alto risco aqueles que apresentam contagem WBGagadbtico>50.000/mm e/ou idade
<1 ano e> 9 anos, 0s pacientes risco baixo apresentam WBflagmdstico <50.000/nim
e/ou idade>1 ano e <9 anos. Ao longo do tratamento algunseptes considerados de
baixo risco podem ser reclassificados como altcorjgor apresentarem um ou mais dos
seguintes critérios: WBC no dia 7 >5.000/fnmmedula 6ssea M3 (>25% de blastos) no
D14 ou medula 6ssea M2 ou M3 (>5 e 25% de blastepectivamente) em D28 (77).

No presente estudo, os dados clinicos de respustal iao tratamento foram
comparados com os resultados de DRM obtidos pa@steas do D14 e D28. Dados
clinicos como género, idade, contagem leucocitidiagnéstico (WBC), imunofendtipo,
grupo de risco, WBC no dia 7 da terapia de indug@oesenca ou auséncia de blastos no
D14, foram obtidos para todos os casos analis&lasos dados clinicos como presenca ou
auséncia de translocacao (t12;21), indice de DMAitipidade ou negatividade para CD10
e estado da medula 6ssea no D14 e D28, foram shpida a maioria dos pacientes do
presente estudo. Sendo assim, foi possivel a ekeaeanalise estatistica através do Teste
Exato de Fischer para busca de associacdes enttados clinicos descritos acima e os
resultados de DRM nos dias 14 e 28 da terapiadigdio.

A classificacdo em bons e maus respondedorestamgato foi feita de acordo
com os critérios adotados pelo GBTLI-99. Foram mmerados maus respondedores
aqueles que apresentavam WBC no D7 >5.006/efou MO M3 (>25% de blastos) no
D14 e/ou MO M2/M3 (>5% blastos) no D28; os demassam considerados bons
respondedores.
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Em relacdo aos dados de DRM, 77 dos 91 casos at@disao diagndstico,
foram também analisados para amostras nos dia® 0428 da terapia de indugéo (D14 e
D28). A exclusdo de 14 casos foi devida a faltaaleta de amostras ao longo da terapia de
inducdo (13 pacientes) e auséncia de marcadorexutmles ao diagndstico (1 paciente).
Vale esclarecer também que para 10 dos 77 cashsdime no seguimento ndo houve
amostra coletada no D14 e, para 5 casos ndo hawo&tra para analise no D28.

A tabela 2 resume os resultados encontrados paRVaem ambos os pontos
do tratamento analisados.

Tabela 2: Numero total de pacientes analisadosreerale porcentagem de casos positivos para a
presenca da DRM nos dois pontos de tratamentoagitaddias 14 e 28 da terapia de indugéo).

Ponto do tratamento  Total analisado Casos positivos

D14 67 18 (26,9%)
D28 71 14 (19,4%)
D14 e D28 62 10 (16,1%)

Dos 18 pacientes positivos em D14, 8 (44,4%) estavagativos em D28 e 10
(55,6%) permaneceram positivos. Um caso foi obslena@mo sendo D14 negativo e se
tornou positivo em D28, o que pode ter ocorridoidi®va contaminagdo com sangue
periférico da amostra D14, diluindo assim o clonecémico em células normais. Os casos
DRM D14 positivos e D28 negativos representam urap@rde provavel melhor
progndstico em relacdo aqueles DRM D14 e D28 positi

As tabelas 3 e 4 resumem os dados clinicos, rdsgltda DRM nos dias 14 e
28 e valores da estatistica realizada para os esodados. Embora o nimero total de
amostras analisadas tenha sido 67 em D14 e 71 &én[@22a algumas caracteristicas

clinicas o namero de dados disponiv&isficou abaixo desse total.
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Tabela 3. Numero total de casos analisados pageedies dados clinicos, nUmero e porcentagem

de casos positivos e valor gdatravés do teste exato de Fisher para a DRM no D14.

N° casos DRM D14+/Total Teste de Fishel

analisados analisado (valor de p)
Género (n=67)
Masculino 37 14/37 (37,8%) 0,022
Feminino 30 4/30 (13,3%)
Idade (n=67)
>1 ano e <9 anos 48 8/48 (16,7%) 0,004*
<1 ano &9 anos 19 10/19 (52,6%)
WBC ao diagnostico (n=67)
<50.000/mn 50 13/50 (26,0%) 0,727
>50.000/mm 17 5/17 (29,4%)
Imunofendtipo (n=67)
LLA B-derivada 59 13/59 (22,0%) 0,028
LLA-T 8 5/8 (62,5%)
Grupo de risco (n=66)
Alto risco (AR) 35 12/35 (35,3%) 0,043
Baixo risco (BR) 31 4/31 (12,9%)
indice de DNA (n=65)
<1.16 51 15/51 (29,4%) 0,217
>1.16 14 2/14 (14,3%)
Translocagéo (RT-PCR) (n=67)
t(12;21) presente 12 1/12 (8,3%) 0.366
t(12;21) ausente 55 10/55 (18,2%)
CD10 (n=66)
Positivo 61 14/61 (22,9%) 0,017*
Negativo 5 4/5 (80,0%)
WBC dia 7 (n=67)
<5.000/mm 62 15/62 (24,2%) 0.115
>5.000/mn1 5 3/5 (60,0%)
Blastos dia 14 (n=67)
Presenca 4 4/4 (100,0%) 0,004*
Auséncia 63 14/63 (22,2%)
Medula 6ssea dia 14 (n=58)
<5% de blastos 48 10/48 (20,8%) 0,0007*
>5% de blastos 10 8/10 (80,0%)
Medula 6ssea dia 28 (n=64)
<5% de blastos 63 16/63 (25,3%) 0,266
>5% de blastos 1 1/1 (100,0%)
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N° casos DRM D14+/Total Teste de Fishel

analisados analisado (valor de p)
Resposta ao tratamento (n=67)
Bons respondedores 60 13/60 (21,7%) 0,013*
Maus respondedores 7 5/7 (71,4%)

Tabela 4. Numero total de casos analisados pageedies dados clinicos, nUmero e porcentagem

de casos positivos e valor gdatravés do teste exato de Fisher para a DRM no D28.

N° casos DRM D2&+/Total Teste de Fishel

analisados analisado (valor de p)
Género (n=71)
Masculino 31 10/31 (32,2%) 0.166
Feminino 40 4/40 (10,0%)
Idade (n=71)
>1 ano e <9 anos 49 7/49 (14,3%) 0.977
<1 ano &9 anos 22 7/22 (31,8%)
WBC ao diagnostico (n=71)
<50.000/mn 49 7/49 (14,3%) 0,977
>50.000/mm 22 7/22 (31,8%)
Imunofendtipo (n=71)
LLA B-derivada 61 8/61 (13,1%) 0,003
LLA-T 10 6/10 (60,0%)
Grupo de risco (n=71)
Alto risco (AR) 41 9/41 (21,9%) 0.353
Baixo risco (BR) 30 4/30 (13,3%)
indice de DNA (n=69)
<1.16 56 13/56 (23,2%) 0.196
>1.16 13 1/13 (7,7%)
Translocagéo (RT-PCR) (n=67)
t(12;21) presente 12 1/12 (8,3%) 0.366
t(12;21) ausente 55 10/55 (18,2%)
CD10 (n=70)
Positivo 63 10/63 (15,9%) 0,026*
Negativo 7 417 (57,1%)
WBC dia 7 (n=71)
<5.000/mm 62 9/62 (14,5%) 0,012+
>5.000/mn1 9 5/9 (55,6%)
Blastos dia 14 (n=71)
Presenca 7 5/7 (71,4%) 0,002
Auséncia 64 9/64 (14,1%)
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N° casos DRM D28&+/Total Teste de Fishel

analisados analisado (valor de p)
Medula 6ssea dia 14 (n=60)
<5% de blastos 49 5/49 (10,2%) 0,00006*
>5% de blastos 11 8/11 (72,7%)
Medula 6ssea dia 28 (n=68)
<5% de blastos 67 13/67 (19,4%) 0.206
>5% de blastos 1 1/1 (100,0%)
Resposta ao tratamento (n=71)
Bons respondedores 60 7/60 (11,7%) 0,0006*
Maus respondedores 11 7/11 (63,6%)

O sexo masculino tem sido associado a um pobrgnpsbico (78), sendo

assim, a fim de reduzir a diferenca na respostiai@amento entre o sexo masculino e o
feminino, a duragdo do tratamento tem sido aumeanfzta meninos, mas nao para
meninas em alguns protocolos de tratamento (79¥nRo impacto progndstico adverso
do sexo masculino tem sido descartado em algutarteatos clinicos nos quais a taxa de
sobrevida livre de eventos é 80% ou mais (80, @bservando os resultados por nés
obtidos verificamos que houve uma associacao gigtiifa entre o género e a presenca de
DRM no dia 14 da terapia de inducgo=(0,022), onde 37,8% dos meninos estavam
positivos para DRM no D14 enquanto apenas 13,3%nu&snas encontravam-se na
mesma situagdo. Por outro lado, ndo foi descartada possivel associacdo entre
imunofendtipo, género e DRM.

Estudos indicam que frequentemente ocorre doesgdarte em LLA-T (82) e
sugerem que se a estratificacdo nos grupos deusssse como critério a DRM, a maioria
dos pacientes com LLA-T seria classificada com® alsco. Em nossos estudos o
imunofendtipo apresentou valor estatistico sigaifi® com relacdo a DRM tanto no D14
como no D28 §=0,028 ep=0,003, respectivamente), estando associada a peeskEn
DRM em ambos os pontos do tratamento com o imuidtifen LLA-T. Uma vez que a
maior parte (>70%) das LLA-T sdo do género masculi@ possivel que haja uma
correlagdo entre LLA-T, género e DRM, podendo egolio resultado positivo de
associacéo entre DRM e género masculino.

Com relacdo a idade ao diagndstico, pacientes dadeiinferior a 1 ano ou

igual ou superior a 9 anos, apresentaram assoc@gadRM+ no dia 14 da terapia de
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inducdo p= 0,004). Porém, contrariamente aos achados ddeficet al. (58) e Coustan-
Smith et al. (32) ndo foi encontrada associacae &ssa faixa etaria e a presenca de DRM
no dia 28 do tratamento. Esses dados parecem isqgerembora os pacientes com idade
<1 e> 9 anos apresentem uma resposta inicial ao tratanmeais lenta em relacéo ao
pacientes entre 1 e 9 anos, de certa forma esge giel pacientes possui uma resposta
eficiente ao tratamento no geral, uma vez que a&enma minoria de seus casos nao se
encontra negativa para a DRM no dia 28 (apena®d ), ®eve-se considerar, porém, que
nossa metodologia é pouco sensivel(#010% e podemos ter considerado negativos
alguns casos com DRM ainda positiva.

Shurtleff et al. (83) relataram que os pacientesadores da t(12;21) fazem
parte de um grupo com excelente progndstico. Ereangeupo de pacientes a translocacao
t(12;21) mostrou-se presente em 16,4% dos casdisaatws, incidéncia compativel com
dados publicados na literatura (83). Os dados d& DfRo apresentaram associacao
estatisticamente significativa com esta variavekém, nos casos sem a translocagdo a
frequéncia de DRM positiva foi mais elevada em asnt® tempos de seguimento (18,2
8,3% tanto em D14 quanto dp28); sugerindo que a auséncia da translocacéo ¢side
associada a pior reposta ao tratamento.

