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RESUMO

O Mieloma Multiplo (MM) é caracterizado pela presenca de mudltiplas alteracdes
genéticas. Estudos recentes sugerem que alteracdes na via NF-kB e particularmente
no gene TRAF3, representam alvos potencialmente importantes para intervencao
terapéutica no MM. Embora exista um conhecimento consideravel das principais
anormalidades cito - moleculares na doenca, os dados a respeito das alteracdes na
via NF-kB séo escassos e pouco elucidados.

Neste trabalho foram analisadas as alteragBes citogenéticas nos genes
TRAF3, BIRC2/3 e CYLD por-FISH em 60 pacientes com MM ao diagnéstico. Além
disso, foi identificada a regido mais comumente deletada no gene TRAF3 (MDR)
através da andlise de um banco de dados de aCGH previamente publicado na
literatura, contendo 238 pacientes.

Em nosso estudo identificamos uma associacdo estatisticamente significativa
entre t(4;14) e a presenga de delecdes monoalélicas em TRAF3. Além disso, duas
MDRs foram identificadas em TRAF3. MDR1 que compreende uma regidao com 37,6
Kb, comum aos eventos de delecdo monoalélicas e bialélicas, enquanto MCD2
compreende uma regido com 15,5 Kb, detectada apenas na analise de eventos
bialélicos. A estratégia de FISH utilizada quando comparada ao aCGH mostrou
baixa sensibilidade em detectar dele¢des bialélicas no gene TRAF3.

Este € 0 segundo trabalho a investigar o status de TRAF3 em pacientes com
MM. Nossos resultados mostraram a baixa sensibilidade do FISH em detectar
alteracbes em TRAF3 e contribuem no desenvolvimento de uma estratégia de
deteccdo de delecbes no gene TRAF3 mais eficiente, que pode vir a ser utilizada
futuramente, na investigacdo do status de TRAF3 em pacientes com MM ao

diagnéstico.



ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is characterized by the presence of several genetic
abnormalities. Recently studies have suggested that abnormalities in NF-kB
pathways, and particularly TRAF3, seem to be potentially important targets for
therapeutic intervention in MM. Although abundant data are available on the cyto-
molecular alterations associated with the disease, abnormalities pathways in NF-kB
are still poorly understood.

The purpose of this study is twofold: to investigate the cytogenetic alterations
in TRAF3, BIRC2/3 and CYLD genes and identify the most commonly deleted
regions (MDR) in TRAF3. We studied 68 newly diagnosed MM patients with clg-FISH
for screening cytogenetic abnormalities and the MDR was identified in a dataset
analyzed by aCGH, previously published in literature, in 238 patients include.

We demonstrated an association between t(4;14) and monoallelic deletions in
TRAF3 events. Moreover, two most MDRs were identified in a dataset analyzed by
array-based comparative genomic hybridization. MDR1 comprises a 37.6 kb region,
which included all biallelic/monoallelic deletion events, while MDR2 comprises a 15.5
Kb region, and included only biallelic deletions. Sensitivity of FISH for detection of
biallelic deletion was poor, when compared with the aCGH.

Ours is the second study of TRAF3 status in MM patients and shows that
FISH approach exhibits a low sensitivity to detect biallelic deletions in TRAF3 gene
setting the basis for developing a more efficient FISH strategy that could be useful in

future for investigation of TRAF3 status in MM patients at diagnosis.
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1 INTRODUCAO

O Mieloma Multiplo (MM) é uma neoplasia de células B, caracterizada por uma
proliferacdo clonal de células plasmaticas na medula 6ssea (Hallek et al., 1998),
conduzindo a citopenias, reabsor¢cdo 0ssea e, em muitos casos, a producdo uma
proteina monoclonal caracteristica. (Kyle et al, 2004). O MM é uma doenca muito
heterogénea com sobrevida variavel de poucas semanas apos o diagndstico até
mesmo 10 anos (Fonseca et al., 2009). A razdo desta heterogeneidade pode ser
explicada em parte pela interacdo entre fatores do hospedeiro e caracteristicas
intrinsecas da biologia da doenca. Além disso, € cada vez mais evidente que as
caracteristicas genéticas das células neoplasicas sustentem a grande
heterogeneidade clinica do MM.

Conhecimentos sobre a biologia do MM permitiram a identificacdo de
caracteristicas intrinsecas do clone maligno capazes de estabelecer diferentes
subgrupos genéticos da doenca. Visando estratificar os pacientes em diferentes
subgrupos de risco, Fonseca e colaboradores (2003a) propuseram uma primeira
classificacdo molecular baseadas em diferencas citogenéticas: um primeiro grupo
constituido por casos com hiperploidia, associado a um melhor prognéstico; um
segundo grupo constituido na maioria por casos com hipodiploidia, associada a
translocagdes no locus da cadeia pesada da Imunoglobulina (IgH) na regido 14932,
em particular a t(4;14)(p16;932), a t(14;16)(g32;923), a delecdo no cromossomo 13
(A13g14), e a delegédo na regido 17p13, associados a um prognéstico desvaforavel.
Esta classificacdo composta por marcadores citogenéticos associados a resposta

clinica nos pacientes com MM foi validada por diversos grupos (Fonseca et al.,



19

2003b; Fonseca et al., 2004; Bergsagel et al., 2005; Magrangeas et al 2005; Zhan et
al., 2006; Gutiérrez et al., 2007).

De modo recente, o advento dos conhecimentos da citogenética molecular em
ndcleo interfasico associados aos da genémica molecular tem revelado uma grande
hetero-complexidade da doenca e frente a estes avancos da oncogenémica, o MM ja
nao € interpretado como uma doenca Unica, mas como um conjunto de subtipos
definidos por aberracdes genéticas e citogéneticas especificos (Debes-Marun et al.,
2003, Fonseca et. al, 2009; San- Miguel, et al., 2010).

Nesse sentido, foi proposta uma recente classificacdo para o MM, pelo IMWG
(Internacional Myeloma Working Group), em 3 niveis: uma classificacdo genética
biolégica, composto por subgrupos com implicacdes clinicas e/ou progndsticas
definidos primordialmente por uma anomalia genética preliminar associada a
diversas outras alteracdes genéticas associadas a progressdo e a evolugéo
do clone; uma classificacdo progndstica, que incorpora principalmente os
fatores capazes de classificar e discriminar a resposta clinica; uma
classificacao preditiva, que incluiria fatores preditivos capazes de auxiliar com
exatiddo o beneficio clinico de uma intervencdo especifica e permitam a
selecédo e a eliminacao das terapias para os subgrupos de pacientes.

Dentre os eventos pertencentes a classificacdo genética biologia do MM, além
das alteracbes citogenéticas descritas anteriormente, outros eventos, também
genéticos, que resultam na perda do controle da proliferacdo e morte celular tem
sido descritos no MM, em particular a ativagdo da via NF-kB. Em contraste ao
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese do MM

adquiridos nos ultimos anos, os mecanismos envolvidos na ativagdo da via NF-kB
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permanecem pouco elucidados (Carrasco et al., 2006 San-Miguel et al., 2009;
Fonseca et al, 2009).

Diversos estudos tém ressaltado o papel crucial da via de sinalizacdo NF-kB
na patogénese do Vvarios tipos de neoplasias, em particular do MM (Tai et al., 2006;
Braggio et al., 2009; Moreaux et al., 2009). Os fatores de transcricdo conhecidos
como NF-kB formam complexos homo ou heterodiméricos formados por cinco
membros da familia Rel: NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RELA (p65), RELB, e c-REL
(Xiao et al., 2001; Hayden et al., 2008). Duas vias de sinalizacdo do NFKB séao
conhecidas: a canonica e a nao canodnica, que resultam, respectivamente, na
translocacdo de p50/RELA e p52/RELB para o nucleo e conseqientemente na
ativacdo dos genes alvo. Mecanismos operantes na inativagcdo de reguladores
negativos destas vias, por mutacdo com perda de fungdo ou delecdo ou em
contraste pela super expressdo dos reguladores positivos estdo envolvidos na
ativacao constitutiva da via.

Mais especificamente, a desregulacdo da expressdao das proteinas
regulatérias da via NF-kB pode promover a progressao do ciclo celular, a inibicdo da
apoptose, a resisténcia a drogas e a producdo de citosinas e quimiocinas com
aumento da proliferacdo (Basseres et al., 2006; Gosh et al., 2008). Embora o papel
da ativacdo da via NF-kB e a regulacdo dessas proteinas na patogénese da doenca
ainda ndo estejam completamente elucidados, na pratica, o bloqueio desta via de
sinalizacao representa uma estratégia terapéutica nova e promissora para 0 MM
(Hideshima et al., 2009).

Dois trabalhos recentes (Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007) baseados
na analise do perfil de expressao génica (GEP) e hibridizagcdo genémica comparativa

por array de alta resolucéo (aCGH) identificaram 11 genes alterados por mutacdes.
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Os reguladores negativos TRAF3, TRAF2, BIRC2, BIRC3, e CYLD inativados por
delecdes bialelicas e os reguladores positivos CD40, LTBR, NFKB1, RANK, NFKBZ2,
e TACI com acdo aumentada pela presenca de mutacdo positiva para ganho de
funcdo. Os autores demonstraram uma associacao entre estas alteracdes genéticas
e a ativacao constitutiva da via NFKB em 20% dos pacientes com MM.

O gene TRAF3 (Fator receptor-associado 3 do fator de necrose tumoral
(TNF)), regulador da via ndo candnica de NF-kB , foi o gene que quando modificado
mais afetou a via NFKB tendo sido recentemente identificado como supressor de
tumor no MM (Keats et al., 2007; Gilmore et al., 2007, Demchenko et al., 2010) .
Além disso, foi relatada uma forte correlacao entre os niveis de expressao de TRAF3
e a resposta clinica ao bortezomibe, um inibidor de proteossoma capaz de regular a
via NF-kB (Keats et al., 2007).

Visto que a via NF-kB e particularmente o gene TRAF3 representam alvos
potencialmente importantes para intervencao terapéutica no MM, investigamos o
status gendmico deste gene e sua possivel associacdo com outras alteracdes
citogenéticas e variaveis clinicas, em uma coorte de pacientes com MM ao
diagnéstico (Keats et al., 2007). Deste modo, os reguladores negativos BIRC2/3 e
CYLD, da via NF-kB, foram avaliados neste trabalho.

Além da andlise do status genémico de TRAF3 nos pacientes, uma avaliacao
da regido mais comumente deletada do gene foi realizada através de uma analise de
um banco de dados de array CGH do MMRC (Multiple Myeloma Research
Consortium). A identificagdo da regido mais comumente deletada de TRAF3, até o
momento desconhecida, visa contribuir no desenvolvimento e/ou aprimoramento das

estratégias de deteccdo das alteracbes no gene, com alta sensibilidade e
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especificidade, possibilitando no futuro, a inclusdo junto a analise citogenética dos
pacientes recém diagnosticados.

Atualmente é amplamente aceita a idéia de que o MM ja ndo pode ser
considerado uma entidade Unica, devido a sua heterogeneidade e a identificacdo de
relevantes fatores progndsticos, que contribuiram na identificacdo de diferentes
subtipos da doenca. Esse conceito junto a descoberta recente de drogas novas, com
novos mecanismos de acdo, pode conduzir a terapéutica do MM a tratamentos
individualizados baseado nas caracteristicas individuais de cada paciente.

Nesse sentido, o conhecimento acurado das alteracbes citogenéticas e
gendmicas na via NF-kB envolvidas no MM e sua associagdo com caracteristicas de
apresentacdo clinica e biolégica podera nos fornecer potenciais marcadores
biolégicos a serem utilizados no diagndstico, prognostico e/ou progressao da
doenca, assim como importantes informacdes em relacdo a potencial escolha das

estratégias terapéuticas baseadas no perfil de cada paciente.
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1 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Genética e Citogenética do Mieloma Madltiplo

As células neoplasicas do MM apresentam uma complexa combinacédo de
alteracdes genéticas e citogenéticas (Dewald et al., 1985; Tabernero et al., 1996;
Zandecki et al., 1996). Em razdo desta heterogeneidade, diversos estudos foram
realizados com o intuito caracterizar estas alteragdes, melhor compreender a
biologia da doenca e elucidar seus mecanismos patogénicos.

Nesse sentido, a avaliacdo citogenética, incluindo a hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) em nucleo interfasico de células plasmaticas (PCs) isoladas ou
em combinacdo com imunofloréscencia para deteccdo da cadeia leve — restrita as
PCs (clg-FISH), teve grande importancia. Diversos estudos visando a caracterizagao
molecular dos pacientes tém demonstrado que quase todos os casos de MM
possuem citogenética anormal (Bersagel et al.,, 1996; Fonseca et al., 2004;;
Dispenzieri et al., 2007; Kyle et al., 2008; Kyle et al., 2009).

A avaliacdo citogenética em pacientes com MM permitiu a identificacdo de
caracteristicas intrinsecas do clone maligno capazes de estabelecer diferentes
subgrupos genéticos da doenca. (Hallek et al., 1998; Fonseca et al., 2004; Bergsagel
et al., 2005, Durie et al., 2006; San Miguel et al., 2008b). Nesse sentido, Fonseca e
colaboradores (2003a) propuseram uma primeira classificacdo genética do MM em
dois grupos principais: um primeiro grupo constituido por casos com hiperploidia
(grande numero de cromossomos com trissomias e baixa prevaléncia de
translocacdes no locus da IgH) e um segundo grupo constituido na maioria por
casos com hipodiploidia (alta prevaléncia de translocacbes no locus da IgH e

delecdes no cromossomo 13 e regiao 17p13). O grupo hiperdiploide foi associado a
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um melhor prognéstico enquanto que o hipodiploide a um prognaostico desvaforavel.
Esta dicotomia foi validada em diversos estudos, tendo sido observada em pacientes
por cariotipagem, clg-FISH e outras ferramentas genomicas (Fonseca et al., 2003b;
Fonseca et al., 2004; Bergsagel et al., 2005; Avet-Loiseau et al 2005; Zhan et al.,
2006; Gutiérrez et al., 2007).