A presenca de CD10 é tida como um indicativo dehargbrognostico para os
pacientes, embora estudos como os de Scrideli @tZldemonstraram que a presenca de
DRM positiva no final da terapia de inducdo é mifgirogndstico mais importante nas
andlises multivariadas com outros fatores, incliipdesenca ou auséncia de CD10. Em
nosso trabalho, a auséncia de CD10 apresentolsSeiata a positividade da DRM em
ambos os dias de tratamento analisage€(017 = 0,026).

Embora o conteddo de DNA 1,16 da célula leucémica seja tido como
indicativo de bom prognéstico (14), nossos dados w@monstraram associacao
estatisticamente significativa entre o indice deADNa DRM. Esse resultado também foi
obtido por Coustan-Smith et al. (32) quando moarf@am a DRM em LLA infantil
utilizando um método mais sensivel que o aplicadmesso estudo (a citometria de fluxo),

demonstrando assim que nossos dados mais umanezrdam com aqueles da literatura.
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Os trabalhos de Scrideli et al. (58) encontraraso@acéao entre WBC no D7
>5.000/mm3 e baixa sobrevida livre de eventos emds. Além disso, WBC >5.000/mm
no D7 mostrou-se estatisticamente associado a wnagsposta dos pacientes brasileiros
tratados com um protocolo anterior ao atual (GB38)-(22). Nos casos analisados no
presente estudo, associacdo significativa tambéraniontrada entre WBC no dia 7 de
terapia de inducdo e DRM no D28=(0,012) sugerindo que 0s pacientes que apresentam
WBC no D7 >5.000/mmpodem possuir um pior prognéstico quando compacuino
aqueles que possuem WBC no D7 <5.000fmm

A presenca de blastos no sangue periférico no dla niostrou-se
significativamente associada com a DRM nos dias 28 da terapia de inducgo=(0,004
e 0,002, respectivamente). A analise da DRM no Dildapaz de identificar 14 casos com
blastos presentes na medula 6ssea cuja avaliac#oldgaa havia identificado como
amostras sem blastos presentes no sangue periférigoe indica que essas amostras
provavelmente contém blastos também no sangueépenif Sendo assim, a analise da
DRM mostrou-se uma importante ferramenta paraecdab de pacientes com presenca de
blastos que se apresentaram imperceptiveis duaanélise morfoldgica.

Analisando-se o0 estado da medula 6ssea no dia dde-ge observar uma
associagdo entre a presenca de mais de 5% deshtastoedula 6ssea (medulas M2 e M3)
com a positividade para a DRM em ambos os pontosgralamento estudados. O que
novamente chamou a atencdo é que 10 pacientes q@dhsiderados como M1 (menos
gue 5% de blastos na MO) apresentavam DRM pos#gvalo essas células leucémicas
residuais ndo detectadas por métodos de microscopigncional.

Com relacédo ao estado da medula 6éssea no D28, raiéram dos trabalhos
anteriores (42) nossos dados nao demonstraramagsmentre a presenca de mais de 5%
de blastos na MO no dia 28 e a presenca de DRMidalamostra que apresentava mais
do que 5% de blastos presentes na medula (M2/M3)2& apresentou-se positiva para
DRM tanto no D14 como no D28, significando que a nma@missao detectada por
microscopia convencional foi também confirmada pelesultados da DRM. Um fato de
grande importancia foi que pela analise de DRMpfmssivel a deteccdo de 13 pacientes
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considerados como medula em remisséo pela andideléygica, porém com presenca de
células leucémicas residuais ao final da terapiadig;do (D28).

No GBTLI-99, a classificacdo dos pacientes em gsuge risco € feita de
acordo com os seguintes critérios: idade, WBC agrdiistico e presenca ou auséncia de
alteracOes cariotipicas desfavoraveis. Pacientesidade abaixo de 1 ano e acima de 9
anos, WBC ao diagnéstico >50.000/fnou presenca de alteracdes cariotipicas
desfavoraveis sao alocados no grupo de alto ri&B) de recaida; os demais séo alocados
no grupo de baixo de risco (BR) de recaida (77).lokmo do tratamento trés pacientes
considerados de baixo risco foram reclassificadwsoc alto risco pelos parametros de
reposta inicial ao tratamento. Esses trés pacidotam alocados no grupo de baixo risco
para analise estatistica. Embora a frequéncia slesdaRM positivos para pacientes alto
risco tenha sido maior do que aquela detectadapzamantes baixo risco, tanto em D14
como em D28 (35,812,9% e 21,% 13,3%, respectivamente), correlacdo estatisticaanent
significativa s6 foi encontrada entre o grupo de abkco e a presenca de DRM no D14
(p=0,022). Esse resultado pode ser devido ao fatqué dois dos trés pacientes alocados
posteriormente como alto risco e que estavam posifpara DRM no D28 tenham sido
incluidos no grupo de baixo risco para anlisetissta.

A positividade da DRM nos dias 14 ou 28 também setrau associada a
resposta inicial ao tratamento (analises de WBMO7@ estado da medula 6ssea nos dias
14 e 28) p= 0,013 ep= 0,0006, respectivamente). O grupo consideradoocbons
respondedores apresentou frequéncias de positevzidach DRM inferiores em relacdo ao
grupo de maus respondedores. A DRM novamente serguasma ferramenta importante
para avaliar a resposta do paciente ao tratamesén eisco de recaida, uma vez que, no
grupo de amostras analisadas em D14 13 paciemseglecados como bons respondedores
apresentaram-se DRM positivos e 0 mesmo acontetell @sos de bons respondedores

analisados no D28.

4.1.6 Analise de Sobrevida Global (SG) e Sobrevidavre de Eventos (SLE)
Diversos trabalhos tém demonstrado a associacdoRfi& com o tempo de
sobrevida dos pacientes com LLA (30, 31, 39, 8¢hd® assim, foram realizadas analises
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estatisticas para sobrevida global (SG) (definidena@ o tempo entre o diagndstico e a
ocorréncia de 6bito por qualquer causa) e sobrdiidade eventos (SLE) (definida como
0 tempo entre a remissao e a ocorréncia de reaidiv@bito por qualquer causa) para os 77
pacientes estudados em D14 e D28. O tempo de segioindariou de 14 a 33 meses, com
mediana em 21 meses, para 67 pacientes ainda vivos.

Os pacientes DRM positivos apresentaram SG e Sutomes em relagcdo aos
pacientes DRM negativos, tanto nas analises pafdagDanto para D28 (figura 18), embora

as diferencas ndo tenham alcancado significantaéist&a.
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Figura 18.Curvas de SG e SLE de acordo com presenca ou &usEn®RM nos dias 14 e 28.
A= SG para DRM D14, B= SG para DRM D28, C= SLE paRM D14 e D=SLE para DRM
D28.
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E sabido que a maioria dos eventos (6bito ou nexidicorre em sua grande
maioria nos trés primeiros anos consecutivos agndgtico da leucemia. Apenas a minoria
dos pacientes estudados (5 casos), estavam prozimospletar trés anos de seguimento.
Considerando que ha pacientes que podem ainda sofrar algum tipo de evento,
acreditamos que a tendéncia visualizada na figBraléancara valor estatistico no futuro.

Apesar do pouco tempo de seguimento, perguntames®ass resultados de
DRM seriam melhores que os critérios atuais parestaatificacdo dos pacientes nos
diferentes grupos de risco. Como j& mencionadstratéicacdo dos pacientes no protocolo
GBTLI-LLA/99 leva em conta a idade do pacientepatagem leucocitaria ao diagnéstico
e a resposta inicial ao tratamento (WBC no dia% blastos na medula do dia 14 e 28).
Como mostra a figura 19, pacientes classificadesocsendo de alto risco tém sobrevida
inferior aqueles classificados no grupo de baigoai Apesar de ndo serem significativos,
os dados sugerem que o grupo de pacientes DRMvpssie, portanto com pior evolugéo
clinica, ndo é o mesmo e possui numero reduzidpagentes em relacdo a classificacao
inicial pelo GBTLI como alto risco (figura 18). Geja, a DRM parece ser capaz de definir
melhor o grupo de pacientes com maior risco deidafzbito do que os atuais critérios de
estratificacdo. Entretanto, quando os dados de Bird&m analisados separadamente para
os diferentes grupos de risco (figuras 20 e 21xuagas sugerem que os dados de DRM
apenas serviram para definir grupos de sobrevidaeticiada nos pacientes AR, apesar das

diferengas ndo serem significativas.
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Figura 19.Curvas de SG (A) e SLE (B) de acordo com a estatfio de risco proposta pelo
GBTLI-LLA/99 (idade e contagem leucocitaria ao diégtico e resposta inicial ao tratamento)
AR: pacientes classificados como alto risco deideca BR: pacientes com baixo risco de
recaida.
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Figura 21.Curvas de SG e SLE para pacientes classificado® &@mxo risco (BR) segundo o
GBTLI e dados de DRM nos dias 14 e 28. A=SG pardOR 4, B= SLE para DRM D14, C=
SG para DRM D28 e D=SLE para DRM D28.
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Apesar das diferencas obtidas ndo serem signifactias curvas analisadas
sugerem que os dados de DRM nao parecem ter sapfiprogndstico para o grupo de
pacientes classificados como sendo de BR seguritdoias GBTLI/99. E para os casos
AR, a DRM no D14 parece ter maior significado dee gquDRM no D28. Isto parece
razoavel se for levado em consideracdo a baixaibs@ede do método utilizado na
deteccdo da DRM (T0a 10%. Dada a baixa sensibilidade do método, apenasmias
com altos niveis de doenca residual seriam ideatifis, 0 que € mais comum no D14 do
gue no D28. Com um método mais sensivel poderiaamoilentificado pacientes com
nivel intermediario de risco, os quais poderiam @erndo positivos no D28, e assim
teriamos um método mais eficiente para a identfioados pacientes. Sendo assim, na
atual situacdo o método qualitativo aqui descrpenas se mostra valido para definir
pacientes com risco elevado de recaida dentrougmgie pacientes AR.

No entanto, vale salientar que a deteccdo da DRMpaoentes com LLA
pediatrica tem um importante valor preditivo e @azde estratificar os pacientes em
diferentes grupos de risco. Trabalhos tém demadtstgae a estratificacdo pode ser feita
tanto por métodos qualitativos (como utilizado mespnte estudo) quanto por métodos
guantitativos (85, 86). Scrideli et al (85) utilimbp um método qualitativo similar ao
utilizado em nossas andlises e estudando um graf de pacientes com LLA pediatrica
por um maior periodo de tempo, pode verificar queesenca da DRM no dia 28 esteve
associada com recaida ou morte e foi o fator pretgrmdindependente mais importante
gquando comparado aos fatores classicos para Bshgid de risco. De acordo com 0s
trabalhos de Scrideli et al. (85), através de uémita menos sensivel, os pacientes
puderam ser estratificados em grupos de risco dedaccom a DRM podendo ser
observados grupos de pacientes com bom, internee@ianau prognostico. Os resultados
obtidos foram similares aqueles com o0 uso de tésnicais complexas e sensiveis, assim
como real-time PCR e citometria e fluxo (com umegrade deteccdo de uma célula blastica
em 16 até 16 células normais), principalmente para os casosalniente classificados
como AR. Uma vantagem da técnica qualitativa engatedoi o custo reduzido e a baixa
complexidade, o que pode ser fundamental parareartacessivel a grande maioria dos
centros de tratamento especialmente em paises sanwddvimento, ja as técnicas
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guantitativas, embora mais sensiveis e capazesrdetip uma estratificagcdo mais refinada,
possuem alto custo, elevada complexidade e exig@m e obra com maior nivel de
especializacdo bem como equipamentos mais complexgqee as torna pouco viaveis para

a aplicacao em rotinas laboratoriais de paiseses@nyolvimento (85).

4.2 Comparagao da metodologia do grupo brasileiroozn a metodologia Biomed-1
Sabendo-se que a técnica utilizada, pelo fato lisaa?CR multiplex, pode
ser menos sensivel, decidiu-se estudar a DRM paresmo grupo de pacientes utilizando
PCR singleplex com primers desenvolvidos pelo cais@uropeu Biomed-1 (54).
Essa analise teve como obijetivo estabelecer gtéanica mais adequada e de
menor custo para aplicacdo nos exames de rotinandaboratorio de biologia molecular
para deteccao da doenca residual minima em leudiefdigle aguda pediatrica.

4.2.1 Analise de clonalidade ao diagndstico com aetondologia Biomed-1

Das 91 amostras de diagndstico analisadas peladoletga anterior, 78 foram
também analisadas, para alguns rearanjos, pelodméimed-1, cujos primers sao
listados nos quadros 6 e 7. Dentre os 78 casd®%8&9) eram derivados de linhagem B e
12,8% (10) eram derivados de linhagem T.

Como mostra a tabela 5, a metodologia do grupdl®iraspermitiu identificar
pelo menos 2 marcadores clonais em 87,3% dos pesida LLA B-derivada enquanto que
os primers selecionados a partir do estudo Bioneethigram identificar dois marcadores
em apenas 80,9% dos casos, e 75% versus 57,3%ag@oraos pacientes de LLA-T.

O par de primers utilizados pelo grupo Biomed-fapmeteccdo do rearranjo
TCRD incompleto Vd2+Dd3 em LLA-B foi bastante eficiemi&sto que ndo gerou a
amplificacdo de bandas inespecificas e permitiatacdio de marcadores clonais em 66,7%
dos pacientes, enquanto o par de primers adotaldo goepo brasileiro possibilitou a
deteccdo de marcadores em 46,1% dos pacientesla genou o aparecimento de bandas
inespecificas que prejudicam a avaliacdo do refultBara o gen€CRG usando apenas
duas reagcBes de PCR multiplex que incluiram prirpara os rearranjos dos segmentos
Vg1, Vg2, Vg3, Vg4, Vg5, Vg8, Vg9, Vgl0 e Vgll e dR.3+J1.1/2.1+J1.2 foi possivel
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identificar marcador clonal em 61,5% dos pacienféspelo método do Biomed, para
identificar esses mesmos rearranjos foi neces&er 4 reacdes de PCR por paciente e
foram identificados marcadores clonais em 53,8%cdsss (tabela 6).

O padréo de maior deteccdo pelo método do grupsildiro também foi
observado para rearranjosidél e IGK, onde através do método GB p&gel com apenas
duas reacgOes de PCR foram encontrados rearranj@5&% dos pacientes e pdgK
também com apenas duas reacfes de PCR detectearsanjos em 45% dos pacientes.
Por outro lado, com a metodologia Biomed, foramessérias 5 reacdes de PCR para
detectar rearranjos de IgH em 56,4% dos pacier@agacoes de PCR para detectar 37,1%

de rearranjos de IgK nos casos analisados (tahela 6

Tabela 5: Porcentagem de rearranjos detectadom@ddtico no total de pacientes analisados, em
LLA B derivada e em LLA-T para ambas as técnicasP@R empregadas nos estudo (GB e

Biomed).

O rearranjo 1 ou mais rearranjos2 ou mais rearranjo§ 3 ou mais rearranjos

GB Biomed GB Biomed GB Biomed GH Biomed

Total

1,10% 2,60% 98,90% 97,40%  85,70% 76,90p6 65,90 55,10%

LLA B-derivada 1,30% 2,90% 98,70% 97,10% 87,30% 96% | 68,30% 57,30%

LLA-T 0,00% 0,00% | 100,00% 100,00% | 75,00% 57,30%| 50,0006  40,00%
Tabela 6: Porcentagem de rearranjos detectadoopaearranjos estudados ao diagnéstico no total
de pacientes analisados, em LLA B-derivada e em -[Lpara ambas as técnicas de PCR
empregadas no estudo (GB e Biomed).

TCRG TCRD IgH IgK
GB Biomed GB Biomed GB Biomed GB| Biomed
Total 61,50%| 53,80%| 46,109 66,70%  65,90% 56,40% 45%37,10%

LLA B-derivada  55,70% 48,50% 50,60% 69,10%  74,70%3,26% | 51,90%| 42,60%

LLA-T

100,00%| 90,00% 16,70% 50,00% 8,30%  10,00% 0% 0%

Assim como realizado para a metodologia do grupsileiro, amostras dos
dias 14 e 28, de 74 dos 78 pacientes estudadomguidtico, foram também analisadas
através da metodologia Biomed-1 para os rearragjuontrados ao diagnostico. A
exclusdo de 4 dos pacientes analisados ao diagmdstidevido & mudanca de protocolo
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de tratamento durante a terapia de inducéo (2 asasiséncia de marcador molecular
para a PCR (2 casos).

O mesmo parametro de positividade do método GBufdizado para
interpretar os resultados da DRM através do métBidmed, ou seja, a amostra foi
considerada positiva quando seu padrdo de migrap&sentava-se semelhante aquele
apresentado pela amostra do diagnéstico.

Para 9 dos 74 casos nao houve coleta de MO no Padaes ndo houve coleta
no D28, portanto foi possivel analisar 65 paciepgasa DRM no D14 e 69 para DRM no
D28. A tabela 7 resume os resultados encontrad@s @®RM em ambos 0s pontos do

tratamento analisados.

Tabela 7: Numero total de pacientes analisadosreerale porcentagem de casos positivos para a
presenca da DRM nos dois pontos de tratamentoagitaddias 14 e 28 da terapia de indugéo).

Ponto do tratamento  Total analisado Casos positivos

D14 65 16 (24,6%)
D28 69 13 (18,9%)
D14 e D28 59 10 (16,7%)

Dos 16 pacientes DRM positivos em D14, 7 apresant-se negativos no
D28 (43,7%) e 9 permaneceram positivos (56,2%)camtlo que 0 primeiro grupo possa
ter progndstico mais favoravel quando comparado cosatro grupo (DRM positiva em
D14 e D28).

Comparando-se os resultados obtidos pela anaisaé&iodo Biomed com
aqueles obtidos para o mesmo grupo de pacientedagsts pela metodologia do grupo
brasileiro, pode-se observar que a concordancidetaccdo da DRM nos dois pontos
estudados do tratamento foi de 82,3% para as esdis D14, 60% para o D28 e 77,8%
para D14 e D28 (Anexo 4).

Dessa forma pode-se concluir que os métodos satnignte eficientes para
o0 acompanhamento da DRM nos pacientes com LLA pé@diaou seja, ndo parece haver

diferenca de sensibilidade entre os primers adestpdoambos.
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4.3 Sugestao de novo protocolo para analise simpldida da DRM
Com os resultados da comparacédo entre os printdiiados pelo GB e

Biomed, resolvemos propor um novo conjunto de reagke PCR para estudo da DRM.
Embora soubéssemos que os rearranjdgldeepresentam o mais sensivel grupo de alvos
moleculares para DRM, alcancando usualmente sédaiteé menor ou igual a T(86, 87)
e que os rearranjos d&€RGsdo menos apliciveis na detec¢cdo da DRM em casbisAl
B-derivada, por possuirem sensibilidade limitad20(3 devido as suas pequenas regiées
juncionais (71); critérios como maior frequéncigoopulacao brasileira e boa amplificacédo
com auséncia de bandas inespecificas foram utiliz@dra selecionarmos o conjunto de
primers a serem utilizados no novo protocolo.

Os valores para cada conjunto de primers em LLAeBvdda e LLA-T
encontram-se nas tabelas 8 e 9. Pacientes com LideriBada foram analisados
separadamente daqueles com LLA-T.

Tabela 8: Frequéncias encontradas em amostras de B-Herivada ao diagnéstico para os

conjuntos de primers testados por ambas as metpdsldmétodo do grupo brasileiro — GB e
método Biomed).

TCRG
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncia Rearranjo Frequéncia
Vg2+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vg2-Vg3-Vg4-Vg5-vVg7+Jgl.1/2.1  36,80%
Vg3+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vg9+Jgl.2/2.1 20,00%
Vga+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 45,60% Vgl0+J1.3/12.3 2,90%
Vg5+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vgl11+J1.3/2.3 1,50%
Vg8+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2
Vg9+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 25,30%
Vg10+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 0,00%
Vg11+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 4,00%
TCRD
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncja Rearranjo Frequéncia
Vd2+Dd3 50,60% Vvd2+Dd3 55,90%
Vdi+Jdi 1,50%
Vd2+Jdi 9,00%
Vd3+Jdi 0,00%
Dd2+Dd3 31,00%
Dd2+Jd1 4,00%
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IgH

Método GB Método Biomed
Rearranjo | FreqUéncﬁa Rearranjo | Frequéncia
FR3A+LJH 70,00% VH1/7+JH21 13,00%
FR3A+VLJH 71,00% VH2+JH21 4,00%
VH3+JH21 45,00%
VH4+JH21 23,00%
VH5+JH21 0,00%
IgK
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncja Rearranjo Frequéncia
VKI+intron+Kde 19,00% VKI+intron+Kde 20,60%
VKII+VKII+Kde 48,00% VKII+VKIl+Kde 27,90%
VKIV+Kde 16,20%

Tabela 9: Frequéncias encontradas em amostras A€l Ldo diagndstico para os conjuntos de
primers testados por ambas as metodologias (mémdpupo brasileiro — GB e método Biomed).
Em ambos os métodos ndo foram encontrados reasrpaia genes dgk.

TCRG
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncja Rearranjo Frequéncia
Vg2+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vg2-Vg3-Vg4-Vg5-vVg7+Jgl.1/2.1  70,00%
Vg3+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vg9+Jgl.2/2.1 40,00%
Vg4+J1.2/2.3+31.1/2.1+J1.2 100,00% Vg10+J1.3/2.3 10,00%
Vg5+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 Vgl11+J1.3/2.3 10,00%
Vg8+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2
Vg9+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 33,009
Vg10+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 17,009
Vg11+J1.2/2.3+J1.1/2.1+J1.2 8,009
TCRD
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncja Rearranjo Frequéncia
Vd2+Dd3 16,70% Vd2+Dd3 10,00%
Vdi+Jdi 10,00%
Vd2+Jdi 20,00%
Vd3+Jdi 10,00%
Dd2+Dd3 0,00%
Dd2+Jd1 0,00%
IgH
Método GB Método Biomed
Rearranjo Frequéncja Rearranjo Frequéncia
FR3A+LJH 8,00% VH1/7+JH21 0,00%
FR3A+VLJH 8,00% VH2+JH21 0,00%
VH3+JH21 10,00%
VH4+JH21 0,00%
VH5+JH21 0,00%
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4.3.1 Protocolo para LLA B-derivada

Analisando os resultados obtidos pelas duas técniea PCR para cada
rearranjo estudado ao diagndstico, nos casos de Biderivada pode-se propor um
protocolo onde serdo testados rearranjolgHe TCRD, TCRGe IgK em apenas 7 reacbes
de PCR por paciente. Sendo que pgkth TCRGe IgK a metodologia a ser aplicada é a da
PCR do método GB e paf&CRDserao utilizados os primers propostos pelo Biothed-

Os rearranjos escolhidos para cada gene foramaeelos de acordo com as
freqUéncias encontradas nas amostras analisadhagamdstico. Os primers utilizados para
os rearranjos digH e TCRGsao os publicados por Brisco et al. (51) e Traetaal. (52),
respectivamente e os dos rearranjolyéiee TCRDsao os de Pongers-Willemse et al. (54).