No entendimento atual da patogénese da doenca do ponto de vista cito -
molecular, sdo descritas duas vias principais no desenvolvimento das células
tumorais: a) a dos tumores com cariétipo nao-hiperdiploides, nos quais as
translocagdes envolvendo o gene da cadeia pesada das imunoglobulinas (IgH)
representam o evento inicial para a transformacao maligna; e b) a dos tumores com
cariotipo hiperdipléide, nos quais outro mecanismo estaria operante como evento
inicial, mais associada a instabilidade gendmica responsavel da geracdo de
hiperdiploidia (Smadja et al., 2001; Debes-Marun et al., 2003, Kuehl et. al, 2002;

Fonseca et al., 2002; Fonseca et al., 2004; Fonseca et al, 2009).
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Figura 1. Esquema das alteragBes genéticas e sua relagdo com progressdo da doenca.
Adaptado de Fonseca et al., 2003a.

Além dos eventos genéticos primarios descritos anteriormente, é sabido que o

desenvolvimento do clone maligno é conseqiiéncia de mdultiplos processos que
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culminam em diversas alteracdes genéticas. No MM, ainda ndo esta claro quais
etapas especificas sdo associadas a progressdo da doenca e quais etapas sao
associadas aos diferentes subgrupos citogenéticos. Algumas das alteracbes
genéticas que parecem refletir a progressdo do MM incluem: delecdo da regido
17p13 (Fonseca et al, 2009), anomalias no cromossomo 1 (delecbes e
amplificacbes) (Avet-Loiseau et al, 2009; Fonseca et al, 2010) e translocacdes
envolvendo o oncogene MYC (Anguiano et al., 2009; Fonseca et al., 2009; Podar et
al., 2010). O aumento na prevaléncia destas alteracdes nos estadios extramedulares
da doenca sugere que estas poderiam ter um efeito proliferativo ou na sobrevida
celular, promovendo a independéncia do estroma e assim, a progressdo da doenca
a uma fase extramedular.

O advento dos conhecimentos da citogenética molecular associados aos da
gendmica molecular tém revelado uma grande complexidade da doenca, levando a
visdo de que o MM nédo ja mais pode ser interpretado como uma doenca Unica, mas
como um conjunto de subtipos definidos por aberragBes genéticas e citogéneticas
especificos (Debes-Marun et al., 2003, Fonseca et al, 2009; San Miguel, et al.,
2010). Diante desta heterogeneidade genética, foi proposto recentemente pelo
IMWG (Internacional Myeloma Working Group) uma classificacdo para o MM em 3
niveis: uma classificacdo genética biolégica, uma classificacdo progndstica e uma
classificacao preditiva.

A classificacdo genética bioldégica compreende subgrupos de doenca definidos
primordialmente por uma anomalia genética acompanhada a diversas outras
alteracdes, em geral associadas a progressédo e a evolugcdo do clone. Embora os

subgrupos possuam algum tipo de implicacdes clinicas e/ou progndsticas definidas,
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a presenca desta associacdo ndo € uma condicdo para definicdo de subgrupo

(tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo genética biolégica do MM.

Nivel

Evento (anomalia genética)

Valor prognoéstico

Eventos genéticos

primarios

Hiperdiploidia vs. Nao-hiperdiploidia

t(11;14)(q13;32)

t(4;14)(p16;932)

t(14;16) (932;923)

Sem maiores implicacdes
clinicas, mas em geral, a
hiperploidia demonstra melhor
resposta clinica

Neutro

Menor sobrevida

Menor sobrevida e
agressividade tumoral

Eventos genéticos

secundarios

A13g14 ou monossomia (FISH)

A13914 ou monossomia
(citogenética convencional)

A17p13

1q (mutacdes)

NF-kB (ativacdo da via por mutacdes

em diversos reguladores)

RAS (mutacéo)

12p (deleces)
pl6 (mutacdo) e p18 (inativacéo)
Mirna

16q (mutacdes)

Proliferagéo clonal

Menor sobrevida; maior indice
proliferativo, progresséo da
doenca

Menor sobrevida; progressao
da doenca, agressividade
tumoral

Adverso; agressividade tumoral

Proliferacéo clonal; boa
resposta clinica (bortezomibe)

Adverso; progresséo da
doenca

Menor sobrevida
Adverso; evento patogénico
Evento patogénico

Evento patogénico

*Referéncia Fonseca et al., 2009.
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A classificacdo prognéstica incorpora principalmente os fatores capazes de
classificar e discriminar a resposta clinica. Inclui fatores considerados determinantes
no prognostico, em geral caracteristicas de apresentacdo clinico - patolégicas
relacionadas a agressividade da doenca, tais como: b2-micro globulina elevada,
hipercalcémica, aumento de lactato desidrogenase (LDH), ocorréncia de doenca
extramedular, entre outras. A t(4;14)(p16;932), associada a uma manifestacdo mais
agressiva da doenca, em pacientes tratados com quimioterapia convencional ou de
altas doses, € capaz de distinguir pacientes com uma menor sobrevida.

A classificagdo preditiva inclui fatores capazes de auxiliar na definicdo do
beneficio clinico de uma intervencéo especifica e permitem a selecao e a eliminagéo
das terapias para os subgrupos de pacientes. Como exemplo, ainda em fase de
estudo I, o inibidor do fator 3 de crescimento de fibroblasto (FGFR3), TKI258,

mostrou beneficios para o grupo de pacientes com a t(4;14) (Trudel et al., 2005).

2.1.2 Alteracdes cromossémicas com valor prognéstico no MM

A utilizacdo de uma classificacdo genético-molecular visa a elucidacéo de fatores
prognosticos a serem utilizados para a estratificacdo dos pacientes em subgrupos
diferenciados e que possam a ser utilizados para a escolha da melhor opcgéo
terapéutica e do momento de introduzir a terapia escolhida. Nesta classificacao
prognostica, a citogenética tem se tornado um dos mais importantes fatores
prognésticos no MM, a exemplo de outras neoplasias hematoldgicas (Zhan, et al,
2006; San-Miguel et al, 2009).

Frente a grande heterogeneidade genética do MM, €& muito importante
compreender que diferentes estagios clonais podem ser encontrados em pacientes

recém diagnosticos, ou seja, a relacéo entre evolucéo clonal das células plasmaticas
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e o tempo de diagnostico ndo € igual em todos os pacientes (Fonseca et al., 2009).
Nesse contexto, a abordagem citogenética molecular objetiva predizer a evolugéao
clinica de um paciente com MM ao diagndéstico, com base em diversos marcadores
bioldgicos ja conhecidos e identificados como eventos primarios ou relacionados a
evolucéo clonal e progressao da doenca (tabela 1).

Atualmente, a avaliacdo das alterac6es com valor prognéstico definido no MM é
realizada de acordo com um painel minimo por clg-FISH (tabela 2). A proposta
deste painel é identificar o subgrupo “MM de alto risco” composto por aqueles
pacientes com pelo menos uma das seguintes alteracdes: a t(4;14), t(14;16) ou a
delecdo da regidao 17p13. Casos com delecdo da regido 13gl4 detectada por

citogenética convencional também sao inclusos no grupo de “alto risco”.

Tabela 2. Painel de marcadores por FISH com implicacéo clinica. Adaptado de Fonseca
et al., 2009.

Teste Anomalia genética FreqUéncia de teste
t(4;14) (p16;q32) Unica
Painel minimo ]
t(14;16) (g32;923) Unica
(marcadores essenciais)
A17p53 periddica*
Painel secundario Hiperploidia Unica
A13q14 periodica*
Outros Outras translocagbes )
Unica

t(11;14), (6;14), t(8;14)

*é recomendado que haja a avaliagdo periodica durante desenvolvimento da doenca por
serem marcadores relacionados a progressao da doenca.
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2.1.3 Alteragdes genéticas estabelecidas ao diagndéstico

t(4;14)(p16.3;932)

A t(4;14)(p16.3;032) é uma alteracdo citogenética criptica, identificada em
aproximadamente 20% dos casos com MM e 25% das linhagens celulares (Chesi et
al., 1997, 1998a; Richelda et al., 1997; Fonseca et al., 2001; Moreau et al., 2002),
sendo detectada apenas por FISH ou PCR apds transcricdo reversa. A t(4;14) é
reciproca em 70% dos casos com MM e sua conseqiéncia € o aumento de
expresséo dos genes FGFR3 e MMSET. No entanto, em aproximadamente 25% dos
casos com MM a t(4;14) é desbalanceada com perda derivativa do cromossomo 14
e consequentemente perda da expressao de FGFR3.

Diversos grupos demonstraram a que presenca da t(4;14) € um fator
prognéstico desfavoravel independente da modalidade de tratamento (Moreau et al.,
2002; Fonseca et al., 2003a; Keats et al., 2003, 2006; Moreau et al., 2007; Schilling
et al., 2008). Mais recentemente, o valor progndstico da t(4;14) foi questionado,
em série dos pacientes tratados com bortezomibe (San-Miguel et al., 2008b).
Neste estudo, realizado com pacientes tratados com bortezomibe, melfalano e
prednisona, a translocacao ndo discriminou resposta entre pacientes recentemente
diagnosticados. Contudo, a perda de valor prognéstico da t(4;14) nos pacientes

tratados com bortezomibe n&o foi ainda confirmado.

t(14;16)(q32;923)

A 1(14;16)(g32;923), associada ao aumento da expressdo do gene MAF, é

detectada entre 5% a 7% dos pacientes com MM e em aproximadamente 25% das
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linhagens celulares (Avet-Loisseau et al., 2002; Fonseca et al.,, 2003a; Avet-
Loisseau et al., 2007). A presenca da t(14;16) foi associada a progndéstico altamente
desfavoravel e doenca mais agressiva (Fonseca et al., 2003a; Gutierrez et al., 2007,
San Miguel et al., 2009) mesmo com o uso do bortezomibe ou a lenalidomida

(Palumbo et al., 2009).

Delecéo 17p13

A inativacdo de p53 por mutagdo ou por delecédo da regido 17p13 é um fator
citogenético molecular com valor prognéstico importante, sendo associado aos
altimos estadios da doenca (Drach et al., 1998; Schultheis et al., 1999). As
alteracdes estdo presentes em 5% dos pacientes ao diagndstico, entre 20% e 40%
em MM avancado ou LCP e em 60% de linhagens celulares (Mazars et al., 1992;
Corradini et al., 1994). Esta associada a formas mais agressivas da doenca, a alta
prevaléncia de MM extramedular, a hipercalcémica e possui prognéstico
desfavoravel em pacientes tratados com quimioterapia convencional, de altas doses

ou TACTH (Fonseca et al., 2003a; Gertz et al., 2005; Schilling et al., 2009).

Delecado 13q14

A delecédo da regido 13914, locus do gene Rb (retinoblastoma), possui uma
prevaléncia de 40% a 50% no MM (Dao et al., 1994; Drach et al., 2000; Fonseca et
al., 2003a; Podar et al., 2009). A principio foi considerado um fator progndéstico
desfavoravel independente do tipo de tratamento ou ainda pelo método de detecgéo
utilizado (citogenética convencional ou FISH) (Desikan et al., 2000; Zojer et al.,

2000; Facon et al., 2001; Fonseca et al., 2002b; Shaughnessy et al. 2003). Porém,
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nos ultimos anos, foi identificado que o valor progndstico desfavoravel esta atribuido
a sinergia com a t(4;14) (Avet-Loiseau et al., 2007; Gutierrez et al., 2007), e na
auséncia da mesma, a A13g14 nao confere valor progndstico aos pacientes nao-
hiperdiploides. Todavia, é importante ressaltar que o efeito desfavoravel atribuido a
A13914 permanece nos casos detectados por citogenética (Seong et al., 1998; Zojer
et al., 2000; Facon et al., 2001; Fonseca et al., 2002b; Shaughnessy et al., 2003,
Dewald et al., 2005) uma vez que os efeitos aditivos no progndéstico pela deteccéo
em metafases anormais indicam uma maior carga tumoral e um clone em fase

proliferativa, relacionados com um estadio mais avan¢cado da doenca.

2.2 Alteragbes na via NF-kB no Mieloma Multiplo

Estudos recentes tém ressaltado o papel crucial da via NF-kB na patogénese
do MM e sugerido que a ativacdo da via seria um importante mecanismo para a
manutencao e proliferacéo das células neoplasicas (Demchenko et al., 2010;. Piva et
al., 2010).

O padrdo atual de tratamento do MM inclui altas doses de guimioterapia
seguidas ou nao de transplante de células hematopoiéticas (Hungria et al., 2008).
Novos agentes de ampla, porém, indefinida especificidade molecular, tais como o
bortezomibe e o0 anélogo da talidomida lenalidomida (Barlogie et al., 2004; Mitsiades
et al.,, 2004; Roccaro et al., 2006; Kumar et al., 2006; McConkey et al., 2008)
promovem uma maior sobrevida embora associados a altas taxas de toxicidade
(Markovina et al., 2008; Hideshima et al., 2009).

Um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na patogénese do MM

pode contribui no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Dada a
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potencialidade da via NF-kB no desenvolvimento dessas estratégias (Chng et al.,
2007), estudos que visem compreender 0s mecanismos intrinsecos das alteracdes

moleculares na via sdo fundamentais.

2.2.1 A via NF-kB

A familia de fatores de transcricdo conhecidos como NF-KB compreende
reguladores muito importantes da progressao do ciclo celular, apoptose, resposta
inflamatoria, resisténcia multipla a drogas, entre outros (Ponnappan et al., 1998;
Zandi et al., 1997; Karin et al., 1998; Hideshima et al., 2002; Sankar et al., 200).

O fator nuclear de transcricdo kappa-B (NF-kappa-B) compreende uma familia
de fatores de transcricAo homo ou heterodiméricos localizados no citoplasma de
todas as células e que translocam para o nucleo uma vez ativado. Uma vez no
ndcleo, estes fatores de transcricdo possuem a capacidade de ligar-se a uma
sequéncia de 10 pares de bases na regido promotora do gene que codifica a cadeia
leve k das moléculas de anticorpo das células B (kB) (Baldwin et al., 2006; Whiteside
et al., 1997).