ParalgH sera utilizado apenas um par de primers que ao@kf rearranjo
FR3A+VHJH, presente em 71% dos casos analisadea. TR:RD serdo utilizados dois
pares de primers que amplificam os rearranjos VaB3+® Dd2+Dd3 (55,9% e 31% dos
casos, respectivamente). PAI@RG serdo utilizadas reagbes multiplex contendo um ou
dois primers para o segmento V e trés primers @aegmento J, amplificando os seguintes
rearranjos: V3+J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2 (50%), V2+3483/2.3+J1.1/2.1+J1.2 (31,6%),
VO+ J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2 (25,3%). P&gK serdo utilizados 3 primers que amplificam
os rearranjos VKII+VKIlI+Kde (encontrados em 48%s @anostras).

A aplicagdo dessas 7 reacdes de PCR para as agnastthagnostico permite
encontrar pelo menos um marcador clonal em 100%cdsss estudados e pelo menos 2
marcadores clonais em 83,4% dos casos de LLA Bralai

Embora a probabilidade de encontrar pelo menoseamanjo clonal seja de
100%, a possibilidade de nenhum marcador molecsdar encontrado ndo pode ser
descartada e caso isso ocorra alguns outros rgerrambora raros, podem ser testados.
Esses rearranjos compreendem V11+V8+J1.3/2.3+J1+/R.2 TCRQ, VKI+intron_Kde
(IgK) e Dd2+Jd1TCRD), sendo que parBCRGeIgK deve ser aplicada a metodologia do
grupo brasileiro [primers de acordo com Trainoalet(52) e Pongers-Willemse et al. (54),
respectivamente] e paf@CRD a metodologia Biomed-1 [primers de acordo com Brsig
Willemse et al., (54)].
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4.3.2 Protocolo para LLA-T

Da mesma forma que foi feito para os casos de LLdeBvada pode-se
sugerir um protocolo especifico de rearranjos ameprocurados como marcadores
moleculares de DRM para os pacientes com LLA-T.

Sendo assim, referente ao géiteéRG os rearranjos selecionados para o
novo protocolo foram V2+V8+J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2y9++J1.3/2.3+J1.1/2.1,
V5+J1.3/2.3+J1.1/2.1 e V3+J1.3/2.3+J1.1/2.1, estamskes presentes em 91,7%, 33%,
25% e 24% dos casos respectivamente e devendessatds de acordo com o método GB
[primers de acordo com Trainor et al. (52)].

Além dos rearranjos dECRG selecionamos os rearranjos para Vd2+Jd1 (20%
das amostras) e Vd2+Dd3 (10% das amostrad)GRD, através da metodologia da PCR
Biomed-1 [primers de acordo com Pongers-Willemsa.e{54)].

Com essas seis reacdes de PCR por paciente, -espgree pelo menos 1
rearranjo clonal seja detectado em 100% dos cagefoemenos 2 rearranjos clonais em
90% dos casos. Porém, assim como para o0s casdsAdB-derivada, ha a possibilidade
desses rearranjos nao estarem presentes na ad®sitaresse, sendo assim, mais algumas
PCRs podem ser usadas na busca de um marcadorl, clseado elas:
V10+J1.3/2.3+J1.1/2.1 e V11+J1.3/2.3+J1.1/2.1 p€&RG Vd1l+Jdl e Vd3+Jdl para
TCRD e FR3A+VLJH paralgH, sendo que par@CRG e IgH deve ser adotada a
metodologia do grupo brasileiro e pdi@RDa da PCR Biomed-1 [primers de acordo com
Trainor et al. (52) pardCRG Brisco et al. (51) parmgH e Pongers-Willemse et al. (54)
para TCRO. Outra opgéo consiste no estudo dos rearranjogete TCRB conforme
protocolo do Biomed-1; esse gene ndo foi avaliadlo grupo brasileiro devido a alta
complexidade da regido V, o que exigiria um gramzi®ero de primers para testes.

No caso da entrada de uma amostra sem definicaaofiemotipica (LLA B-
derivada ou LLA-T) reacdes de ambos os protocolasveish ser aplicadas
(V2+V8+J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2, V9++J1.3/2.3+J11/2. V5+J1.3/2.3+J1.1/2.1 e
V3+J1.3/2.3+J1.1/2.1 pardCRG Vd2+Jdl, Vd2+Dd3 e Dd2+Dd2 pardCRD
FR3A+VLJH paralgH e VKII+VKII+Kde paralgK . Vale lembrar que o protocolo de
PCRs aqui proposto é util também na avaliacdo dél BR amostras de seguimento.
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A figura 22 representa um esquema simplificado mamarotocolo de PCR
proposto para o estudo da DRM as LLA B-derivadbasAT.

LLA B-derivada

l

IgH :
*FR3A-VLIH

TCRD:
*Vd2-Dd3
*Dd2-Dd3

ICRG:
*Vg3-11.2/2.3-11.1/2.1-J1.2
*Vg2-Vp8-112/2.3-J1.1/2.1-J1.2
*Ve9-J1.2/2.3-J1.1/2.1-J1.2

IgK-
*VKII-VKIII-Kde

¥

Suspeitade LLA de origem
desconhecida (B ouT)

¥

IgH:
*FR3A-VLIH

TCRD:
*Vd2-Dd3
Dd2-Dd3
Vd2-Jd1

TCR G-
*Vp2-Vg8-112/2.3-J1.1/2.1-J1.2
*Vg9-J12/2.3-11.1/2.1-11.2
*Vp3-J12/2.3-11.1/2.1-J1.2
*Vg5-112/2.3-11.1/2.1-712

IgK-
*VKII-VKIII-Kde

Probabilidade de detecgiio de :
1 marcador clonal = 100%

2 marcadores clonais = 83,8%

3 marcadores clonais= 60,3%

Senenhum marcador
clonal for encontrado
testar

TCRG:
*Vgl1-J1.2/2.3-J1.1/2.1-71.2

IgK:-
*Vkl-intron-Kde

TCRD:
*Dd2-Jd1

!

Probabilidade de detecgdo de :
1 marcador clonal = 100%

2 marcadores clonais = 86,8%

3 marcadores clonais= 64,7%

—

l

Probabilidade de detecgdio de : 1
marcador clonal = 100%
2 marcadores clonais = 84,6%
3 marcadores clenais = 64,1%

Probabilidade de detecgdio de :
1 marcador clonal = 100%

2 marcadores clonais = 88,5%

3 marcadores clonais= 67,9%

i

TCRG:
*Vp2-Vp8-112/2.3-11.1/2.1-J1.2
*Vgd-J12/23-J1.1/2.1-J1.2
*Vg3-J12/23-11.12.1-112
*Vg5-112/2.3-J1.1/2.1-J12

TCRD:
*Vd2-Jd1
Vd2-Dd3

Probabilidade de detecgdio de :
1 marcador clonal = 100%
2 marcadores clonais = 90%
3 marcadores clonais= 60%

Senenhum marcador

clonal for encontrado
testar

TCRG:
*Vel0-J12/23-71.172.1-112
*Vgll-J12/2.3-J1.1/2.1-J12

TCRD:
*Vd1-Jd1
*Vd3-Jd1

IgH -
*FR3A-VLIH

!

Probabilidade de detecgiio de :
1 marcador clonal = 100%
2 marcadoeres clonais = 90%
3 marcadores clonais= 70%

Figura 22. Fluxograma esquematico dos novos priisquara analise de doenca residual minima
em LLA B-derivada e LLA-T. Para os rearranjos TleRG IgH e IgK o método GB deve ser
aplicado e pardCRD a metodologia Biomed-1 deve ser seguida. Os psipara 0s rearranjos
génicos estdo de acordo com Trainor et al. (52 P@aRG Brisco et al (51) pardgH e Pongers-
Willemse et al. (54) par@CRDelgK.

Com o uso da nova metodologia sugerida esperéiragar o tempo gasto
para a analise da DRM, bem como diminuir seus sugtanaximizar o niumero de casos

nos quais a analise da DRM seja possivel atravédoemarcadores moleculares para
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rearranjos de TCR e Ig, minimizando a eventual @cmia de falso negativo devido a
evolucéo clonal.

Espera-se também que uma avaliacdo mais sensbdgpleeifica da remisséo e
da resposta inicial ao tratamento possa resultaranmelhor estratificagdo dos pacientes
em grupos de risco e consequientemente no aumesitiaxdes de cura para criangas com
LLA. Sendo assim, a simplificacdo e o aperfeicoamelos métodos de deteccdo de DRM
poderdo permitir que os beneficios do monitoramdat®RM sejam estendidos a todas as
criangas com leucemia.

Os estudos de DRM estédo se tornando parte intdgrahoderno cuidado
dos pacientes com leucemia, o desafio € o de cotooporar as informacdes de DRM nas
decisOes terapéuticas e no desenho de novos padamtratamento (76).
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5. CONCLUSOES

1. A analise de rearranjos FR3A+VHJH, Vd2+Dd3, Dd2+Dd3
V3+J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2, V2+V8+J1.3/2.3+J1.1/211%, VI+
J1.3/2.3+J1.1/2.1+J1.2, VKII+VKIlI+Kde permite detar 1, 2 e 3 marcadores clonais
em 100%; 83,8% e 60,3% das LLA B-derivadas, resgauente.

2. A andlise de rearranjos V2+V8+J1.3/2.3+J1.1/2.12J1.
V9++J1.3/2.3+J1.1/2.1, V5+J1.3/2.3+J1.1/2.1, V33R3+J1.1/2.1, Vd2+Jdl e
Vd2+Dd3 permite detectar 1, 2 e 3 marcadores cdoaai 100%, 90% e 60% das
LLA-T respectivamente.

3. Para o grupo de 67 pacientes consecutivos, tratadgando o
protocolo GBTLI-LLA/99, a DRM no dia 14 da terap@de indugcdo mostrou-se
associada com o género masculino, idade inferioaao e igual ou superior a 9 anos,
imunofendtipo LLA-T, grupo de alto risco, ausénd@CD10, presenca de blastos no
sangue periférico no D14, medula 6ssea com maB%lale blastos no D14 e m&
resposta ao tratamento, podendo ser caracteristidisativas de maior risco de
recidiva. Além disso, pacientes com resultado DRiditivo no D14 apresentaram SG
e SLE inferiores aqueles DRM negativos, emboraifaseticas ndo tenham alcancado
valor estatisticamente significativp90,419 e 0,166, para SG e SLE respectivamente).

4. Para o grupo de 71 pacientes consecutivos, tratamloso GBTLI-
LLA/99, a DRM no D28 mostrou-se associada com infematipo LLA-T, auséncia
de CD10, contagem leucocitéaria (WBC) no dia 7 sopex 5.000/mr} presenca de
blastos no sangue periférico no D14, medula 6ésseancais de 5% de blastos no D14
€ ma resposta ao tratamento, o que também podesespar maior risco de recidiva.
Assim como para os resultados da DRM no D14, a SGEedos pacientes positivos
no D28 foram inferiores em relacdo aos negativogem suas diferencas também néo
alcancaram valor estatisticamente significativo=0(121 e 0,253 SG e SLE,
respectivamente).

5. A DRM mensurada pelo método qualitativo, principahte no D14,

demonstrou ser um fator progndstico importante ap@ara 0s pacientes classificados
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como alto risco pelo GBTLI/99. Para aqueles classibs como baixo risco os dados

de DRM néo apresentaram valor progndstico.
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclaredp - Pacientes

Estudo prospectivo da Doenca Residual Minima em @ncas e adolescentes com
Leucemia Linféide Aguda tratados segundo protocoldo GBTLI.