A regulacédo transcricional de NF-kB nos genes alvo € mediada por um
conjunto de homo ou heterodimeros, formados por cinco membros da familia Rel:
NFKB1 (p50 e seu precursor p105), NFKB2 (p52 e seu precursor p100), RelA (p65),
RelB, e c-Rel. Estas proteinas tém em comum um dominio homologo Rel (Rel
homology domain) que promove ligacdo ao DNA, dimerizagdo e interagdo com

fatores de inibicdo especificos, chamados IkB. Os dimeros de NF-kB estéo inativos
no citoplasma devido a interacdo com os inibidores kB (lkBa, IkBB ou IkBg). Em

contraste, para que os dimeros se tornem ativos, é necessaria a ativacao da quinase
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IKK responsavel por promover a fosforilagcdo de kB e sua posterior degradacéo no
proteossoma. O desmembramento do complexo IkB/NF-kB permite o transporte do
NF-kB para o ndcleo, com consequente ligacdo nos genes que apresentam a
sequéncia regulatéria GGGACTTTCC junto a regido promotora, levando a um

aumento na expressao do gene alvo.,
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Figura 2. Esquema proposto para ativagdo da via NF-kB no MM. Os dimeros precursores estao
representados em verde e os heterodimeros ativos em amarelo. Em vermelho os reguladores
negativos da via e em azul os reguladores positivos. BTZMB (bortezomibe) indica o nivel na qual a
droga € capaz de atuar. As setas representam o fluxo de ativagdo. Adaptado de Gilmore et al.,
2007.

Duas vias gerais de ativacdo sdo conhecidas: classica (ou canbnica) e
alternativa (ou n&do candnica). Na via classica, a unidade IKK ativada do complexo
de quinases IKKa-IKKB-IKKy promove a fosforilagdo das subunidades inibitérias

IkBa, kBB ou I|kBy e posteriormente a sua degradagdo proteossomal. Como
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resultado, hd o acumulo dos heterodimeros RelA, c-Rel e p50 no nucleo. Os
dimeros RelA:p50 sao predominantemente regulados por |kBa. Uma grande
variedade de estimulos, incluindo sinalizacdo extracelular através de receptores TNF
ou Toll-like receptores, considerados reguladores positivos da ativacdo, ativam a via
canbnica (Ito et al., 2004). A ativacao da via canonica de NF-kB é imprescindivel na
resposta imune e na proliferagcéo celular (Karin et al., 2005).

Na via alternativa, NIK (NFKB - quinase induzida) ativa IKKalpha. Uma vez
que IKKalpha é ativado, ha o processamento de p100 em p52 (NFKB2) através de
uma remoc¢do proteossomal do dominio inibitério C-terminal 1kBd. Assim, o dimero
ativo p52 é gerado e consequentemente, ha um acumulo do heterodimero p52/RelB
no ndcleo. A via alternativa, de grande importancia no desenvolvimento e maturacao
dos linfdcitos, pode ser ativada em resposta a um conjunto pequeno de membros da
familia TNF tais como: CD40L (ligante), LTaf3, BAFF (fator de ativagao de células B),
RANKL (ligante ativador do receptor do NF-kB) e TWEAK (indutor fraco de apoptose
relacionado a TNF) (Brown et al., 2010; Vallabhapurapu et al., 2009). Essas
proteinas atuam como reguladores positivos da via.

Em contraste a ativacdo mediada por receptores da via classica, que ocorre
em poucos minutos e ndo requer a sintese de novas proteinas, a ativacao da via
alternativa ocorre em horas e necessita da sintese de novas proteinas (Zarnegar et
al., 2008). Além disso, na ativacdo da via alternativa NIK €& imprescindivel
(Matsuhima et al., 2001; Yin et al., 2001).

Ambas as via possuem sua ativacao regulada negativamente por proteinas,
os reguladores negativos, que atuam em diferentes etapas da via. Os principais
reguladores negativos da via sdo TRAF3, TRAF2, clapl, clap2 e CYLD. TRAF3,

uma ubiquitina ligase, pode inibir a sinalizagéo tanto na via classica como na via
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alternativa, através dos membros da superfamilia de receptores TNF (TNFR). Este
efeito de TRAF3 pode em parte ser mediado pela degradagdo de NIK. A ubiquitina
ligase clAP, da superfamilia de proteinas inibidoras de apoptose (IAP) também pode
atenuar os sinais da via NF-kB via os membros da familia TNFR. Ja o supressor de
tumor CYLD pode inibir a via NF-kB através da deubiquitinizagdo de IKK, de TRAF2,

de TRAF6 e de BCL3 (Kovalenko et al., 2003; Gilmore et al., 2007).

2.2.2 A ativacao constitutiva da via NF-kB no MM

Alteracdes nas vias de sinalizacdo mediadas pelo NF-kB sdo responsaveis
pela proliferacdo celular e inibicdo da apoptose em varios tipos de tumores (Liao et
al., 2004; Karin et al., 2005; Courtois et al., 2006; Zanegar et al., 2008; Puvvada et
al.,, 2010). A inativacdo dos reguladores negativos por mutagcées ou a super
expressédo dos reguladores positivos estdo envolvidos na ativacdo constitutiva da
via.

Recentemente, uma grande variedade de anormalidades genéticas que
resultam na ativacdo constitutiva da via foi observada em células CD138+ de
pacientes com MM (Keats et al., 2007; Annunziata et al., 2007; Gilmore et al., 2007).
Os autores baseados na andlise do perfil de expressao génica (GEP) e hibridizacéo
gendmica comparativa por array de alta resolucdo (aCGH) identificaram 11 genes
alterados por mutagdes. Os reguladores negativos TRAF3, TRAF2, BIRC2, BIRC3,
NIK e CYLD inativados por diversos tipos de alteragcbes genéticas, entre elas
mutacOes somaticas, delecbes em homo ou heterozigose ou silenciamento
epigenético. Por sua vez, os reguladores positivos CD40, LTBR, NFKB1, RANK,

NFKB2 e TACI foram afetados por alteracdes levando a um ganho de funcéo. No
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total, foi identificado que essas alteracdes ocasionaram a ativacao constitutiva da via
em 20% dos pacientes com MM e em 40% das linhagens celulares de MM.

Um dos principais mecanismos propostos para a ativacao da via NF-kB foi a
estabilizacdo constitutiva de NIK, ocasionada pela inativagdo dos reguladores
negativos. Os mecanismos que possibilitariam essa estabilizacdo constitutiva seriam
a amplificacdo ou translocacéo do gene NIK ou ainda mutagdes em TRAF3 e perda
de expressdo de ambos os genes, BIRC2 e BIRC3 (que codificam respectivamente
clAP1 e clAP2). O silenciamento dos reguladores negativos possibilita a NIK se
estabilizar no citoplasma e fosforilar continuamente os inibidores IkB, com
consequente ativacao constitutiva da via.

Keats et al. (2007) propuseram a existéncia de um complexo regulatério
citoplasmatico de NIK, que regularia a degradacao co-translacional de NIK através
de TRAF3, TRAF2, clAP1 e clAP2. Neste mecanismo hipotético, na auséncia de
estimulo, TRAF3 recrutaria NIK no citoplasma e o conduziria ao complexo contendo
TRAF2, clAP1 e clAP2, mediadores para degradacdo proteossomal. Nas células
normais, havendo o acoplamento de NIK com o receptor (IkB), esses reguladores
seriam sequestrados para a membrana plasmética possibilitando a estabilizacdo de
NIK. Recentemente, dois estudos reafirmaram este mecanismo de estabilizacdo de
NIK, decorrente da degradacado proteossomal de NIK por este complexo regulatorio
composto por TRAF3, TRAF2, clAP1 e clAP2 (Zarnegar et al., 2008; Varfolomeev et
al., 2008).

Inicialmente houve uma discrepancia quanto a principal via de ativacao,
canbnica ou ndo candnica, na patogénese do MM e, qual seria o papel das
mutacdes nestas vias. Annunziata et al., (2007), atribuiram as alteragbes

moleculares nos reguladores TRAF3, clAP1, clAP2, NIK e CYLD a via canbnica, na



37

qual a maioria das drogas convencionais é capaz de atuar enquanto Keats et al.,
(2007), associaram as alteracbes encontradas a via ndo candnica. Todavia,
utilizando um NF-kB index, calculado a partir genes alvos da via e medindo os niveis
de proteinas nucleares através da atividade de bandeamento de NF-kB em um
painel de 50 linhagens de MM com diversas mutacdes ja descritas, um estudo
demonstrou que a Unica alteracdo capaz de ativar exclusivamente a via alternativa
foi NFKB2. Muta¢des em CYLD ativaram principalmente a via classica enquanto que
a maior parte das mutacdes, que resultam no aumento dos niveis de NIK (TRAF3,
TRAF2, clAP1 e clAP2) ativaram mais comumente a via alternativa e, em um grau
menor, a via classica (Demchenko et al.,, 2010). Neste mesmo estudo, usando
ensaios de transfeccdo para ativar seletivamente a via classica ou alternativa, os
autores observaram mudancas virtualmente iguais na ativacao de ambas as via.

De acordo, a ativacdo das duas vias, classica e alternativa, sdo fenbmenos
subjacentes a patogénese do MM. Estes dados suportam que o bloqueio da via de

sinalizacdo pode representar uma nova estratégia terapéutica para o MM.

2.2.3 0 gene TRAF3

O gene TRAF3 (Fator 3 associado ao receptor de TNF) esta localizado no
cromossomo 14, mas precisamente na banda 14q32.3 e codifica a proteina TRAF3,
uma ubiquitina ligase putativa, que pode inibir ambas as vias de NF-kB, através dos
membros da super familia de receptores TNF. Possui um papel importante na
sinalizacdo da via, pois, participa do processo de degradagéo de NIK (Liao et al.,
2004; Xiao and Sun, 2000).

Recentemente foi identificado como supressor de tumor no MM e encontrado

inativado em aproximadamente 12,3% dos pacientes com MM (Keats et al., 2007,
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Gilmore et al.,, 2007). Dentre as principais causas de inativacdo do gene estao:
delecdes bialélicas, mutacdes somaticas homozigéticas nos exons 4,9,10 ou 11
conduzindo a um codon de terminacdo e silenciamento epigenético. Além disso,
delecdes e mutacdes em heterozigose foram identificadas em pacientes e linhagens
celulares de MM com niveis muito baixos de transcricdo génica (Annunziata et al.,
2007).

A inativacdo de TRAF3 foi correlacionada a com uma resposta pobre a
dexametasona e a uma boa resposta clinica ao bortezomibe (Keats et al., 2007).
Assim, foi sugerido que o status gendémico de TRAF3 pudesse, no futuro, ser usado
na estratificacdo de pacientes para o tratamento com novas drogas inibidoras de

proteossoma.

2.2.4 Os genes BIRC2 e BIRC3

Os genes BIRC2 e BIRC3 estdo localizados no cromossomo 11, mas
precisamente na banda 11g22.2, dispostos em tandem, e codificam respectivamente
as proteinas clAP1 e clAP2. Essas proteinas sdo caracterizadas pela presenca de
um ou mais dominios BIR (Baculoviral Inhibitory Repeat) na regido amino-terminal, e
dois dominios na regido carboxi-terminal, denominados “RING” e “CARD”. Possuem
como funcdes bioldgicas o bloqueio da apoptose, a ativacdo da via NF-kB e a
modulacao da sinalizacdo TNFa. (Mosley et al., 2006).

Mutacbes em TRAF3 foram identificadas como a mais frequente causa de
ativacdo da via NF-kB (Keats et al., 2007; Zarnegar et al., 2008). Entretanto, nos
casos em que TRAF3 encontrava-se funcional foi observado mutacdes com
consequente inativacdo de BIRC2 e BIRC3. (Keats et al., 2007). Além disso, foi

descrito em pacientes e em linhagens celulares de MM com expresséo de assinatura
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génica de NF-kB acima da média, uma baixa expressdo do genes BIRC2 e BIRC3
(Annunziata et al., 2007). Os niveis da proteina NIK nas linhagens celulares de MM
que possuiam mutacgdes inativando clAP1/2 ou TRAF2 foram maiores do que nas
células com mutacdes inativando TRAF3. Estudos envolvendo shRNA
demonstraram que a inativacdo de clAP1/2 sdo suficientes para aumentar os niveis
de p52 no nucleo (Demchenko et al.,, 2010) mas, que este processo requer a
inativacdo de ambas as proteinas. Estas evidéncias juntas sugerem que a inativacao

de clAP1 e/ou clAP2 poderia modular a via NF-kB no MM.

2.2.50 gene CYLD

O supressor de tumor CYLD, localizado no cromossomo 16, banda 16q12.1,
pode inibir a via NF-kB em diferentes niveis regulatorios, pois, codifica uma enzima
deubiquitinizante capaz de remover a motivos de ubiquitina presentes nas moléculas
ativas de TRAF2, TRAF6, BCL3 e da subunidade IKKy (BrummelKamp et al., 2003;
Kovalenko et al., 2003; Regamey et al., 2003 Massoumi et al., 2006).

A delecéo bialélica de CYLD foi identificada como um evento recorrente em
pacientes e linhagens de MM com alta atividade da via NF-kB detectada (Carrasco
et al., 2006; Keats et al., 2007). Niveis de expressdo génica abaixo da média,
ocasionados por dele¢cdes monoalélicas, também foram observados em pacientes
com assinatura genémica de NF-kB acima da média (Annunziata et al., 2007) .
Dentre estes casos, foi detectada uma Unica mutacdo nonsense em heterozigose,
porém, a prevaléncia dessa mutacao foi de apenas 1,6%. Embora delecdes em
CYLD tenham sido associadas a ativacdo da via NF-kB, a prevaléncia dessas

alteracdes em pacientes com MM néo foi bem delineada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o status gendmico dos genes TRAF3, BIRC2, BIRC3 e CYLD no Mieloma

Multiplo em um grupo de pacientes ao diagnaostico.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a natureza e frequéncia das alteracbes citogenéticas A13q14,

A17p53 e as translocagdes para a regidao 14932 em particular a t(4;14).

e Investigar uma possivel associacdo entre alteracbes genéticas nos genes

TRAF3, BIRC2, BIRC3 e CYLD e as alterac¢des citogenéticas.

e ldentificar a regido mais comumente deletada no gene TRAF3.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Pacientes

Neste estudo foram analisados 60 pacientes com MM sem tratamento prévio.
Os pacientes foram diagnosticados no periodo de 2003 a 2008 em seis centros:
Servico de Hematologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (N=53),
Servico de Hematologia do Instituto Nacional de Cancer (INCA) (N=1), Servico de
Hematologia Hospital Universitario Pedro Ernesto (N=2), Servico de Hematologia do
Hospital Anténio Pedro (N=1), Servico de Hematologia do Hospital Santa Rita de
Cassia (Vitdria- ES) (N=1) e Servico de Hematologia do Hospital Universitario da
Universidade de Juiz de Fora (Juiz de Fora - MG) (N=2).