Para obter um maior conhecimento clinico e cieatiBobre o cancer e doencas
hematolégicas, os pesquisadores e corpo clinicte desspital desenvolvem pesquisa
cientifica, através de projetos analisados e apas/@elo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) e, se for o caso, pela Comissdo Nacionaltitea Em Pesquisa (CONEP). Através
desta pesquisa, que pretende detectar a presewngdutis leucémicas na medula 6ssea do
paciente no 14° e 28° dias do tratamento (chamad@ognca Residual Minima), sera
possivel identificar os pacientes que respondeméoisatisfatoriamente na fase de indugéo
e, portanto, oferecer a possibilidade de realosadoprotocolo terapéutico em vigéncia.

Seu filho(a) foi submetido a tratamento para leuadmfoide aguda neste hospital.
O tratamento inclui coletas de sangue e medula abégsara o0 diagnostico e
acompanhamento da doenca. Parte da amostra colmdda,usada nos diagndsticos,
representa material muito Util para pesquisa dieati

Por isso, vocé esta sendo convidado a colaborar @opesquisa cientifica,
autorizando a utilizacdo de parte das amostrasadgus/medula 6ssea ja coletadas nos
procedimentos rotineiros de diagnéstico. Apenasstante do material colhido, ndo usado
para diagndstico, serd aproveitado na pesquisanAsndo, ndo sera feita nenhuma coleta
adicional de sangue/medula 6ssea aquela que fi@ittopara o diagndstico, portanto, a sua
colaboracéo na pesquisa ndo acarreta risco nerardedo adicional algum.

Solicitamos também sua autorizagédo para a condalf@ontuério clinico, a fim de
estudar a ocorréncia de eventuais associacoesanttados laboratoriais encontrados e a
evolucéo clinica da doenga. Os dados individua®yltados de exames e testes, bem como
do prontuéario, somente serdo acessiveis aos padques envolvidos e ndo sera permitido
0 acesso a terceiros (seguradoras, empregadopesyisores hierarquicos, etc).

Além disso, solicitamos autorizacdo para armazamerte da amostra ndo utilizada
para a consecucao deste projeto de pesquisa. Nauakgade de novo projeto de pesquisa,
o0 material sO sera utilizado mediante aprovacanodo projeto pelo CEP e, se for o caso,
pela CONEP.

Todo o material utilizado nesta pesquisa serd iiiteatto no laboratério por cddigo
formado por nameros e letras e, portanto, a pideala e identidade do seu filho(a) seréo
preservadas. A eventual inclusdo dos resultadgsudaticacédo cientifica sera feita de modo
a manter o anonimato do paciente.
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Concordando com o uso deste material, conformeritiigsé necessario esclarecer
gue vocé nao tera beneficios ou direitos finanseisobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. Se vocé nado concordareemitip 0 uso deste material para
pesquisa, ou se futuramente, em qualquer fasesdpigea, vier a retirar seu consentimento,
sua decisdo ndo influenciarq, de nenhum modo, ai@antento de seu filho(a), nem
incorrera em discriminacdo ou penalizacdo alguma.

Vocé recebera uma copia deste documento e o drggré arquivado no prontuario
do paciente.

Caso vocé tenha questbes a fazer sobre este termsongentimento ou alguma
duvida que nao tenha sido esclarecida pelo seucmédém como se desejar a qualquer
momento retirar seu consentimento, por gentilemreeem contato com o pesquisador
responsavel pelo projeto, Dr. José Andrés Yunetrea@boldrini.org.br ou pelo endereco:
R. Gabriel Porto, 1270, CEP 13083 210. Campinas, SP

Autorizo que o material coletado seja armazenada ypso em
outras pesquisas apds sua aprovagdo como noveéoproje
mediante nova avaliacao pelo CEP

Assinatura do doador(a) ou Representante Legal:

Nome do doador(a) :

RG do Prontuario Médico:

Médico Responsavel:

Presidente do Centro Infantil Boldrini:
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ANEXO 3 - PCR associado a formacao de Homo/Heteradlex
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% Renaturacéo (4°C)
formagdo de Homo/Heteroduplex em populagdo de linfécitos normais.

PCR associado a
Observa-se que apds a desnaturacdo e renaturagirodigo de PCR, ndo sdo visiveis bandas

distintas no gel de poliacrilamida.
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PCR associado a formacdo de Homo/Heteroduplex eanpapulacdo leucémica. Observa-se que
apos a denaturacao e renaturacdo do produto ded@iRsivel a identificacdo de bandas distintas
no gel de poliacrilamida deivo a presenca de unpalpgdo de células leucémicas com o mesmo

padrao de rearranjos génicos.
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ANEXO 4 — Comparacao dos resultados encontrados p@mbos métodos
na analise da DRM nos dias 14 e 28 da terapia deduncao

DRM positiva  Total positivos GB  Biomed Ambos Métodos Concordancia entre métodos

D14 17 16 15 14 82,30%
D28 15 12 12 9 60%
D14+D28 9 8 8 7 77,8%

Numero de casos DRM positivos dos dias 14 e/ou @&rerados por ambos métodos e
porcentagem de concordancia entre os métodos.

DRMD14 positiva: DRM D28 positiva:

| B
[

GB Ambos Biomed
GB Ambos Biomed
DRMD14+D28 positiva:
1 i}
GB Ambos Biomed

Esquema representativo do nimero de pacientes Désliivyos no D14 e/ou D28 nos método GB
e/ou Biomed.
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To the editor: As a clonal disease, acute lymphoblastic leukgla.) carries unique
markers in the context of rearranged immunoglob{igh and T-cell receptor genesGR
that serve as targets to quantitate the levelsininmal residual disease (MRD), which is
currently the most reliable prognostic factor inlAl1-4].

Patient-specific Ig and/ofCR gene rearrangements can be identified in mosiscase
(95%) at diagnosis with the use of limited set$GR primers [5,6]TCRgamma(TCRQ
gene rearrangements occur in half precursor-B-Abd the vast majority of T-ALL cases
[7], being one of the principal molecular targeas MRD monitoring. The humalCRG
gene consists of 15\gene segments and twg §ene segments, preceded by thrdeod
two Jy2 gene segments. V gene segments are usually diintte four families: v 1 (Vvy2,
Vvy3, W4, W5, W8, wVvl, wVy5, yVy6, andyVy7), Vyll (Vy9), Wl (V y10), and VIV
(Vy11) [8]. The available V, D, and J gene segmergsnat used randomly. In childhood
ALL, V gene segments of theyVfamily are used most frequently, followed byIV(V y9)
(Table 1) [5,9]. In a previous study by Scrideliaét[10], 103 Brazilian children with ALL
were found to present an unexpectedly high incideaE TCRG gene rearrangements
involving Vyll (Vy9) (48% in precursor-B-ALL; 37% in T-ALL). Authorsuggested that
the preferential use ofy@ was related to racial differences and/or incréasgosure to
pathogens in comparison to children from develogmhtries [10,11].

We now report the incidence ofCRG rearrangements in 203 pediatric ALL
patients admitted to treatment at a different Biaziinstitution. Primers for PCR analysis
of TCRG gene rearrangement were as described [10]. Sep&@R reactions were
performed using one of the forward primery2y W3, W4, Vy5, W8, W9, Vy10, or

Vy11, in combination with a mix of three reverse mim §1.3/2.3, §1.1/2.1, andyd.2. A
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subgroup of 78 out of the 203 samples was analyzeggbrallel by using primers and
protocol from the BIOMED-1 Concerted Action [6]. dDhality was characterized by the
presence of a band of the expected size in the M@tavoduplex analysis on 12%
polyacrylamide gel [12]. Institutional review boa@pproval was obtained from the
Research Ethics Committee, Centro Infantil Bold(@ampinas, SP, Brazil).

We detectedTCRG gene rearrangements in 54% (92/171) of precursAtB
60% (55/92) were monoallelic rearrangements, 3529@ biallelic rearrangements, and
4% (4/92) had more than two rearrangements. Thené gegments of theyMamily were
used most frequently (65%), followed byIV(Vy9) (33%) and YIV (Vyll) (4%). In T-
ALL, TCRGgene rearrangements were detected in 100% (38f3tients: 44% (14/32)
were monoallelic rearrangements, 47% (15/32) ialtearrangements, and 9% (3/32) had
more than two rearrangements. FrequenciesT@RGV segments were 68%, 18%, 7%,
and 6% for VI family, Vyll (Vv9), WiV (Vy11), and VWlIII (Vy10), respectively (Table 1).
In general, these frequencies for the differé@RG gene configurations are similar to
those described in the literature [5,9,13, reviewe].

The frequencies of rearrangements involving th® ¥egment in this study were
lower than those reported by Scrideli et al. [TDAk{le 1). This is in part because we found
higher frequencies of %2 and /8 rearrangements in comparison to the previousilkraz
study (data not shown). It is not clear whetherigmé$ admitted to treatment in these
institutions come from different ethnic or socismaomic regions of Brazil, even though
Campinas (this study) is only 200 km distant frome®ao Preto. On the other hand, our

data showed a higher incidence gB\earrangements in comparison to reports fromrothe
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countries, especially in precursor-B-ALL which 992 on average [9]. Importantly,
equally higher ¥9 rearrangements were also obtained with a diffesenof PCR primers
(Table 1). In any case, our data shows prevaleh@&CRGVyl family segments, followed
by Wil (Vy9), in convergence withCRGgene rearrangement patterns reported by other

countries.
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Table 1. Incidence ofTCRGV segments rearrangements in 203 Brazilian chmldugh

ALL 2
Rearranged Vyl  Vyll  Vylll  VylV
alleles
Precurso-B-ALL
This study (171 patient: 131 66% 33% <1% 4%
(68 patients) - Biomed-1 meth8d 56 63% 36% 4,0% 2,0%
Scrideli et al. [9] (81 patient 77 49% 48% 3% NDc
Szczepanski et al. [5] (62 patien‘fs) 84 74% 19% 0% 6%
T-ALL
This study (32 patient 54 69% 19% 6% 7%
(10 patients- Biomec-1 methoc” 12 67% 8% 0% 0%
Scrideli et al. [9] (18 patients) 27 62% 37% 0% ND°
Szczepanski et al.[8] (90 patien?s) 234 74% 13% 7% 4%

@ A total of 203 patients were included, being 1EPraspective patients admitted to
treatment from 2000 to 2004, plus 91 consecutiviieps admitted to treatment from
2006 to 2007 and analyzed prospectively. No sigaifi differences were found between
these two groups of patients (data not shown).

b 78 of the prospective samples were also analyyadsing primers and protocol from the
BIOMED-1 Concerted Action [6]

 Not determined

4 Frequencies corresponding to results obtainedd#y &nalysis using primers and

protocol from the BIOMED-1 Concerted Action [6]
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Abstract

Minimal residual disease (MRD) is an important ipeledent prognostic factor in childhood acute
lymphoblastic leukemia (ALL). The classical deteatimethods such as multiparameter flow
cytometry (FC) and real-time quantitative PCR atpeasive, time-consuming and complex, and
require considerable technical expertise to beoperéd. We analyzed the prognostic significance
of MRD detection in bone marrow samples from 228secutive ALL children on days 7, 14 and
28, using a simplified approach with consensus @rinfor Ig and TCR gene rearrangements and
homo/heteroduplex analysis (sensitivity: 1 to 0.1 was simultaneously used in 59 patients as a
standard control method. At least one marker wascti in 96.4% of the patients. By combining
the MRD results obtained on days 14 and 28, it pa@ssible to identify 3 different prognostic
groups: MRD negative on D14/D28, positive on D14ateve on D28, and positive on both
D14/D28. Five-year event-free survivelas 85%, 75,6%, and 27,5%, respectiv@Pz0.0001).
These results were similar to those obtained f@elRG-MRD control group. In multivariate analysis
MRD positivity on D28 was the most important progto factor P<0.0001). This simplified
strategy for MRD detection was feasible, reprodigcibheaper and simpler when compared with
other methods, and allowed powerful discriminati@tween ALL children with a good and poor
outcome.