O diagnéstico da doenca foi realizado segundo recomendacdes internacionais
(IMWG, 2003). As informacdes clinicas foram registradas logo ap6s ter sido
realizado o diagnéstico da neoplasia e incorporadas em uma ficha padréo, assim
como informacdes relacionadas com o tratamento e acompanhamento (anexo 2).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA (processo

40/04) (Anexo 3), e realizado de acordo com as normas de Helsinki.
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4.2 Métodos

4.2.1 Processamento de amostras
Foram colhidos 15 - 20 ml de aspirado de medula 6ssea dos pacientes ao
diagnostico. Na figura 3 é apresentado um fluxograma, em que se encontram

sumarizadas as etapas de obtencdo do material e processos posteriores.

Aliquota de Medula Ossea

Citocentrifugacao em gradiente de
concentracao com Ficoll-Hypaque®

CélulasMononucleares

Citocentrifugacao

CitoSpins

Imunomarcacéo com anticorpos anti
k ou A intracitoplasmaticas

Tipode Cadeia Leve

Cut-off

clg-FISH

Figura 3. Fluxograma do processamento de amostra e etapas posteriores.
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4.2.2 Separacao de células mononucleares
A fracdo de células mononucleares das amostras de medula éssea foi
separada apos centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque® (Sigma),

segundo as recomendacdes do fabricante.

4.2.3 Preparacao de laminas por citocentrifugacao

No intuito de preservar a morfologia celular para a realizacdo das técnicas de
clg-FISH, as células foram processadas pela técnica de citopreparacdo.. Para cada
amostra, foram realizadas 10-20 citopreparacdes. Aliquotas de 10° células
mononucleares foram citocentrifugadas em uma citocentrifuga (Thermo Shandon®
3) a 400 r.p.m. durante 5 minutos. As laminas foram fixadas em etanol 95% e
mantidas a temperatura ambiente por, no minimo, 24 horas e posteriormente

preservadas a —20°C até o seu uso.

4.2.4 Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

Com o objetivo de que a andlise das alteracdes citogenéticas fosse realizada
exclusivamente nas células plasmaticas, foi utilizado um método combinado, que
inclui a deteccdo das células plasmaticas por meio de anticorpos fluorescentes anti-
cadeia leve k ou A intracitoplasmaticas, seguido pela hibridizagcdo com sondas

marcadas com fluorescéncia (FISH), o que permite identificar os plasmécitos e

realizar a analise exclusivamente nessa populagéo.
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Preparacao das laminas

As laminas obtidas por citocentrifugacéo foram retiradas do acondicionamento
a -20°C e imediatamente fixadas por imersdo em etanol 95% durante 5 minutos.
Uma vez secas, procedeu-se a identificacdo do tipo de cadeia leve das
imunoglobulinas (k ou A) intracitoplasmatica presente nas células plasmaticas de
cada paciente. Duas laminas de cada paciente foram incubadas com uma solucéo
10% de anticorpo (diluido em meio RPMI1640) durante 20 minutos na escuridao:
uma delas com anticorpo anti-kappa (Anti-goat Humam IgG - Vector Labs) e outra
com anticorpo anti-lambda (Anti-goat Humam I1gG - Vector Labs) conjugado com 7-
amino-4-metilcoumarin-3-acido acético (AMCA - Vector Labs). Apés este
procedimento, as laminas foram lavadas duas vezes em uma solugdo de Tween20
0,3% durante 2 minutos (diluida em PBS 1X - Tampdo Fosfato Salina). Para
amplificar a intensidade da marcacao fluorescente, as laminas foram incubadas com
10% de um anti-anticorpo anti regido constante das imunoglobulinas [(Anti-goat IgG
(H+L)], também conjugado com AMCA (diluido em meio RPMI 1640). Ap6s 20
minutos de incubagdo, as laminas foram lavadas em Tween20 por 2 minutos e
imediatamente incubadas em solugédo 2XSSC (0,3 M Cloreto de Sddio, 0,3 M Citrato
de Sédio, pH 7,0) por 2 minutos. Posteriormente as laminas foram “envelhecidas” em
solucdo de 2XSSC a 37°C durante 30 minutos. Apds este processo, as laminas
foram desidratadas em uma série de banhos com etanol a 70%, 85% e 100%

durante 1 minuto cada um, e secadas a temperatura ambiente.
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Sondas utilizadas

Para a deteccdo de alteracdes cromossOmicas estruturais foram utilizadas

dois tipos de sonda: sondas derivadas de bibliotecas genémicas (ndo comercias) e

sondas comerciais. As sondas utilizadas sao descritas na tabela 3.

Tabela 3. Sondas utilizadas na deteccado das alteracdes cromossémicas.

Gene Sonda Tipo Procedéncia
Rb LSI D13S319 spectrum orange Comercial Abbott
IgH LSI IgH dual color break apart rearrangement Comercial Abbott

FGFR3 LSI IgH/FGFR3 dual color break apart rearregement Comercial Abbott
p53 LSI p53 spectrum orange Comercial Abbott

Cenll CEP11 spectrum aqua Comercial Abbott

CEP16 CEP 16 spectrum red Comercial Abbot
TRAF3 CTD 3235K2 (BAC)* ndo comercial Clinica Mayo
TRAF3 G248P81572G6 (Fosmideo)* nao comercial Clinica Mayo
BIRC2/3 G248P83130C11 (Fosmideo)* nao comercial Clinica Mayo
CYLD RP11-327F22 (Fosmideo)* ndo comercial Clinica Mayo
NFKBIA CTD-3214F11 (BAC)* ndo comercial Clinica Mayo

* cedidas gentilmente por Rafael Fonseca (Mayo Clinic — AZ, EUA)

Sondas comerciais
As sondas de DNA comerciais foram preparadas segundo recomendacdes do
fabricante (Abbot®). Um microlitro (ul) da sonda foi diluido em 2 ul de agua MiliQ e

7ul de tampao de hibridizagao (Vysis®) e adicionado a cada lamina.
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Sondas ndo-comerciais

Escolhemos analisar as alteracbes moleculares nos genes BIRC2/BIRCS,
CYLD, NFKBIA e TRAF3 pela técnica do clg-FISH em ndcleo interfasico. Na
auséncia de sondas comercias, para esta analise foram confeccionadas sondas nao
comercias. Os fragmentos de DNA empregados como sondas foram obtidos a partir
de vetores recombinantes BACs (cromossomo artificial bacteriano) e fosmideos
(bibliotecas gendmicas) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Rafael Fonseca (Mayo
Clinic — AZ, EUA).

A escolha dos vetores para o0 estudo das regides de interesse nos genes
BIRC2/BIRC3 e CYLD foi feita com base nos dados da literatura (Keats et al., 2007).
Para analise dos genes BIRC2 e BIRC3 foi selecionado um unico fosmideo
contendo um fragmento capaz de cobrir a regido que contém ambos 0s genes
organizados em tandem e por haver sinergismo entre as delecbes encontradas
neles.

O vetor escolhido para anélise do gene CYLD foi um fosmideo contendo um
segmento de DNA localizado na regido na qual as delecdes foram descritas.

Para o gene TRAF3, a selecao de sondas foi feita de acordo com o publicado
pelo primeiro estudo a analisar TRAF3 por FISH (Keats et al., 2007). Com o intuito
de comparar os resultados obtidos foram selecionados um BAC e um fosmideo,
indicados na figura 4 e tabela 3.

O gene NFKBIA foi escolhido pela sua localizagdo na regido cromossémica
subcentromérica 14q13.2, fato que permitiu 0 uso desta sonda para controle de
namero de copias do cromossomo 14, na auséncia de uma sonda centromeérica
eficiente para este cromossomo. Para andlise de NFKBIA foi escolhido um BAC

capaz de cobrir toda a regiao génica.
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A preparacdo e manipulacdo de sondas ndo comerciais serdo descritas na

secdo 4.2.6.
TRAF3
Centrémero Teldmero
> — > > — > e
1432 4D.| | KIAA0329 | |—D—| KIAA0329 LOC41696 TRAF3 LOC643560
I
CTD 3235K2
100 kb
BIRC2/3
Centrdmero Telémero
< > > > —> ——> ————— <
11922 BIRC2HBIRC3H TMEM124 TMEM124
I
G248P83130C11
100 kb
CYLD
Centrémero Telémero
—> «——— > <« »> > <« « « «—— «—
16q12 Nko1 | |—{carpis}-{cvip
I
RP11-327F22
100 kb
NFKBIA .
Centrdmero Telémero
—_ > <+~ > <« >
14q13 [anks - {sicasss - _nexea M wansa  {usezbs[2c08{ Locisoisol—
CTD-3214F11 —
100 kb

Figura 4: Desenho esquemético das regides génicas 14932, 11922, 16g12 e 14q13 contendo 0s
genes de interesse e a localizacdo das sondas de FISH utilizadas. As caixas representam as
localizagBes de cada gene e as setas a dire¢céo de transcrigcdo génica. As barras indicam a posicéo
de cada sonda de FISH. A barra a direita representa a escala de magnificacdo, em Kb.

Hibridizac&o

As sondas (1 pl na concentragédo de 10 ng/ul) foram aplicadas nas laminas
previamente preparadas, e posteriormente cobertas com laminulas. As laminas com
a sonda foram incubadas a 73°C por 10 minutos para desnaturacdo dos
cromossomos e das sondas, e posteriormente, a 37°C por 12-16 horas para permitir
a hibridizacdo DNA - sonda. Apos este periodo, as laminulas foram retiradas e as

laminas lavadas em solugcdo de 0,4XSSC a 73°C por 3 minutos. As preparacdes
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foram lavadas em Tween20 0,3% por 2 minutos e secadas a temperatura ambiente.
Apos este processo, foi aplicado um contraste (Antifade — Vector Labs) para
aumentar a intensidade dos sinais fluorescentes. Uma nova laminula foi colocada e

entdo a lamina foi observada no microscopio de fluorescéncia.

4.2.5 Preparacado de sondas ndo comercias

Na auséncia de sondas comercias foram confeccionadas sondas nao
comercias para a andlise de algumas alteracdes. Os fragmentos de DNA
empregados como sondas foram obtidos a partir de vetores recombinantes,

recebidos ja clonados em bactérias.

4.2.5.1 Extracdo de BACs e Fosmideos em Grande Escala (Maxiprep)

A extracdo dos BACs e Fosmideos foi realizada com o Plasmid Maxi Kit
(Qiagen®). Uma colbdnia de bactérias foi isolada e inoculada em 5 ml de meio LB
liquido, contendo 20 ug/ml de cloranfenicol. Apés incubacao durante a noite a 37°C,
1,5 ml da cultura foi transferido e inoculado em 500 ml de meio LB liquido contendo
20 ug/ml de cloranfenicol. Apds incubacdo durante a noite a 37°C, a cultura foi
transferida para tubos de polipropileno. Centrifugou-se a 600 rpm durante 20
minutos a 4°C (Sorvall®GSA) e o sobrenadante foi descartado. As bactérias foram
reconstituidas em 10 ml da solugdo P1 (50 mM glicose; 25 mM Tris-Cl pH 8,0; 10
mM EDTA pH 8,0; 100 ug/ml de RNAse A), sob agitagdo com auxilio de um vortex.
Em seguida, foram adicionados 10 ml da solucdo P2 (0,2 N NaOH e 1% SDS). Os
tubos foram agitados por inversdo suave e incubados a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Ao lisado foi adicionando 10 ml de acetato de potassio 3M (pH

5,5) e, novamente, os tubos foram agitados por inversdo suave apos a adicdo da
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solucéo. As preparacdes foram centrifugadas a 1100 rpm durante 30 minutos a 4°C
e 0 sobrenadante foi coletado e transferido para novo tubo. Foram colocados 0,7
volumes de isopropanol (Merck®) e as preparacfes foram mantidas em temperatura
ambiente durante 10 minutos e, em seguida, centrifugadas a 1100 rpm durante 30
minutos a 4°C. O precipitado foi reconstituido em 5 ml de tampao QBT (750 mM
NaCl; 50 mM MOPS pH 7,0; 15% isopropanol; 0,15% Triton X-100) e adicionado a
coluna de purificacdo Qiagen Tip-100 previamente equilibrada com tampao QBT. Em
seguida, foram realizadas 2 lavagens com 15 ml de tampéo QF (1,25 M NaCl; 50mM
Tris-HCI pH 8,5; 15% isopropanol) e feita a eluicdo com 5 ml de tampao QF
aguecido a 65°C. Para precipitar o DNA, foi adicionado 0,7 volumes de isopropanol,
centrifugado a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante. O
DNA precipitado foi lavado com élcool etilico gelado 70% e novamente centrifugado
durante 5 minutos a 4°C. Depois de seco, o DNA foi reconstituido em 300 ul de

tampéo TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA, pH 8.0).

4.2.5.2 Marcacdo do DNA e preparacado das sondas ndo comerciais

O DNA extraido (1 ug) foi marcado com o conjunto de “Nick Translation”
(Invitrogen), seguindo as instrucbes do fabricante. Em seguida, 50 pl de DNA
proveniente desta reacdo foram purificados em uma coluna Centri-Sep (Princeton
Separations®). Posteriormente, foram adicionados 10 pl de DNA Cot-1 (Invitrogen),
2,5 pl de DNA fita simples (Sigma), 40 ul de agua MiliQ, 12,5 ul de acetato de sddio
3M e 300 pl de etanol 100%. Apds incubagdo a -80°C, durante 30 minutos, a
preparacao foi centrifugada a 13.000 rpm durante 30 minutos a 4°C e o

sobrenadante foi descartado. Em seguida, o precipitado foi reconstituido em 25,8 ul
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agua MiliQ e 60,2 ul de tampéao para hibridizacao (Vysis). A sonda foi armazenada
no freezer a -20°C até o uso. Para a utilizacdo na técnica de clg-FISH, 10 ul da
sonda previamente preparada foi precipitada pela adicdo de 2 pl de Cot-1Dna, 1ul de
DNA fita simples, 4 ul de agua MiliQ, 2 pl de tampéo Acetato e 50 pl de etanol 100%.
Apos incubacdo de 30 minutos a -80°C, a preparacéao foi centrifugada a 13.000 rpm
durante 30 minutos a 4°C. e o0 sobrenadante foi descartado. Depois de seco, o pellet
foi ressuspenso em 10 pl de tampéo para hibridizacé&o e incubado por 10 minutos a

45°C em um Thermomixer (Thermomixer compact - Eppendorf®).

4.2.6 Avaliacao da especificidade das sondas
Para confirmar a especificidade das sondas ndo comerciais (localizacao sub-
cromossOmica), um experimento de clg-FISH foi realizado como descrito acima,

utilizando 30 pug de sonda marcada e analise de 20 metafases de doadores sadios.

4.2.7 Obtencao de metafases normais

O sangue foi cultivado em meio RPMI1640 (GIBCO) com L-glutamina,
suplementado com fitohemaglutinina, estreptomicina, penicilina e soro bovino fetal,
em estufa a 370C e apds 72 horas foi adicionado 0,1 mL de colchicina a 0,0016%,
sendo as células bloqueadas na fase de metafase da divisdo celular. Apos meia
hora, foi realizada centrifugacdo a 1000 RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi
retirado e foram adicionados 5mL de solugédo hipoténica (KCI 0,075M) a 370C. O
material foi entdo incubado por 10 minutos em banho-maria. Adicionaram-se
algumas gotas de solug¢édo Carnoy (3 metanol : 1 acido acético) para bloguear a acéo
da solucéo hipotdnica e apds homogeneizacao, foi realizada centrifugacdo a 1000

RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e iniciou-se entdo a fase de
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fixacdo do material com adicdo de 5 mL de solucdo Carnoy. O material foi
homogeneizado e deixado por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
centrifugado a 1000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante removido. Esse
procedimento foi repetido mais duas vezes. As laminas foram preparadas com duas

a trés gotas da suspensdao celular e secas a temperatura ambiente.

4.2.8 Estabelecimento de limiar (cut-off) para analise

No intuito de estabelecer um limiar para positividade e eliminar os resultados
falsos positivos, foram realizados experimentos para estabelecer os valores de cut-
off para cada sonda. A técnica de clg-FISH foi realizada em 5 doadores de medula
Ossea sadios e a porcentagem de falsos positivos foi calculada. O valor cut-off foi
obtido a partir da somatoéria da media aritmética das células com resultado falso
positivo mais trés vezes o desvio padrdo (DP) observado. Este valor foi calculado
independentemente para cada sonda utilizada. O controle interno utilizado para
confirmar o sucesso da hibridizacdo foi dado pela analise das células néo

plasméticas.

4.2.9 Analise microscopica

Foram contabilizadas 100 células ndo plasméaticas e o0 sucesso da
hibridizacdo foi confirmado quando >90% das células apresentaram o padrédo de
hibridizacdo normal. Na analise, foram contadas 100 células plasmaticas por
paciente. Os casos foram considerados positivos para a alteracdo quando a

porcentagem de células alteradas foi superior ao valor cut-off.
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4.2.9.1 Microscopia

As laminas foram examinadas em um microscopio de fluorescéncia Olympus
X-60 (Olympus®), com sistema de filtros (filter wheel) (FITC e Texas Red) e camera
fotografica CCD monocromatica (Photometrics) acoplado a um sistema de captacéo

de imagem Power Macintosh 63 com software Quips (Vysis).

4.2.10 Analise da regidao mais comumente deletada no gene TRAF3

No intuito de estabelecer a regido mais comumente deletada (MDR) no gene
TRAF3, analisamos uma colecdo de dados de hibridizacdo gendmica comparativa
por array de alta resolugdo (aCGH) do MMRC (Multiple Myeloma Research
Consortium) disponivel em:

http://www.broadinstitute.org/mmgp/data/browseData/6254. Nesse estudo, foram

analisados 238 pacientes com Mieloma Mdltiplo, ao diagnéstico ou refratarios para
variacdes de numero de copias por aCGH. Este conjunto de dados foi escolhido
devido a sua alta resolugcdo em comparacdo aos estudos anteriores de aCGH em
MM e ao numero de pacientes analisados.

A plataforma utilizada para coletar os dados primarios foi 244 A Agilent (em
média uma sonda a cada 8,9 kb), que permitiu a analise das regides exbnicas e
intrénicas do genoma com uma resolucdo de 17,8 Kb. A andlise foi realizada com
filtro de 2 sondas consecutivas para considerar uma regido como anormal.

Para estabelecer a MDR em TRAF3 os dados primarios do estudo
mencionado foram analisados com o programa DNA Analytics 4 (Agilent
Technologies). As sondas presentes em toda a extensdo gendémica do gene foram
avaliadas através de um sistema de “score”, em que diferentes valores numéricos

foram atribuidos a cada alteragdo encontrada. Consideramos o valor de “log ratio”


http://www.broadinstitute.org/mmgp/data/browseData/6254
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0,5 fornecido pelo programa como a presenca de delecdo monoalélica em > 50%
das células; log ratio 1, a presenca de delecdo monoalélica em todas as células, log
1,5 a presenca de delecdo monoalélica em todas as células mais delecdo bialélica
em > 50% das células e log 2, a presenca de delecéo bialélica em todas as células.
Em seguida, atribuimos o valor 1 a todos os pacientes que possuiam delecéo
monoalélica (valores de log 0,5 e 1) e 2 aos casos com delecéo bialélica (valores de
log 1,5 e 2). Ao final, o score total foi calculado como Zvalor log/n, para cada uma
das sondas de aCGH individualmente, e as regibes com maior pontuacdo foram

ordenadas de acordo com este valor.

4.2.11 Analise Estatistica

Um banco de dados com os resultados obtidos foi criado e inserido no
programa SPSS 10.0, para posterior realizacdo das analises estatisticas. A
correlagdo entre os achados moleculares foi realizada utilizando o teste x2 ou o
teste exato de Fisher (duas caudas) para variaveis categoricas. As associacfes

foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor p <0,05.
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5 RESULTADOS

O presente estudo incluiu 60 pacientes com MM, 35 homens e 25 mulheres
(proporgéao de sexos M:F 1,4), com uma mediana de idade de 54,5 anos (27 a 70
anos). O componente monoclonal mais frequente foi IgG em 64,3% (27/42),
entretanto, em 18 pacientes a informacao sobre o tipo de Ig n&o foi obtida.

De acordo com o sistema de estadiamento proposto pela International
Staging System — ISS (Greipp et al., 2003), 23,9% (11/46) dos pacientes foi incluido
no estadio 1, 37% (17/46) no 2 e 39,1% (18/46) no estadio 3. Em 14 pacientes as
informacdes sobre o estadiamento ndo foram obtidas. Ao diagndstico, a presenca de
lesbes liticas foi detectada em 85,4% (41/48) dos pacientes e a presenca de
hipercalcémica em 20% (9/45). A insuficiéncia renal ao diagnostico foi constatada
em 37,5%. Dentre o grupo estudado, 19/60 dos pacientes (31,6%) foram a Gbito.

Caracteristicas clinicas adicionais sdo detalhadas na tabela 4.
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Tabela 4. Analise descritiva das caracteristicas clinicas dos pacientes ao diagndstico. M:
Masculino, F: Feminino, ISS: International Staging System.

Caracteristica Informacéo disponivel (N) (%)

Idade mediana em anos 60 54,5
(faixa) (27-70)
Sexo (M:F) 60 35:25
Isotipo de Imunoglobulina 42

lgG 64,3

IGA 35,7

cadeia leve 1,6

Kappa:Lambda 60 72,5:27,5
Estadio pelo ISS 46

I 23,9

Il 37

I 39,1
risco baixo:alto 23,9:76,1
Hemoglobina <10g/dL 50 34
Célcio >10,5 mg/dL 45 20
Creatina 47

< 2mg/dL 34

> 2mg/dL 66
Lesdes liticas 48

Presente 85,4

Ausente 14,6

5.1 Analise de anormalidades cromossdmicas

5.1.1 Calculo do valor cut-off

Os experimentos de validacdo da utilizagcdo clinica de cada amostra
permitiram determinar os valores de cut-off para cada sonda de DNA. Estes valores

sdo detalhados na tabela 5.
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Tabela 5. Valores cut-off calculados para as diferentes sondas comerciais utilizadas neste estudo.

Regiéo
cromossomica/ Sonda Cut-off
Alteracao
13q14 LSI D13S319 spectrum orange 11%
t(14932) LSI IgH dual color break apart rearrangement 10%
t(4;14) (p16;932) LSI IgH/FGFR3 dual color break apart 7%
rearrangement probe
17p13 LSI p53 spectrum orange 11%

5.1.2 Translocac¢des da regido 1432

No MM, o gene da cadeia pesada da imunoglobulina (IGH), na regido 14932
esta frequentemente envolvido em transloca¢cdes com mudaltiplos cromossomos
parceiros. Por isto, a estratégia proposta foi estudar inicialmente a regidao 14932 com
uma sonda que identificasse a quebra no gene IGH. Uma vez confirmada a
presenca da alteracdo, procedeu-se a procura do outro cromossomo envolvido. A
regido parceira estudada foi a 4pl16, por ser a mais freqiente e pelo seu valor
clinico.

Alteracfes envolvendo a regido 14932 foram observadas em 35% (21/60) dos
casos. A mediana de plasmécitos com a translocacao foi de 95% (intervalo 76-
100%). A figura 5 mostra as caracteristicas de um caso com translocacao
envolvendo 14932, comparado com um caso com a regido 14932 sem

anormalidades citogenéticas.
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Figura 5. Andlise por clg-FISH da translocacdo 14g32 em pacientes com MM. a) Caso sem
translocacéo, confirmado pela co-localizacdo das duas sondas VH/CH; b) caso com um alelo IGH
translocado, demonstrado pela presenca de trés marcagbes (setas): um sinal de co-localizacdo
(amarelo) representando o cromossomo sem alteracdo (VH/CH) e as marcacbes vermelha (VH) e
verde (CH) separadas, originadas a partir da quebra na regido 14qg32.

5.1.3t(4;14)(p16;932)

Esta alteracédo foi detectada em 16,6% (10/60) dos casos estudados, por meio
de um conjunto de sondas de DNA comercial (figura 6). Considerando que a t(4;14)
€ reciproca em 70% dos casos e ndo balanceada no 30% restante, na analise dois
padrées foram aceitos: (i) dois sinais de co-localizacdo, representado os dois
derivativos da translocacao reciproca e (ii) um sinal de co-localizacdo, ocasionado
por um anico ponto de fusdo. Dentre os casos com a translocacao, em 90% (9/10)
casos foi observado o padrdo de translocacéo reciproca, e em apenas 1/10 (10%)
caso foi identificado 1 Unico ponto de fusdo. A mediana de plasmécitos com a

translocacao foi de 92% (intervalo 72-100%).
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Figura 6. Analise por clg-FISH da t(4;14)(p16;932) em paciente com MM. a) Caso normal com as
duas marcacfes: uma vermelha e outra verde representado os cromossomos 4 e 14. b) Caso com
t(4;14)(p16;932) demonstrado pela presenca de quatro marcagbes: uma vermelha e outra verde
representando os cromossomos 4 e 14 inalterados, respectivamente; e duas amarelas ocasionadas

por dois derivativos produto da translocagéo reciproca entre os cromossomos 4 e 14 (setas).

5.1.4 Delecéo daregido 13q14

A delecao da regido 13g14 foi detectada em 40% (24/60) dos casos (figura 7).

A mediana da percentagem de células plasmaticas com a alteracdo foi de 83%

(intervalo: 25-100%).

Figura 7. Analise por clg-FISH da delecéo da regido 13g14 em pacientes com MM. a) caso sem

delecdo, confirmado pela presenca de duas marcagdes especificas; b) caso com delegéo

monoalélica.
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5.1.5 Delecéo da regidao 17p53
A delecdo da regidol7pl3 foi detectada em apenas 2 casos (3,3%). A
mediana da percentagem de células plasmaticas com a alteracdo foi de 96%

(intervalo: 94- 98%). (figura 8).

Figura 8. Andlise por clg-FISH da delecdo da regido 17p53 em pacientes com MM. a) caso sem
delecdo, confirmado pela presenca de duas marcacdes especificas; b) caso com delegcéo

monoalélica.

5.1.6 Delecé&o no gene TRAF3

O estudo do gene TRAF3 foi realizado com sondas ndo comerciais, um BAC
e um fosmideo que abrangeram diferentes regiées de TRAF3. Um terceiro fosmideo,
para o gene NFKBIA localizado proximo ao centrdmero, foi usado como controle de
namero de cépias do cromossomo 14 (figura 9). Como observado na figura 9, a
hibridizacdo das sondas em metafases normais permitiu confirmou a localizac&o

cromossOmica e a especificidade da banda.
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NFKBIA 2

Figura 9. Estratégia de analise por clg-FISH da delecdo de TRAF3 em pacientes com MM. a)
desenho esquematico do cromossomo 14 e localizagdo cromossémica dos genes; b) metafase
normal confirmando a especificidade das sondas, em vermelho o fosmideo e em verde o BAC.