Introduction

Criteria for the determination of early responséréatment based on the rate of disappearance of
leukemic cells in bone marrow are being used bersd\groups for the stratification of risk-adapted
therapy and have proved to be an independent pstignfactor in childhood acute lymphoid
leukemias (ALL)"* Morphological analysis, although useful and agmfile at any center, has
proved to be subjective, of limited sensitivity amdprecise for the study of early response to
treatment® Sequential monitoring of minimal residual disegl$kD) using more sensitive and
specific techniques such as the polymerase chactioa (PCR) and flow cytometry, with a
detection power of one blast cell in*10 1¢ normal cells, has importantly refined the assessme
of the evolution of early response to treatnfefif. These methods, however, are expensive and
complex and require considerable technologicallabiity, ®*°*>°thus being inaccessible to most
treatment centers, especially in developing coesitri

Simplified methodologies for the assessment ofedimty response, including the evaluation
of MRD, may represent a good predictive criteridran unfavorable course in children with ALL
and could be used to identify patients with a higk of relapsé>*’

The objective of the present study was to deterrtfieeprognostic impact of the presence
of MRD on days 7, 14 and 28 of induction therapylildren with ALL treated according to the
protocol of the Brazilian Group of Treatment of Aeleukemias (GBTLI-99) using a simplified
PCR methodology with consensus primers for the ctiete of rearrangements in the
immunoglobulin (Ig) and T cell receptor (TCR) genes
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Patients, materials and methods

Patients and diagnosis

Samples were obtained from 229 patients with cbiddhALL aged 1 to 18 years, classified and
treated according to the GBTLI-99 protocol at Fadént treatment centers and presenting frozen
DNA samples of good quality for PCR. Of the noramif 340 patients submitted to treatment at the
participating institutions during the study peridd,1 were excluded due to the absence of DNA at
diagnosis or at any of the time points analyzediud to major violation of the protocol, and 2
because of loss to follow-up at the service ofiiari@verall and event-free survival (EFS) and the
biological and clinical-laboratory characteristigsre similar for the total group of patients and fo
the group of patients analyzed (data not shown).&l§e analyzed consecutive samples from 59
children with ALL treated according to the sametpcol (GBTLI-99) regarding MRD by flow
cytometry for comparison of the MRD data obtaingdPCR, with 26 of them being analyzed by
both PCR and flow cytometry. The study was apprdwethe National Research Ethics Committee
(CONEP, No. 1971/2005) and was based on the Helsiokvention criteria and the persons
responsible for the children gave written infornceesent to participate.

The diagnosis was made by standard morphologiedysis and by flow cytometry
immunophenotyping. Of the 299 patients studied, (B%8%) had B-derived ALL (pro-B ALL in 6
cases and common-ALL/pre-B ALL in 186), and 37 226) had T cell-derived ALL; 139 were
boys and 90 were girls (ratio: 1.5:1) ranging ie #tm 13 months to 17 years (mean: 6.3 years).
The presence of t(12;21) was investigated by reveesiscription PCR (RT-PCR) in 201 patients,
as proposed by the BIOMED-1 Concerted Actidn.

Patients younger than one year and older than & yeal/or with a white blood cell (WBC)
count at diagnosis >50.000/mnmwvere assigned to the group at high risk for redapad the
remaining ones were assigned to the low risk gradpich received a less intense treatment.
Patients were denoted as poor responders, regarafigbe initial risk group, if they met one or
more of the following criteria during the phaseraduction of remission: WBC >5,000/nfon day
7 (D7), M3 bone marrow (>25% blasts) on D14 or &2M3 bone marrow (>5 and 25% blasts,
respectively) on D28. If they belonged to the laskgroup at the time of diagnosis, they were then
assigned to the treatment protocol of the high gstup. All patients, regardless of risk group,
received an induction regimen of 4 weeks includprgdnisone, vincristine, doxorubicin, L-
asparaginase, and MADIT (methotrexate, Ara-C anguahetasone intrathecal).

Cell samples and DNA isolation

Bone marrow samples were obtained from the pati@ntiagnosis and at the following three time
points: on the 7th (D7) and 14th (D14) day of indwt and at the end of the induction therapy
(D28). Mononucleated cells were separated by allFRamue centrifugation gradient and DNA was
extracted with the Wizard® Genomic DNA Purificatidit (Promega,Madison, WI, USA)
according to manufacturer instructions. DNA wasmriiated by spectrophotometry and tested for
quality by standard PCR amplification for the bgtabin gene.

MRD determined by PCR
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DNA samples (50 ng/upl) from the cells collected deignosis were amplified by PCR with
consensus primers flanking the CDR-3 region oflgt gene FR3A, LIH, VLIW TCRG(VA-IV
andJy1-3 families)!***incompleteTCRD (V&2Dés3) # andlgK rearrangemert8 (Table 1).

Multiplex PCR was initially applied for genBCRGwith various primers of the V and J
segments simultaneously (A and B mixes, Table Z)ceDamplification was obtained in the
multiplex reactions, each sample was tested sepaiay PCR with a primer for segment V. Two
negative controls were used in each PCR assay:witheut DNA and the other containing
polyclonal DNA obtained from mononucleated celleeTPCR protocols for the various primers are
shown in Table 3.

The PCR product was submitted to homo/heteroduatetysis as previously descriéd
Clonality was characterized by the presence of adbaf the expected size in the
homo/heteroduplex analysis on 12% polyacrylamide TBlee expected fragment sizes are: 80 to
120 bp for CDR 3IgH), 80 to 100 bp fof CRS, 170 to 210 bp fof CRy **?*?% 364 to 433 bp for
IgK mix 1, and 175 to 443 bp for migk mix 2.

The samples analyzed on D7, D14 and D28 of indodiieerapy were used at a DNA
concentration of 500 ng/ul and were considered dopbsitive when they presented the same
migration pattern and molecular weight as the sampbtained at diagnosis and amplified in the
same reaction folgH , IgK and/orTCR rearrangements (see, e.g., Figure 1). Sampleadi
amplicon were sequenced with an ABI Prism 377 DNefyiBencer (Applied Biosystems, CA, USA)
in order to validate the assay using the ABI-PriBig-Dye Terminator Cycle Sequencing Read
Reaction kit (Applied Biosystems, CA, USA) accoglito manufacturer instructions. PCR
sensitivity ranged from I0to 10° and was determined from serial dilutions of borsgrow DNA
obtained at diagnosis and containing more than 8%t cells in a pool of bone marrow DNA
obtained from six patients with no hematologicakdise.

The cost of the reagents and consumables usedsim#thodology was calculated to be
about€ 10 for the samples obtained at diagnosis @r&l for those obtained at each time point
analyzed.

MRD determined by flow cytometry

Leukemic blasts were immunophenotyped using admibiree color combination of monoclonal
antibodies conjugated to fluorescein isothiocyan@&TC), phycoerythrin (PE), peridinin
chlorophyll protein (PerCp) or CyChrome: IgG1-FIPE/CyChrome; CDla-FITC; CD2-PE;
CD3-PE/CyChrome; CD4-FITC; CD7-PE; CD8-PE; CD10-PE;D15-FITC; CD19-
FITC/CyChrome; CD20-FITC; CD33-FITC/PE; CD45-FITCD79a-PE (Becton Dickinson -
Pharmingen, San Jose, CA); CD10-FITC; CD22-PE; CB34/PE; CD45-PerCp; MPO-FITC;
terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-FITE&2¢ton Dickinson Biosciences, San Jose, CA);
CD13-PE; IgM-FITC (Dako, Carpinteria, CA). The stand lyse/wash technique was used as
previously reporte® Data acquisition was performed using a FACSCalifiow cytometer
(Becton Dickinson, San Jose, CA) equipped withGle# Quest software program. A total of 15 x
10° non-gated events were acquired. At least one usalferrant marker combination was
identified at diagnosis and then used to monitoMRthe follow-up samples.
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Matched non-reactive fluorochrome-conjugated adiig® and the CDA4-FITC/CDS8-
PE/CD3-CyChrome combination were used as negatiggasitive controls, respectivelf two-
step acquisition procedure was applied. In the §itsp, a total of 15 x ®on-gated events were
acquired. In the second step, a live gate (LG) dasethe lineage marker expression was set:
CD19 for BCP-ALL and cytoplasmic (cy) CD3 for T-Alland low/ intermediate side scatter
characteristics (SSC - lymphoid scatter). The totahbers of cells, usually 3a0° events passing
though the flow cytometer, were recorded for eaGhdcquisitiorf:> >

The expression of all markers was analyzed withex@€D19 or cyCD3/ lymphocyte SSC
gate to determine the presence of any cell subiette aberrant markéf?® In patients with no
aberrant marker, MRD was monitored by the threglarstainings CD45/CD10/CD19;
CD34/CD22/CD19; CD20/CD10/CDF9?' Data analysis was performed with the Paint-a-Gate
Pro software (Becton Dickinson, San Jose, CA). éstelr of at least 10-20 events with the
patients’ aberrant marker expression and adequ&€ @as considered to be MRD. For
comparison with the PCR results, "FC-detectable MRAs defined as the expression of the
leukemia-associated immunophenotype in 0.1% or robtfee total events present in the sample.

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using Kaplagiévicurves for EFS, with the presence of relapse
and/or death due to any cause being consideredfananable event. Curves for different groups
were compared by the log-rank test. The Cox propmat regression model was used for
multivariable analysis of prognostic factors. Theher test was also used to assess the association
between presence of MRD at the time points stud&g D14 and D28) and the following clinical
and biological variables: age, number of WBC agdisis, presence of infiltration of the central
nervous system at diagnosis, immunophenotype, giskip, as well as the following response
variables: number of WBC at D7 and bone marrowustat D14 and D28 after the beginning of
induction therapy. All statistical analyses werefgened using the SPSS software version 15.0,
with the level of significance set B£0.05.

Results

Analysis of clonality in the samples obtained apgiosis

At least one clonal rearrangement was identifie®&M% of the patients studied (96.2% for B
lineage ALL and 97.5% for ALL-T). Two or more cldrmaarkers were detected in 89.1% of cases,
82.9% for ALL-T cases and 89.4% for ALL-B casese Bamples that did not present amplification
for any of the rearrangements tested contained @Ngood quality, as confirmed by the positive
amplification of the beta globin gene. The freques®©f detection of rearrangements were closely
similar in the different services participating f@aot shown), confirming the reproducibility okth
assays.

For cases of B-lineage ALL, the most frequent @agement watgH (77.4%), followed
by TCRG (58.3%), incompletd CRD (50%), andigK (48.4%). For T lineage-derived ALL, the
most frequent rearrangement WEGRG(97.5%), followed by incomplefECRD(9.7%).
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MRD determined by PCR and flow cytometry

The clinical and biological data for the 229 patisepvaluated in the present study are listed in
Table 4. Unfavorable events (relapse or death)roedun 43 patients (18.7%), with death during
induction or during clinical remission occurring 18 patients (5.6%). Of the 121 patients initially
classified as low risk, 11 were considered to berpesponders and were reclassified as high risk
according to TLI-99 criteria. The time of follow-ugf patients in complete clinical remission
ranged from 9 to 92 months, with a median obsesmati 50 months and a cut-off date in March
2007.