Utilizando a estratégia descrita acima, delecdo monoalélica de TRAF3 foi
detectada em 8,3% (5/60) dos pacientes, enquanto que nenhum apresentou delecao
bialélica. Quando presente, a delecdo monoalélica foi observada em 100% das
células plasméticas. Em todos os casos, houve delecdo nas regibes cobertas por
ambas as sondas (BAC e fosmideo). Em 4/5 casos com delecdo, a presenca de
apenas um sinal do fosmideo de NFKBIA mostrou que estes possuiam monossomia
do cromossomo 14 (figura 10). Entretanto, em um caso com delecdo monoalélica de
TRAF3 foram detectadas 3 copias de NFKBIA, sugerindo ganho de uma cépia do
gene.

Dentre os casos sem alteragcdes no gene TRAF3 houve 2 casos com delegao
monoalélica de NFKBIA, enquanto que 2 casos apresentaram 3 cépias do gene
(figura 10). A mediana de células plasmaticas com alteracdo em NFKBIA, 62%

(intervalo de 59-81), foi menor quando comparada a dele¢cdes no gene TRAF3.
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Figura 10. Andlise por clg-FISH da delecdo no gene TRAF3 em pacientes com MM. Em aqua,
NFKBIA; em vermelho, TRAF3 (BAC) e em verde, TRAF3 (fosmideo). a) caso com delecdo
monoalélica em TRAF3 e em NFKBIA; b) caso com delegcdo monoalélica de TRAF3 e 3 copias de

NFKBIA,; c) caso com delecdo monoalélica em NFKBIA; d) caso com 3 cépias do gene NFKBIA.

5.1.7 Dele¢bes no genes BIRC2/3 e CYLD

Para a analise do gene BIRC2/3 e CYLD foram usadas sondas nao-
comerciais para as regides de interesse. Para o gene BIRC2/3 foi utilizado um
fosmideo localizado no cromossomo 11, e para o gene CYLD, um fosmideo

localizado no cromossomo 16. Visto que a trissomia do cromossomo 11 é frequente
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no MM, foi utilizada uma sonda centromérica como controle do niumero de cépias
deste cromossomo.
A hibridizacdo das sondas em metafases normais confirmou a localizacao

cromossOmica e a especificidade da banda de cada fosmideo (figura 11).

Figura 11. Analise de especificidade da sonda BIRC2/3 e CYLD em metafases normais. a) em
vermelho CEP16 e em verde CYLD; b) em verde CEP11 e em vermelho BIRC2/3.

Quanto as alteracdes no gene BIRC2/3, foi detectado um caso (1/60 - 1,6%)
com delecdo bialélica (figura 12) e dois casos (2/60 - 3,3%) com delecdes
monoalélicas, (medianas de alteracdo nas células plasmaticas de 100% e 82%,
intervalo de 78-86, respectivamente). Treze pacientes (21,6%) apresentaram
trissomia do cromossomo 11. A mediana da percentagem de células plasmaticas
com a trissomia foi de 87% (intervalo de 74-93). Dentre estes, em um paciente
(1,6%) foram detectadas 6 copias do gene BIRC2/3.

A delecdo monoalélica do gene CYLD foi detectada em 4 (6,6%) pacientes

(figura 13), mediana 98% das células (intervalo 97-99).
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BICR2/3

Figura 12. Andlise por clg-FISH da dele¢do nos genes BICR2/3 e CYLD em pacientes com MM.
Caso com delecao bialélica de BIRC2/3 (célula esquerda macada por clg), confirmado pela presenca
da marcacao citoplasmética e duas marcacdes especificas em aqua representado o CEP11, auséncia
de marcacao vermelha de BIRC2/3 e duas marcac6es verdes representado CYLD.

Figura 13. Andlise por clg-FISH da delecao do gene BICR2/3 e CYLD em pacientes com MM. Caso
com delecao monoalélica de CYLD, confirmado pela presenca de duas marcagfes especificas em
aqua representado CEP 11, duas marcacdes em vermelho representado BIRC2/3 e apenas uma
marcacao verde representado CYLD.
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5.2 Associacdao entre as diferentes alteracdes genéticas

Com relacéo as alteracGes genéticas de valor prognostico, houve sinergismo
entre as translocacfes na regido 14932 e a delecdo do cromossomo 13. Foi
identificada uma associacdo estatisticamente significativa para a presenca
simultanea da dell3gl4 e a translocacdo envolvendo a regidao 14932 (p=0,003).
Quando considerado o parceiro envolvido na translocacdo, observou-se que a
dell3ql4 esteve presente em 7/10 (70%) pacientes com a t(4;14)(pl6;32),
(p=0,001). Esta associacdo nao foi verificada para casos com translocacao da regiao
14932 com outro parceiro além do cromossomo 4 (p=0,22).

Quanto as alterac6es envolvendo os genes da via NF-kB no grupo de
pacientes estudados, ndo houve associacdo entre as diferentes alteracdes
detectadas.

Por sua vez, foi observada uma associacdo estatistica entre a presenca
concomitante da delecdo monoalélica em TRAF3 e da t(4;14) (p=0,001). Como
relatado anteriormente, 4/5 casos com delecdo monoalélica de TRAF3 apresentaram
delecdo monoalélica NFKBIA indicando a presenca da monossomia do cromossomo
14 nesses casos.

Em um caso foi observada a co-existéncia de dele¢cdes monoalélicas em
TRAF3, BIRC2/3 e CYLD, da trissomia do cromossomo 11 e da presenca de 3

copias do gene NFKBIA.
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5.3 Variacdo gendémica intraclonal

Durante o estudo das alteracdes nos genes da via NF-kB foram identificados
pacientes com variacdo gendmica intraclonal. A variacdo intraclonal € um fenémeno
resultante da evolucao cariotipica ou genética de diferentes subclones neoplasicos
gue pode ser detectada pela identificacéo de alteracdes comuns a todas as células,
acompanhadas da presenca de alteraces particulares em frequiéncias variaveis.

Nesse estudo, observamos um caso de variacdo intraclonal envolvendo os
genes TRAF3 e NFKBIA, que apresentou 63% dos plasmécitos com o gendétipo de 3
copias de NKFBIA e um segundo subclone com delecdo monoalélica de NFKBIA
(figura 14). Deve ser ressaltado que, neste subclone, além da variacdo no numero
de copias de NFKBIA foi detectado apenas um sinal de co-localizacdo dos BAC e
fosmideo do gene TRAF3 (figura 14). A segunda cépia do gene foi caracterizada por
uma separagdo dos sinais correspondentes ao BAC e fosmideo, sugerindo a
presenca de algum evento genético desconhecido, como por exemplo, uma
translocacao envolvendo TRAF3.

O fenbmeno de variacdo intraclonal foi mais comum em relacdo aos genes
BIRC2/3 e CYLD. Na coorte estudada, foram detectados 13 casos com trissomia do
cromossomo 11 (21,6%) e dentre estes, 36,3% (4/11) apresentaram apenas 2
copias dos genes BIRC2/3, indicando perda alélica ou monossomia parcial, com
uma mediana de plasmaocitos contendo a alteracao de 47% (intervalo de 37-56).

Além disso, houve um caso tetraploide para o cromossomo 11, sem perdas
de coépia dos genes BICR2/3 (52% dos plasmadcitos) e um segundo subclone
dipléide, mas com ganho de copia de BIRC2/3 e delecdo monoalélica de CYLD em

32% dos plasmdécitos (figura 15). Com relacdo a CYLD, um caso apresentou ganho
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de coOpia e delecdo monoalélica do gene em 34% e 23% dos plasmacitos,

respectivamente.

Figura 14. Variacdo intraclonal detectada por clg-FISH em pacientes com MM. Em aqua NFKBIA, em
vermelho TRAF3 (BAC) e em verde TRAF3 (fosmideo). Subclone com delecdo monoalélica em
NFKBIA e apenas uma sobreposicdo do BAC e fosmideo (esquerda); subclone com 3 cépias de
NFKBIA e duas sobreposicfes (direita).

Figura 15. Variagéo intraclonal detectada por clg-FISH em pacientes com MM. Em aqua CEP 11, em
vermelho BIRC2/3 e em verde CYLD; a) subclone com tetraploidia do cromossomo 11, 4 copias de
BIRC2/3 e 2 sinais de CYLD; b) subclone com 2 cépias do cromossomo 11, 3 cépias de BIRC2/3 e 2
cépias de CYLD.
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5.4 Andlise da regidao mais comumente deletada (MDR) do gene TRAF3

Como estratégia para definira MDR do gene TRAF3, decidimos por analisar o
banco de dados publicos do MMRC, oriundo de um estudo de namero de copias por
aCGH realizado em 238 pacientes com MM. Utilizando esta base de dados, 8 de
238 (3,3%) casos apresentaram delecdo bialélica no gene TRAF3 (tabela 4). A
presenca de delecdo monoalélica foi observada em 21% (50/238) dos casos.
Todavia, quando analisamos 0s casos com base na porcentagem de células com a
alteracdo, 30 casos (12,6%) observados possuiam dele¢cdo monoalélica em = 50%

das células e 20 (8,4%) em 100% das células (tabela 6).

Tabela 6. Freqiiéncia de dele¢Bes gendmicas em TRAF3 no estudo do MMRC e
porcentagem de células alteradas.

Alteragéo N Porcentagem de células alteradas
= 50% 100%
delecéo bialélica 8 - 8 (3,3%)
dele¢&o monoalélica 50 30 (12,6%) 20 (8,4%)

Os eventos monoalélicos e bialélicos foram diferentes quanto ao tamanho
(tabela 5). As dele¢cdes monoalélicas, com excecdo de 3 casos, distribuiram-se ao
longo da regido do gene enquanto o comprimento médio das dele¢des bialélicas foi
de 69.9 kb (15.5 — 131 Kb). A freqiéncia das dele¢des ao longo da regido estudada
foi homogénea quando considerados todos o0s eventos, entretanto, ao serem
analisados apenas os eventos bialélicos, foi identificada uma regido de 58.5 kb que

inclui a maioria das delecdes (tabela 7).



Tabela 7. Esquema da regido mais comumente deletada em TRAF3 (MDR) com base nos
eventos de delecdo recorrentes em pacientes.
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Localizagéo

Perda

Sonda aCGH cromossdmica Score Tamanho
(bp) (% pacientes) (kb)
1N/ON ON 1N/ON ON
A_16_P20167707 chr14:102315705 23.9 0.4 59 2
A_16_P20167727 chr14:102323325 23.9 0.4 59 2
A_14 P107550 chr14:102330794 23.9 0.8 60 4
A_16_P20167753 chr14:102341854 235 1.2 60 6
A_16_P02987518 chr14:102347733 235 1.2 60 6
A_16_P20167773 chr14:102353726 235 1.2 60 6
A_14 P115714 chr14:102359343 23.5 6.3 62 10
MDR2 15.5
A_16_P20167827 chr14:102369626 23.5 6.3 62 10
A_16_P20167839 chr14:102374893 23.9 6.3 61 8
A_16_P40314349 chr14:102380290 23.9 6.3 63 10
A_16_P20167853 chrl4:102385244 23.9 6.3 63 10
MDR1 A_16_P20167868 chr14:102401445 23.9 6.3 63 10 37.6
A_14 P118576 chr14:102408026 23.9 7.5 64 12
A 16 _P20167911 chr14:102417934 23.9 6.3 63 10
A_16_P20167931 chr14:102425021 235 1.6 61 8
A_16_P20167957 chr14:102433457 235 1.2 60 6
A_16_P40314496 chr14:102442060 23.5 1.2 60 6
A_16_P40314515 chrl4:102447174 235 1.2 60 6

*eventos monoalélicos e bialélicos ** apenas eventos bialélicos

Assim, um sistema de “score” foi utilizado para melhor definir a MDR. Apds

analise das sondas presentes em toda a extensao do gene, foi atribuido um valor de
pontos a cada alteracao encontrada. Ao final, a soma dos valores foi realizada e as
regides com maior pontuacdo foram ordenadas de acordo com este valor. Pelo

sistema de score, 0s eventos de delecdo bialélica e monoalélica definiram uma MDR
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no gene TRAF3 que compreendeu uma regidao de 37,6 kb (chrl4: 102380290-
102417934), incluindo 5 sondas consecutivas (MDR1, tabela 5 e figura 16). Embora
a regido 102408026 (sonda A 14 P118576, tabela 5) tenha obtido uma pontuacéo
superior em pontos as demais, esta diferenca foi ocasionada por um Unico caso. Ao
analisarmos somente os eventos com delecdo bialélica, a regido MDR1 se
conservou, entretanto, uma segunda regido com 15,5 kb foi identificada (MDR2,
tabela 5 e figura 16).

Para inferir o desempenho da estratégia de FISH com as duas sondas
empregadas em relacdo as regides MDR por aCGH, foram analisadas as
regides com delecdo monoalélica e bialélicas em relacdo a cobertura das
duas sondas. Se a estratégia de FISH fosse empregada nos casos analisados
por aCGH, as delecbes monoalélicas seriam detectadas com 99% de
especificidade e 88% de sensibilidade, sem diferencas entre o BAC e o
fosmideo. Contudo, para a deteccao das delecdes bialélicas, a sensibilidade
de deteccao seria menor, de 60% e 37%, respectivamente, para o BAC e o
fosmideo.

Durante as analises, foi constatado que a regido MDR1 ndo poderia ser
detectada pela estratégia de FISH utilizada, visto que a regido esta localizada entre
as duas regides abrangidas pelo BAC e pelo fosmideo. Além disso, é provavel que
um caso (caso 2, MMRC0277, figura 16) com delecdo de uma regidao de 21 Kb,

dentro da regido MDR1, néo seria detectado por ambos, BAC e fosmideo.
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Figura 16. Desenho esquemético das regides deletadas em TRAF3 e da localiza¢@o das sondas de
aCGH e FISH. A seta indica a dire¢céo de transcricdo do gene. A distribuicdo das sondas de aCGH na
regido gendmica de TRAF3 é mostrada. A regido mais comumente deletada (MDR) de TRAF3 é
descrita em vermelho e as outras regi6es em escala de cores. As caixas cinza indicam a posi¢éo de
cada sonda de FISH. As caixas amarelas indicam 2 casos do MMRC com delec¢des bialélicas em
TRAF3 detectadas por aCGH, que nao seriam detectadas pela estratégia de FISH, conduzindo a um
resultado falso negativo.

Em outro caso (caso 1, MMRCO0401, figura 16), a delecdo compreendeu um
fragmento de 21 Kb, dentro da regido MDR2 e coberta pela sonda do BAC. Esta
delecdo tem o tamanho e suficiente para ser detectado por aCGH, mas pela
estratégia do FISH, representaria uma perda de somente um terco da regido coberta
pela sonda, e por isto, provavelmente ndo haveria perda do sinal, levando a um
resultado falso negativo .

A analise da localizacdo gendmica dos ambos os eventos, monoalélicos e
bialélicos, demonstrou que na maior parte dos casos de delecdo monoalélica a
regido deletada compreende uma grande parte do gene TRAF3, podendo ser

detectada facilmente pela técnica de FISH utilizada neste estudo. No entanto, com
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relacdo os eventos bialélicos, foi possivel identificar 3 casos que por FISH néo

seriam detectados (figura 16).
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6 DISCUSSAO

Os pacientes com MM constituem um grupo muito heterogéneo em relacéo as
suas caracteristicas clinico-biolégicas e evolucao clinica. A tentativa de reduzir esta
heterogeneidade pela definicho de subgrupos genético-moleculares objetiva a
identificacdo de fatores progndsticos para a estratificacdo dos pacientes com MM a
partir do diagnostico. Com o conhecimento advindo do entendimento das vias
celulares operantes na doenca, espera-se que estes fatores possam a ser utilizados
para a escolha da melhor opcéo terapéutica e do momento de introduzir a terapia
escolhida

A existéncia de subgrupos de risco, baseados em uma combinagdo de
alteracdes citogenéticas identificadas pela técnica de FISH foi proposta por Fonseca
et al., (2003a). A presenca das alteragbes adversas, t(4;14); A13q14; t(14:16) e
A17p13, esteve associada a uma sobrevida menor em pacientes com MM tratados
com quimioterapia de altas doses e transplante autdlogo de células tronco
hematopoiéticas. Entretanto, com a utilizacdo de novas drogas no tratamento do
MM, como o Bortezomibe e a Lenalidomida, o valor adverso de algumas destas
alteracdes citogéneticas pode ser total ou parcialmente revertido (Kumar et al., 2006;
Sagaster et al., 2007).

Como ponto de partida deste trabalho, caracterizamos a natureza e a
frequéncia de alteracdes genéticas, de acordo com um painel minimo por FISH para
avaliacdo das alteracbes com valor prognéstico definido no MM, entre elas a delecéo
das regibes 13ql1l4 e 17p53 e as translocacbes 14032, especialmente t(4;14). A
translocacao t(14;16), atualmente incluida no grupo de alteragdes de “alto risco” no

MM, néo foi analisada por se apresentar uma freqiiéncia extremamente baixa.
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A frequéncia da deteccdo das alteracdes foi coincidente com os achados da
literatura. Uma alterac&o, quando positiva, foi identificada em uma alta frequéncia de
células plasmaticas com medianas de células alteradas superior a 83%. Este fato foi
indicativo da qualidade das analises realizadas e da importancia da deteccédo das
alteracdes utilizando-se o clg-FISH, desenhado para a deteccdo das alteracGes
somente em células plasmaticas, evitando assim o efeito dilucional de células
normais. Em nosso estudo, confirmamos a associacao entre a presenca da t(4;14) e
a delegé@o do cromossomo 13 como sugerido por Avet-Loisseau et al., (2002), Chang
et al., (2004) e Braggio (2006).

Embora uma grande instabilidade gendmica seja caracteristica do MM, as
alteracdes detectadas com o painel minimo de FISH foram caracterizadas pela
presenca destas alteracdes na maioria das células clonais, indicando seu papel
primério na patogénese da doenca e sua selecdo positiva para o clone neopléasico,
independente da histéria de evolugao clonal pré-maligna.

Em contraste, painéis minimos de FISH propostos recentemente (Fonseca et
al., 2009) sugerem a analise da delecdo do 17 em varias fases da doenca por estar
este marcador associado a instabilidade genbmica e representar um evento
patogénico crucial na aquisicao do fenétipo agressivo.

Os resultados deste trabalho devem ser interpretados tendo-se em conta as
suas limitagbes. Em primeiro lugar, nosso estudo foi realizado em uma coorte
pequena de pacientes. Por esta razdo néo foi possivel validar o valor progndstico
das alteracbes estudadas em nossa coorte. Por outro lado, o tempo mediano de
acompanhamento dos pacientes foi relativamente curto, ndo favorecendo a analise
do impacto de alteracbes citogenéticas-moleculares na sobrevida global dos

subgrupos de pacientes.
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O foco principal deste trabalho foi a caracterizacdo da via NF-kB no MM por
citogenética molecular. Alteracdes genéticas na via NF-kB constitui um dos mais
promissores marcadores biol6gicos em diversas neoplasias (Compagno et al., 2009;
Braggio et al, 2009; Novak et al., 2009; Schmitz et al., 2009; Puvvada et al., 2010).

Recentemente, dois estudos destacaram o papel crucial da via de sinalizacéo
NF-kB na patogénese do MM e identificaram uma frequéncia significativa de
alteracOes nos genes reguladores da via (Annunziata et al., 2007; Keats et al. 2007).
Esta questdo foi aqui abordada pela analise com clg-FISH dos genes TRAF3,
BIRC2, BIRC3, e CYLD, que parecem ser, dentre os reguladores da via NF-kB, o0s
mais afetados por eventos genéticos deletérios.

Em nosso estudo, analisamos a delecdo de TRAF3 em 60 pacientes com MM
ao diagnéstico. Identificamos a delecdo monoalélica do gene em 8,3% dos casos.
Esta frequéncia foi similar a encontrada em uma série previamente publicada de
pacientes por clg-FISH (9,2%) (Keats et al., 2007). Em nossa coorte nao
identificamos delecbes bialélicas, entretanto, estas foram identificadas em 3,2% dos
casos por Keats et al., (2007). Esta discordancia em relacdo aos eventos bialélicos
pode ter sido ocasionada por duas razées: Em primeiro lugar, o tamanho de nossa
coorte, inferior ao Unico estudo anterior que apresentou dados de frequéncia de
delecdes de TRAF3 (60 pacientes vs. 158 na coorte estudada por Keats et. al.). Em
segundo lugar, a freqtiéncia menor de delecdes bialélicas em nosso grupo pode ter
ocorrido em razdo aos pacientes estudados por nds serem recém diagnosticados,
enquanto que na seérie publicada foram também incluidos pacientes refratarios.
Mutagcbes nos genes da via NF-kB foram identificadas em 40% LCPs e
aproximadamente 17% dos pacientes com MM (Carrasco et. al. 2006; Keats et al.,

2007; Annunziata et al., 2007). Visto que a prevaléncia de mutacdes na via NF-kB



75

parece ser substancialmente maior nas LCPs quando comparada ao tumores,
alguns autores tem sugerido que as mutacdes na via NF-kB representam eventos
secundarios na patogénese do MM e estariam relacionadas a vias moleculares de
progresséo da doencga (Hideshima et al., 2009; Demechenko et al., 2010). Nossos
achados, relativos a variacdo gendmica intraclonal, apéiam esta idéia.

O gene NFKBIA localizado proximo ao centrdmero, foi usado como controle
de numero de copias do cromossomo 14. Contudo, a presenca de casos com 3
copias do gene (5%) e casos com delecdo monoalélica (3,3%), principalmente na
auséncia de alteracbes em TRAF3, demonstram que NFKBIA pode nédo ter
representado um boa estratégia de controle da monossomia do cromossomo 14
frente a instabilidade detectada neste estudo. O gene NFKBIA é um regulador
negativo da via NF-kB. Isto pode explicar, pelo menos em parte, as alteracdes
encontradas em nossos casos. Polimorfismos em NFKBIA foram associados a
predisposicdo ao MM e a progressado da doenca (Spink et al., 2007). No entanto,
alteracdes genéticas em NFKBIA foram pouco descritas na literatura. A mediana de
células plasmaticas com alteracdo (62%) em NFKBIA sugere que estas podem ser
ocasionadas pela instabilidade do clone maligno e ndo como condi¢ao para ativagao
da via NF-kB. O fato de que no estudo de Keats et. al. (2007) a frequéncia de
alteracdes em NFKBIA néo foi maior apdiam a idéia de que as alteracbes neste
gene seriam um reflexo da instabilidade genémica no cromossomo 14 mais do que
produto da selecéo para um fenétipo agressivo.

Quanto as alteragbes no gene BIRC2/3, em nossa coorte identificamos 1
caso com delecéo bialélica (1,6%). Na serie previamente publicada por Keats et. al.
(2007), a delecédo bialélica em BIRC2/3 foi identificada em 26,6% dos casos

analisados por clg-FISH e em 1,6% dos casos analisado por aCGH. E provavel que
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esta maior frequéncia de delecBes detectadas por clg-FISH possa ter ocorrido por
um viés de selecdo ocasionado pela inclusdo de pacientes com niveis de expressao
de BIRC2/3 muito abaixo da média.

Delecdes bialélicas do regulador negativo CYLD néo foram detectadas neste
estudo, provavelmente, pela baixa freqiéncia desta alteracdo no MM (1,6%) (Keats
et al., 2007; Annunziata et al., 2007). A menor frequéncia de delecdo monoalélica
detectada na coorte estudada neste trabalho (6,6%), em comparacdo com a
literatura (50%) pode ser explicada em razdo de que os 30 pacientes analisados por
Keats et. al. (2007) formavam parte de um grupo de casos com baixa expressao
génica por GEP ou apenas 1 copia por aCGH.

A andlise global das alteragdes envolvendo os genes da via NF-kB mostrou
gque estas se apresentaram com uma frequéncia de 28% no grupo de pacientes
estudados, e ndo houve associagédo entre as diferentes alteracbes detectadas. Por
sua vez, foi observada uma associa¢ao estatistica entre a presenca concomitante da
translocacdo (4;14) e da delecdo monoalélica em TRAF3 (p=0,001). Além disso,
nossos dados mostraram que 4/5 casos possuiam apenas uma coépia do gene
NFKBIA, sugerindo uma monossomia do cromossomo 14.

Este trabalho apresenta pela primeira vez este resultado, que levanta
algumas hipéteses interessantes. A t(4;14)(p16.3;932.33) é uma translocacéo
balanceada em 70% dos casos cujo pontos de quebra ocorrem quase
exclusivamente nas regides de “switch” de classe da imunoglobulina. Em
aproximadamente 25% dos casos parece ocorrer uma translocacado desbalanceada
com perda do der(14), indicando instabilidade intrinseca durante o0 processo

mutacional.
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O gene TRAF3 esta localizado em 14g32.33 a 1,3 Mb do gene de IgH e foi
recentemente identificado como supressor de tumor no MM (Keats et al., 2007) e
entre 0os genes reguladores da via NF-kB, € o gene descrito como a maior
prevaléncia de alteragbes (Demchenko et al., 2010). Embora seja desconhecida a
razdo pelas quais alteragcbes em TRAF3 sdo predominantes, € possivel que a
presenca de TRAF3 no cromossomo 14, um dos cromossomos mais instaveis no
MM, e principalmente no grupo nao-hiperdiploide, possa contribuir para a alta
prevaléncia de mutacdes no gene. Devido a seu papel como regulador negativo de
uma via critica para a biologia do MM, como a via ndo canbnica NF-kB, estas
alteracbes podem ser selecionadas positivamente em um subgrupo de MM.
Reforgcando a existéncia de eventos locais de instabilidade, recentemente foi descrito
um conjunto de linfomas B com inativacdo bialélica de TRAF3 que tinha ocorrido
devido a delecéo intersticial do cromossomo 14 segmento g24.1932.33 (Nagel et al.,
20009).

Em nosso grupo de pacientes, dele¢cBes bialélicas em TRAF3 (14932.33) nao
foram identificadas. Entretanto, a associagdo entre a presenca de t(4;14) e delecéo
monoalélica de TRAF3 permite levantar a hipétese de que os eventos gendmicos na
regido possam ocasionar uma inativacdo do outro alelo de TRAF3, levando a uma
inativacao bialélica funcional. Estudos de mecanismos de inativacdo do segundo
alelo, como fatores epigenéticos (metilacdo de DNA, acetilacdo de histonas) ou
genéticos (mutacdes, microdelecdes, inversdes génicas) poderdo ajudar na
obtencéo de suporte experimental para a hipotese.

O objetivo de identificar a regido mais comumente deletada em TRAF3 teve o
objetivo duplo de descrever pela primeira vez a existéncia de uma ou mais regides

gue possam ser constantemente afetadas por alteracdes no gene, assim como de
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servir como ferramenta para avaliar a eficacia potencial da estratégia de FISH
empregada. Para tanto, um banco de dados publicos do MMRC, oriundo de um
estudo de numero de copias por aCGH realizado em 238 pacientes com MM foi
escolhido para analise. Esta escolha foi baseada em primeiro lugar, na utilizacédo de
células plasmaticas nos ensaios e no tamanho da coorte estudada, superior aos
estudos anteriores. Em segundo, a alta resolucédo do estudo, que possibilitou um
espaco médio entre cada sonda de 8,9 Kb, conferindo uma resolucédo de 17.8 Kb
guando utilizado um filtro de duas sondas consecutivas.

A frequéncia de delecdo bialélica (3,3%) e delecdo monoalélica (8,4%)
identificados por nés durante a analise deste banco de dados foi similar a descrita na
literatura (Keats et al., 2007). Duas MDRs foram identificadas em TRAF3. A primeira,
MDR1 com 37,6 Kb é comum a todos 0s eventos delecionais e uma segunda regido,
MDR2, com 15,5 Kb foi identificada por conter as delecdes bialélicas. Os eventos
bialélicos e monoalélicos foram diferentes quanto a extensdo e por esta razao, as
delecdes bialélicas foram mais informativas para a identificagdo de MDRs.