Bone marrow was available on D7 for 50 of the 228emts and all samples were analyzed.
Negative MRD on D7 was detected in 14/50 sampl@86§2 3 of which (21%) presented an
unfavorable event (1 relapse and 2 deaths of pgatiancomplete clinical remission). Of the 36
patients with a positive MRD on D7, 16 sufferecelapse (44.4%), with a nonsignificant difference
compared to D7-negative children. Also, no sigaifitassociation was detected between presence
of MRD on D7 and any of the clinical and responstega analyzed. With the technique used, the
presence of MRD on D14 and D28 was detected in92@G8d 13.2% of cases, respectively. The
clinical and biological variables that usually potc poor response to treatment were significantly
associated with the detection of MRD on D14 and DR&duction therapy (Table 5). There was
no association between patient age or presencerebispinal fluid infiltrate at diagnosis and
MRD data on D14, or between age or immunophencaypeMRD on D28.

As shown in Table 6, several prognostic factorsBFS were statistically significant, including
the presence of MRD on D14 and D28 (Figure 2B a@)l Zhe MRD result permitted patient
classification into three groups of differentiajgagnosis: (i) MRD-negative patients on D14 and
D28 (5y-EFS: 85%), (i) MRD-positive patients on4€and negative on D28 (5y-EFS: 75.6%), and
(i) MRD-positive patients on D28 (5y-EFS: 27.5%)<0.0001, Figure 2D).

Multivariable analysis demonstrated that the presesi MRD on D28 was the independent
factor of highest impact on EF£<40.0001), with only child age in addition to MRDmaining in
the final model P=0.004). WBC at diagnosis was nonsignificaPt@.4).

In the bone marrow samples from patients analyzetlow cytometry (n=59), MDR was
detected in 35.8% of cases on D14 and in 15.8% 28. Bive-year EFS for children stratified
according to MRD on D14 was 81.7% for negative sas® 38.9% for positive casd2=0.005).
On D28, EFS was 77.5% and zero, respective0(0001). When the patients were stratified into
three groups according to (i) absence of MRD on Bid D28, (ii) presence of MRD on D14 but
absence on D28, and (iii) presence of MRD on D28 result was similar to that obtained by PCR,
i.e., a progressively lower EFS, with separatioto idistinct groups with a good prognosis,
intermediate prognosis and poor prognosis (82.4249 and 0.00, respectivell<0.0001). The
survival curves are shown in Figure 2E.

When the 26 cases studied by the two methods arexlyzed using the same 0.1%
cut-off point to define the presence or absenc&BD, the data agreed in 24 of them
(92%) on D14. In 2 cases, MRD was found to be pasitvhen determined by flow
cytometry and negative when determined by PCR.thercases analyzed on D28, there
was 100% agreement, with 2 patients presentindipe$RD.

MRD according to risk group, immunophenotyping anesence of TEL/AML1
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The predictive value of MRD was also analyzed withome subgroups of patients classified as
being at high risk on D28, at low risk at diagnpsis patients with B-derived ALL CD10+, patients
with ALL-T, and TEL/AML1+ patients (Table 7)The detection of MRD on D7, D14 and D28 was
more frequent among high risk and ALL-T patientsha' analyzed according to the presence or
absence of MRD in bone marrow on D7, D14 and D28uingroups of patients classified as low
risk at diagnosis, positive B-derived CD10, T, gmdsence of th& EL/AML1 transcript, EFS was
found to be lower in patients with MRD on D14 an@8 Five-year EFS was also significantly
lower in patients reclassified as high risk on @28ording to GBTLI-99 criteria. When these high
risk patients were stratified into 3 groups acaagdio (i) absence of MRD on D14 and D28, (ii)
presence of MRD on D14 and absence of MDR on D@8 (&) presence of MRD on D28, again a
progressively lower 5-year EFS was observed withd@paration into distinct groups with good
prognosis, intermediate prognosis and poor progn(®1.9%, 60.4% and 31.2%, respectively,
P<0.0001).

Discussion

MRD monitoring by flow cytometry and by real tinguantitative PCR (RQ-PCR) has been
significantly correlated with clinical prognosiseibhg particularly useful for the evaluation of the
early response and thus permitting a refined §tration of treatment of both childréh'®*>2%%
and adults®>® Stratification into risk groups according to critgenot based on MRD has proved to
be less accurate compared to criteria based on MBcially for low risk patients.

With the technique used in the present study, thesgmce of at least one clonal
rearrangement for the study of MRD was identified®6.4% of the patients studied. The presence
of two or more markers was detected in 88.4% otHses investigated, showing that the simplified
techniqgue can be used for the study of MRD in nadsldren with ALL and confirming the
preliminary data obtained with a similar methodglogAlthough this method is less sensitive, the
results obtained were similar to those reportedh whe use of more complex techniques such as
RQ-PCR and flow cytomet’?*°

In addition, the frequency of detection of the raagements at diagnosis and the frequency
of positivity for MRD during the phases analyzedevelosely similar at the three treatment centers
(data not shown), showing good reproducibility bé ttechnique used. When compared to the
results for the group of 59 patients analyzed lwflcytometry, simplified PCR was able to
discriminate in a similar manner three groups afdcén with significantly different EFS after 5
years of observation. Comparison of the two method$ie 26 patients for whom both methods
were used showed 92% agreement of the resultsnebotaon D14 and 100% agreement of the
results obtained on D28, suggesting a good coivaldtetween them despite the small number of
cases investigated.

The frequency of MRD cases that were positive ah b4 and D28 was significantly higher
among patients classified as being at high riskiamghtients with ALL-T, in agreement with data
reported by other€>"**¥MRD positivity on D14 and D28 was also found todssociated with
the initial response to treatment. The group ofepét considered to be good responders had a
lower frequency of positive MRD results comparedhe group of poor responder8<0.0001).
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The presence of MRD on D14 and D28 was also styoagkociated with unfavorable events
(P<0.0001 for both time points).

When EFS was determined with respect to MRD pasiton D7, it was observed that, despite
a longer survival of patients with negative MRDistlifference was not statistically significant
(P=0.13). However, it should be pointed out that baoregrow was collected on D7 from only 50
children, a fact that recommends the use of thadyars in a larger number of patients.

In the present study, the absence of MRD on D14asasciated with a longer EFS both in the
patient group as a whole and in the high and lek subgroups, with B-derived CD10+, ALL-T
and positiveTEL/AML1 The presence of MRD on D28 was associated wldpse and/or death
rates in all groups studied and was the most inporindependent adverse prognostic factor
compared to the classical stratification factorsdusy the GBTLI-99. The present data demonstrate
that the combination of MRD data obtained on D14 B8 was able to define 3 groups of distinct
prognosis: (i) patients with negative MRD on D14 &P8 who presented EFS rates higher than
85%, (i) patients with positive MRD on D14 and a#ge MRD on day 28 who had an
intermediate prognosis, and (iii) patients withipes MRD on D28 who presented a high relapse
rate. These data support previously published mnediry results concerning a small number of
patients submitted to two different treatment peots’ and suggest that positive MRD detection
by a simplified technique at the end of inductiberapy may be the most important prognostic
factor in children with ALL. As also observed iretpresent study, the detection of high MRD rates
(107 to 10°) on D15%%* or D19” and between weeks 4 and®12of induction therapy has been
associated with an unfavorable prognosis. It shd@doointed out that in the cited studies the
patients were submitted to different induction sobs with or without a pre-phase with
corticosteroids, a fact that may impair comparigbthe results.

The choice of the method for MRD detection basedpatient stratification is highly
relevant in terms of adhesion to the study on the pf the various institutions. In addition to
simplicity and accuracy, the choice of the labanatmethod should also consider the cost,
especially when financial resources are limitede €bst of the reagents and consumables needed to
establish MRD markers at diagnosis in Europe has lestimated a&190.00 for flow cytometry
and€250.00 for real time quantitative PCR (RT-PCR) €rib.00 for each sample analyzed during
follow-up with both method$These costs may become even higher in developingtdes such as
Brazil since part of the reagents used must be iitagoln addition to being very expensive, these
methods are quite labor intensive and require nsoghisticated technological equipment, thus
being beyond the reach of most services of pediatnicology and hematology, especially in
developing countries.

The cost of this simplified technique was 10 totib%es lower that that of flow cytometry
or RT-PCR €10.00 at diagnosis aré8.00 for each time point analyzed). The method@iddo be
highly reproducible and relatively simple, requgianly a standard thermocycler and a system for
polyacrylamide gel runs.

Simplified techniques using standard PER RQ-PCR® or fingerprinting" have proved to
be valid for the study of MRD in acute lymphoid kemias. Recently, a simplified and relatively
inexpensive technique of MRD detection on day 1$hdtiction therapy by flow cytometry using a
panel of only 3 monoclonal antibodies was ablelemtify children with B lineage ALL with a very
good response to treatmént.
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However, it should be pointed out that this methogy may have deficiencies that should
be considered to guarantee the results obtaineskder to obtain better sensitivity, in the present
study we used a large amount of DNA (500 ng) intés¢s carried out on days 14 and 28, when the
number of blasts in bone marrow was reduced. Intiadd in order to prevent the occurrence of
nonspecific bands, which may lead to false-positesalts, we used the simultaneous amplification
of a normal control containing bone marrow cellgtheut hematological disease and a run on
homo/heteroduplex gel for the unequivocal iderdiien of clonal amplificatioR?

Conclusion

The detection of MRD is already part of modern darepatients with leukemia. The challenge is
how to incorporate the information obtained in g#gdbn MRD into the therapeutic scheme and the
design of new treatment protocols. The expectatidhat a more sensitive and specific evaluation
of remission and of the initial response to treatimaill result in conducts that will increase the
cure rate for children with ALL. The refinement ofethods for MRD detection and the use of
simpler techniques of lower cost such as that dgesl in the present study may permit us to
extend the benefit of MRD monitoring to all childrevith leukemia.
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Table 1 Sequences of the primers used

Segmer Sequenc
V3 5-CTTCCTGCAGATGACGTCTCCACCGCAAGGGAT-2
V2 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACAACTCCAAGGTT(3’
V4 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACACCTCCAGCGTT-3
V5 5 TTC CTGCAG ATG ACG TCT CCA ACT CAA AGGAT3'
V8 5-CTTCCTGCAGATGACTCCTACAACTCCAGGGTT3’
V9 5-GGNACTGCAGGAAAGGAATCTGGCATTCCCG-3
V10 5-CTCTGCAG AAT CCG CAG CTC GAC GCA GC-3
V11 5- CA CTGCAG GCT CAA GAT TGC TCA GGT GG-3
JGT1,: 5-AAGTGTTGTTCCACTGCCAAA-3
JGT:? 5-AGTTACTATGAGC(T/C)TAGTCCC-3
JGT¢< 5-TGTAATGATAAGCTTTGTTCC-3'
FR3A 5’ACACGGC(C/T)(G/IC)TGTATTACTG™-3’
LJH 5-TGAGGAGACGGTGACC3’
VLIH 5'-GTGACCAGGGT(A/G/CIT)CCTTGGCCCCA-3
vd2 5-CTTGCACCATCAGAGAGAGA-3'
Dd3 5-AGGGAAATGGCACTTTTGCC3
VKI -5’ 5-GTAGGAGACAGAGTCACCATCACT-2
VKII -5’ 5-TGGAGAGCCGGCCTCCATCT-3’
VKIII -3’ 5-GGGACAGACTTCACTCTCACZ
Kde-3’ 5-CCCTTCATAGACCCTTCAGGCAG3
intron-3 5-CGATTGAGTGGCTTTGGTG(-3
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Table 2 Mixes of primers used for the amplification ohgs TCRG, incomplete TCRD, IgH and IgK.

Gene Designatiol Primers
A V2+V3+V4+V8+V9 (s)+IGT1,2+IGT3+IGT4 (.
TCRG B V5+V10+V11 (s)+JGT1,2+IGT3+IGT4 (

Incomplete TCR L

Vd2 (s) + Dd3 (a:

IgH FR3A (s) + LJH (a
FR3A (s) + VLIH (as
IgK VKI-5"+ intror-3"+Kde-3"

VKII -5+ VKIII -3+ Kde-3”

Table 3 Protocol for PCR assays for tigH, IgL, TCR gammaand TCRdeltarearrangements

TCRG A Program
dNTP 2.0 mV Initial denaturation at 94°C for 5 minu
Oligo mix 60 pmo Annealing at 56°C for 2 minut
Tth Taq CNA polymerase 0.2 L Extension at 72°C for 2 minu
MgCl, 1.5mMol 35 cycles: 94°C for 1 min., 55°C for 1 min., 726€ T min
Final extension: 72°C for 10 minut
TCRGB Program
dNTP 2.0 mV Initial denaturation at 94°C for 5 minu
Oligo mix 45 pmo Annealing at 55°C for 2 minut
Tth Taq DNA polymeras  0.2L Extension at 72°C for 2 minu
MgCl, 1.0mMol 35 cycles: 94°C for 1 min., 55°C for 1 min., 726€ T min
Final extension: 72°C for 10 minut
TCRD Program
dNTP 2.0nM Initial denaturation at 94°C for 5 minu
Oligo mix 15 pmo Annealing at 57°C for 2 minut
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Tth Taq DNA polymeras  0.2L Extension at 72°C for 2 minu
MgCl, 1.5mMol 35 cycles: 94°C for 1 min., 55°C for 1 min., 726€ T min
Final extensio: 72°C for 10 minute
IgH Program
EachdNTF 2.0 mV Initial denaturation at 94°C for 5 minu
Oligo mix 30 pmo Annealing at 55°C for 2 minut
Tth Taq DNA polymeras  0.2L Extension at 72°C for 2 minu
MgCl, 1.5mMol 35 cycles: 94°C for 1 m., 55°C for 1 min., 72°C for 1 m
Final extension: 72°C for 10 minut
IgK Program
Each dNTF 4.0 mV Initial denaturation at 94°C for 4 minul
Oligo Mix 30pMol 27 cycles: 94°C for 45 sec., 66°C for 1 m-0.5°C for eacl
cycle), 72°C for 1 min.
Tth Taq DNA polymeras  0.2L 10 cycles: 94°C for 45 sec., 55°C for 1 min., 7#tCL min
MgCl, 2.0 mV Final extension: 72°C for 10 minut

Table 4 Clinical and biological variables of the patignoup as a whole

Variable Percentac
Age 1-9 year: 73.4%
n: > ear .0/
229 9y 26.6%
Diagnostic WB( <50000/mn’ 69%
(n:229 >50000/mn’ 31%
Diagnostic SNC SNC ¢ 4.1%
(n:220 SNC ¥ 95.9%
WBC on day >5000/mn’ 92.4Y%
(n:225 >5000/mn® 7.6%
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MO on day 1. M1/2 95.5%
(n:201 M3 4.5%
MO on day 2 M1 97.&%
(n:224 M2/M3 2.2%
Respons Good respond 87.7%
(n: 204 Poor responde 12.3%
Risk grou Low risk 52.8%
(n:229 High risk 47.2%
Immunophenotyf Pre-B/commor 81.2%
(n:229 T 16.2%
Prc-B 2.6%
TEL/AML] Positive 25.4%
(n:201) Negative 74.6%
MRD on day ° Negative 28%
(n:50; Positive 72%
MRD on day 1. Negative 73.8%
(n:210 Positive 26.2%
MRD on day 2 Negative 86.8%
(n:220 Positive 13.2%
MRD Negative on D1 72%
Positive on D14 and negative on [ 14.2%
Positive on D2 13.7%
Even RCC 81.3%
(n:229 Relaps 13.1%
Induction death/RC 5.6%

* Poor responder: patients who fulfilled one or mof the following criteria during the phase of iretion
of remission: WBC on day 7 >5.000/minbone marrow M3 (>25% blasts) on D14 or bone avaivi2 or

M3 (>5 and 25% blasts, respectively) on D28.
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Table 5 Association between the clinical and biologicatiables of the group of patients analyzed as a
whole and the presence of MRD on days 7, 14 andeB8'mined by the Fisher exact test

MRD D7 MRD D14 MRD D28
Age 0.7¢ 0.47 0.2¢
Diagnostic WBC 0.17 0.01 0.0t
SNC 1.0C 0.21 0.0z
WBC on D: 1.0C 0.001 0.00z
MO on D1« 0.5¢4 <0.000: <0.000:
MO on D2¢ NA 0.001 0.01
Response’ 0.31 <0.000: <0.000:
Immunophenotype * 1.0C 0.0 0.31
Risk grou 0.05 <0.000: <0.000:
TEL/AML1 0.4¢ 0.2¢ 1.0C
Relaps 0.17 0.001 <0.000:
Even 0.1¢ <0.000: <0.000:

NA, not analyzed due to the small number of pasiénit the statistical tests.
* Response: good respondeessuspoor responders

** Immunophenotype: pre-B/commarersusALL-T and pro-B
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Table 6 Mean 5-year event-free survival (EFS) (zSD) adew to the clinical and biological variables
analyzed in the group of children as a whole

Variable EFS 5a+DP pP*

Age (n:229 1-9 years (n:16¢ 80.2%=3.! 0.01
>9 years (n:6: 70.4%%26..

Diagnostic WBC (n:22¢ <50000/mn® (n:158 78%=3." 0.7t
>50000/mn® (n:71, 77%325.*

Diagnostic SNC (n:21! SNC % (n:211 79.4%+3.: < 0.000:
SNC 3 (n:8 40%=17 .-

WBC day 7 (n:22F <5000/mn®(n:208 80.3%:3.( 0.00!
>5000/nm® (n:17 34.9%+17.

BM on day 14 (n:19¢ M1/2 (n:189 81.7%+3.: <0.000:
M3 (n:9) 18.8%:=*17..

BM on day 28 (n:22 M1 (n:219 79.4%:23.. NA
M2/M3 (n:5) 53.3%:z24.i

Response (n:20 Good responder (n:17 83.7%=3.: <0.000:
Poor respondert (n:Z 33.4%+13.:

Risk group at diagnosis (n:2: Low risk (n:121 80%z4.. 0.1:
High risk (n:108 75%z4.!

Risk group day 289 (n:2z Low risk (n:110 84%=4.( 0.01
High risk (n:119) 71%+4.6

Immunophenotype (n:22 Pre-B (n:186 77.6%=3.
T (n:39 77%+6.¢ 0.7¢
Pro-B (n:4) NA

MRD on day 7 (n:5( Negative (14 78.6%=1: 0.1:
Positive (36 55.6%=8.(

MRD on day 14 (n:21 Negative (n:15¢ 84.6%=3.. <0.000:
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Positive (n:5¢ 57.3%z7.!

MRD on day 28 (n:22! Negative (n:19: 82.9%=3.( <0.000:
Positive (n::9) 27.8%+12.1
MRD on days 14/28 (n:21 Negative D14 (n:15: 85%z3.: <0.000:

Positive D14 e negativa D28 (n:: 75.6%18.:

Positive D28 (n:2: 27.8%+12.1

NA, not analyzed due to the small number of pasiénit the statistical tests.
* Kaplan-Meier method and logrank test.

t Poor responder: patients who fulfilled one or enof the following criteria during the phase of iiretion
of remission: WBC on day 7 >5.000/minbone marrow M3 (>25% blasts) on D14 or bone avaivi2 or
M3 (>5 and 25% blasts, respectively) on D28.

1 Patients reclassified on day 28 according to WHEDP criteria.

Table 7 Mean five-year event-free survival (EFS) (zSDyading to MRD on days 7, 14 and 28 and
according to risk group, immunophenotyping and gmee ofTEL/AML1

Variable Percen EFS 5a (zDF P

High risk at day 28

MRD on day 7 Negative (n:3) 13% NA *
(n:23’ Positive (n:20) 87%

MRD on day 14 Negative (n:65) 67% 86.2%:4.. <0.000:
(n:97] Positive (n:32) 33% 50.2%:9.(

MRD on day 2¢ Negative (n:90) 837% 78.8%:+4.| 0.007
(n:104, Positive (n:24) 16,3% 42.4%+14.

Standard risk at diagnosis

MRD on day 7 Negative (n:11) 40.7% 72.7%+13. 0.8¢
(n:27, Positive (n:16) 59.3% 68.8%+11.!
MRD on day 1¢ Negative (n:90) 79.6% 83%z4.t 0.17
(n:113 Positive (n:23) 20.4% 65.6%+11.

127



MRD on day 2¢ Negative (n:104) 89.7% 86%0£3.¢ <0.000:
(n:111 Positive (n:12) 10.3% 14.3%+13..

B lineage CD10+
MRD on day 7 Negative (n:11) 27.5% 72.7%=*13. 0.4C
(n:40; Positive (n:29) 72.5% 58.6%=9.:
MRD on day 1¢ Negative (n:131) 77.1% 82.8%=+3.1 0.00:
(n:170 Positive (n:39) 22.9% 54.7%=9.:
MRD on day 2¢ Negative (n:156) 88.1% 83.8%=+3. <0.000:
(n:277 Positive (n:21) 11.9% 21.9%=+11..

T-ALL
MRD on day 7 Negative (n:3) 33.3% NA *
9) Positive (n:6) 66.7%
MRD on day 1¢ Negative (n:21) 60% 90.5%=6.- 0.04
(35) Positive (n:14) 40% 54.5%=+15.1
MRD on day 2¢ Negative (n:31) 83.8% NA *
(n:37, Positive (n:6) 16.2%

TEL/AML1
MRD on day 7 Negative (n:5) 35.7% NA *
(n:14 Positive (n:9) 64.3%
MRD on day 1¢ Negative (n:39) 79.6% 93%+5.: 0.0z
(n:49; Positive (n:10) 20.4% 64%+24.¢
MRD on day 2¢ Negative (n:43) 86% 88.8%15.. <0.000:
(n:50; Positive (n:7) 14% 0.00%=0.!(

NA, not analyzed due to the small number of pasiénit the statistical tests.
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Figure legends

Figure 1 Example of homo/heteroduplex PCR for TCRG inlite D14 and D28 samples from a
single patient. (L) molecular weight marker; (D@)agnostic sample; (D14), sample obtained on
day 14 of induction; (D28), sample obtained on A8yof induction therapy; (C-), negative control
(polyclonal DNA from bone marrow mononuclear cetlishout hematological disease). Note that,
because of the similarity of the migration pattanad molecular weight of the sample, the patient is
considered to be MRD positive on days 14 and JBdfction for this molecular marker.

Figure 2 Event-free survival (EFS) according to (A) riggloup on day 28 of induction, (B) MRD
on day 14 by PCR, (C) MRD on day 28 by PCR, (D) MBDdays 14 and 28 by PCR, and (E)
MRD on days 14 and 28 by flow cytometry.

Figure 1.
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