Como este foi 0 segundo estudo a descrever as alteracoes de TRAF3, um
questionamento valido é se a estratégia de FISH adotada seria capaz de detectar
delecbes em TRAF3 com a mesma sensibilidade e especificidade da técnica de
aCGH. De forma remarcéavel, descobrimos que a MDR1 no gene TRAF3 néo era
coberta por ambas as sondas, na estratégia de FISH utilizada. I1sso poderia explicar
a baixa sensibilidade do FISH em comparacdo ao aCGH, principalmente para os
eventos bialélicos, ndo relatados em nosso estudo.

Outro ponto fundamental foi a discrepancia de sensibilidade na deteccéo de
eventos bialélicos entre a sonda composta pelo fosmideo e pelo BAC. Esta

discrepancia pode ser atribuida ao tamanho do BAC (70 Kb) e consequentemente, a
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uma menor sensibilidade para a deteccdo de dele¢cbes de tamanhos menores,
guando comparada ao fosmideo (39 Kb). Outro ponto fundamental € possibilidade
do BAC de conduzir a resultados falsos positivos. E importante ressaltar que, a
MDR2 esté situada dentro da extensdo do BAC e durante as nossas analises, foi
identificado um caso, dentre os estudados no banco de aCGH analisado, cuja
delecao (21Kb) se situa dentro da regido compreendida pelo BAC.

A estratégia proposta por Keats et. al. (2007) e testada por nos nesse estudo,
vem sendo empregada no estudo de alteracdbes em TRAF3 no MM e em outras
neoplasias (Braggio et al., 2009). Nossos dados indicam que a estratégia de FISH
ideal para analise de alteracdes em TRAF3 precisa cobrir toda a extensdo do gene.
NOs propomos, baseados em nossos achados, uma combinacdo de 3 sondas de
FISH para analise de TRAF3, incluindo um fosmideo (G248P85085H7, 39 Kb) as
duas j& validadas. Esta terceira sonda, situada entre as outras duas, poderia
aumentar significativamente a sensibilidade da técnica de FISH, frente a estratégia
anterior de duas sondas.

Desta maneira, os resultados deste trabalho providenciam uma base para o
desenvolvimento de uma estratégia mais eficiente para a deteccao de delegcdes em
TRAF3 por FISH. A técnica do FISH além de ser amplamente empregada, € uma
metodologia validada para fins diagnésticos e, possui a vantagem da facilidade e
rapidez da sua realizacdo além do baixo custo quando comparada as técnicas de
alta resolucdo como o aCGH.

Este é o segundo trabalho, ap6s o estudo de Keats et. al. (2007) a investigar
delecdes nos genes reguladores da via NF-kB TRAF3, BIRC2/3, CYLD e NFKBIA
em pacientes com MM. Nés encontramos uma associagao significativa (p=0,01)

entre a t(4;14) e eventos de delecdo monoalélica em TRAF3, com concomitante
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monossomia do cromossomo 14. Estes achados sugerem que estes eventos sejam
resultando da instabilidade no cromossomo 14 e estejam relacionados. Além de
provar a causalidade desta associacdo, estes resultados obrigam a pensar num
possivel sinergismo entre estas alteracfes, por exemplo em relacdo a resposta a
quimioterapicos especificos. E possivel pensar que a presenca de delecdes de
TRAF3 (tida como favoravel) acompanhando a t(4;14) (tida como negativa) seja um
fator de confusdo na determinacdo do valor progndéstico destas alteracbes na

resposta ao bortezomibe.
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7 CONCLUSOES

Noés confirmamos a existéncia de subgrupos genéticos baseados na presenca das
alteracdes citogenéticas: delecdo das regifes 13ql4 e 17p53 e as translocacbes

para a regiao 14932 em particular a t( 4;14).

Foi identificada uma associacao entre a t(4;14) e a presenca de delecdo monoalélica

em TRAF3.

As diferencas constatadas na freqiéncia de dele¢cdes nos reguladores negativos da
via NF-kB e, principalmente em TRAF3, podem ser ocasionas pela baixa

sensibilidade da estratégia de FISH empregada.

Foram identificadas as duas regido mais comumente deletadas no gene TRAF3, o
gue pode servir de base para o desenvolvimento de uma estratégia de deteccao de
delecdes em TRAF3 mais eficiente, utilizando uma estratégia de analise por clg-

FISH com 3 sondas.
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Abstract

Tumor necrosis factor receptor-associated factor 3 (TRAF3) has been described as a
tumor suppressor gene and is the most commonly affected gene of the NF-kB
pathway in MM. TRAF3 genomic status was investigated in group of 60 MM patients
by clg-FISH, using selected BAC and fosmid probes. We found 8.3% cases with a
monoallelic deletion, while biallelic deletions were not detected. Analysis of an
additional MM dataset of array-CGH results identified two most commonly deleted
regions (MDR), not completely covered by the present FISH approach. MDR1
comprises a 37.6 kb region, including biallelic/monoallelic deletions, while MDR2
encompasses 15.5 kb, and included only biallelic deletions. Ours is the second study
of TRAF3 status in MM patients and shows that FISH exhibits a low sensitivity to
detect biallelic deletions in TRAF3 gene, setting the basis for developing a more

efficient FISH strategy that could be useful for clinical investigation.

Key words: Multiple myeloma; TRAF3, FISH, most commonly deleted region

Introduction

Multiple Myeloma (MM) is a plasma cells disorder characterized by a wide variety of
genetic and chromosomal abnormalities.1,2 Recently, two studies highlighted the key
role of NF-kB signaling pathways in MM pathogenesis by showing recurrent
abnormalities in regulators genes leading to the constitutive activation of NF-kB
pathways, which is required for the growth of MM tumor cells.4,5 Tumor necrosis
factor receptor-associated factor 3 (TRAF3), a negative regulator of the non-
canonical NF-kB pathway, was the most commonly affected gene and its tumor
suppressor activity was confirmed in a MM in vitro model.4 Furthermore, an inverse
correlation between TRAF3 expression and the clinical response to bortezomib, a

proteasome inhibitor thought to downregulate the NF-kB pathway, was reported.4
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Since the NF-kB pathways, and particularly TRAF3, seem to be important targets for
therapeutic intervention in MM,6 we sought to investigate TRAF3 copy-number
abnormalities in a MM cohort.7 We also determined the most commonly deleted
region of TRAF3, based on copy number data obtained by aCGH (array-based
comparative genomic hybridization), and compared its detection rate with data

obtained using clg-FISH.

Design and Methods

Bone marrow samples were collected from 60 newly diagnosed MM patients.
Diagnosis and treatment were done in the context of a phase 3 Multicenter Clinical
Trial coordinated by the Brazilian Working Group on Onco-Hematoloy (GEMOH),7
after informed consent of patients and approval from the institutional Ethics
Committees at each participating center. FISH analysis was performed by
cytoplasmic immunoglobulin (clg) staining coupled with FISH (clg-FISH) as
previously described.8

Briefly, specific DNA probes for the region of interest were used from selected BAC
(CTD3325; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and fosmid (w12959M11; BACPAC
Resources Center) clones. Each probe was tested to normal metaphase
preparations to confirm chromosome and band specificity. A near-centromeric probe
(CTD3214F11; BACPAC Resources Center) was used in all hybridizations to define
chromosome 14 copy number.

The most commonly deleted regions of TRAF3 were defined by analysis of aCGH
data from an unpublished MM cohort. The 244A platform (Agilent Techonologies Inc,

Santa Clara, CA, USA) was used in aCGH experiments. The abnormalities were
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calculated using a two-probe log 0.25 filters and aberration detection modules (ADM)
1 algorithm.

Results and Discussion

TRAF3 deletion was analyzed in 60 MM patients by clg-FISH. We detected 5/60
(8.3%) cases with monoallelic deletion. This frequency was similar to what was found
in a previously published series of patients by clg-FISH (9.2%)4. Based on our aCGH
dataset, monoallelic TRAF3 deletion was detected in 8.4% of cases (Table 1).
TRAF3 biallelic deletions were detected in 3.2% and 3.3% of cases in Keats et al4
and the unpublished dataset, respectively. In our series of Brazilian patients, biallelic
deletions were not detected.

Next, the question whether the FISH strategy used by us and others would be
able to detect TRAF3 deletions with the same sensitivity and specificity than the
aCGH strategy was raised.

Since the exact place where the most commonly deleted regions in TRAF3 remained
undefined, we aimed to establish an algorithm to define these regions, using the copy
number dataset. We choose this dataset as reference, because assays were
performed in a 244A microarray with median probe spacing of 8.9 Kb, leading to a
resolution of 17.8 Kb when a two-probe filter was used.

In an attempt to define TRAF3 most commonly deleted regions, a score system was
built up by attributing different numerical values to each alteration found. We
assigned a score of 1 for monoallelic events, and a score 2 for biallelic events. A final
score was calculated as Z score value / n, for each one of the TRAF3 probes used in
the aCGH assay.

Monoallelic and biallelic events differed in size (Table 2). Monoallelic deletions, with

the exception of 3 cases, comprise the whole gene region. On the other hand, the
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average size of biallelic deletions was of 69.9 kb (15.5 — 131 Kb). Thus, biallelic
deletions were more informative in defining the most frequently deleted region.
Applying our score system and considering all deletional events, a region of 37.6 kb
(chrl4: 102380290-102417934) which includes 5 consecutive probes was defined as
the TRAF3 minimal deleted region 1 (MDR1; Table 2 and Figure 1). Within MDR1,
region 102408026 (probe A14-P118576) obtained a higher score, this difference was
due to one case and included only one probe set. When only biallelic deletion events
were considered, a second MDRs was idenfied in a region comprising at least 15.5
kb (chr14:102359343-102369626) (MDR2 in Table 2 and Figure 1).

Subsequently, we inferred, from aCGH results, the probable detection rates which
would be obtained by FISH analysis. Monoallelic deletions would have been detected
with a 99% of specificity and 88% of sensitivity by FISH (with no differences between
BAC and fosmid probes). By contrast, the sensitivity for biallelic deletions would fall
to 60% and 37% (for fosmid and BAC probes, respectively). In addition to the lower
resolution of FISH compared with aCGH analysis, one of the factors affecting
sensitivity might be the large BAC size, which would led to an increased frequency of
false negative results and consequently to a poor sensitivity to detect small deletions,
when compared with the fosmid (39 Kb). It is important to highlight that MDR1 is
located at the end of the BAC covered region of ~25 kb and MDR2 is found within the
BAC region.

In case#1 the FISH approach would not be able to detect a deletion since the deleted
region comprises a region located between, and uncovered by both, the BAC and
Fosmid probes (Figure 1). In case#2, the deletion comprised a 21 kb fragment within

the most commonly deleted region covered by the BAC (MDR?2). It is very likely that
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this 21 kb deletion would not be detected by FISH, leading to a false negative result
(Figure 1). Of note, the MDR1 was not covered by any of two FISH probes.

This is the second report, after Keats et al. 2007,3 to investigate TRAF3 deletion by
FISH in MM patients (Table 1). The differences in frequency of TRAF3 biallelic
deletions observed in our cases might, at the moment, be explained by a
combination of the lack of sensitivity of the FISH approach and the smaller number of
cases reported by us.

Based on the analysis herein exposed, that showed that the 2-probes FISH approach
would exhibit a low sensitivity to detect TRAF3 biallelic deletions when compared
with aCGH, we propose a combination of three FISH probes for TRAF3 analysis,
including fosmid (G248P85085H7) to the two aforementioned probes. This probe is
located between the other two and would significantly improve the sensitivity of the
FISH approach, compared with the 2-probes strategy.

Therefore, our results provide a basis to develop a more efficient FISH strategy to
detect TRAF3 deletions, which is most relevant considering that FISH is a
widespread, validated methodology for diagnostic purposes, compared with high
resolution technologies such as aCGH, which technical complexity and high costs
prevent its wide application in the clinical setting. The improved FISH approach could
be useful for both, clinical investigation of TRAF3 status in MM patients at diagnosis

and molecular description of TRAF3 variability in patient series.
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Figure legend

Figurel. Scale diagram of the deleted regions in TRAF3 and localization of FISH
probes. The arrow indicates the direction of transcription the gene. The position of
each aCGH probe in TRAF3 genomic region is shown. TRAF3 most commonly
deleted regions (MDR1 and 2) are indicated by bars. Solid black boxes indicate the
position of each FISH probe. Cases 1 and 2 indicate the physical position of the
deletion events in two cases with TRAF3 biallelic deletions detected by aCGH, and
likely false negatives by the FISH analysis.
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Tables

Table 1. Summary of the reported frequency of genomic deletions in TRAF3

Study No. of Patients Assay Number of Gene Copies
2N/3N/4N (%) 1IN (%)* ON (%)*
Keats et al. 2007° 68 aCGH 54 (87.1) 6 (9.7) 2(3.2)
133 (84.2) 19 (9.2) 6 (3.8)

158 FISH
Unpublished aCGH aCGH 180 (75.3) 50 (21.0) 8(3.3)
dataset 238

This Study 60 FISH 55 (91.6) 5(8.3) 0 (0.0)

*N represents the copy gene number detected in analyses.
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Table 2. Delineation of TRAF3 most commonly deleted regions (MDR) based on recurrent
deletions identified in patients

aCGH Probe Chromosome Loss* Score Size
position (bp) (% patients) (kb)
All Biallelic All Biallelic
A_16_P20167707 chrl4:102315705 23.9 0.4 59 2
A_16_P20167727 chrl4:102323325 23.9 0.4 59 2
A_14 P107550 chrl4:102330794 23.9 0.8 60 4
A_16 P20167753 chr14:102341854 235 1.2 60 6
A 16 P02987518 chr14:102347733 235 1.2 60 6
A 16 P20167773 chrl4:102353726 23.5 1.2 60 6
A 14 P115714 chr14:102359343 23.5 6.3 62 10
MDR2 15.5
A 16 P20167827 chrl4:102369626 23.5 6.3 62 10
A 16 P20167839 chr14:102374893 23.9 6.3 61 8
A 16 P40314349 chr14:102380290 23.9 6.3 63 10
A 16 P20167853 cchr14:102385244 23.9 6.3 63 10
MDR1 A 16 P20167868 chr14:102401445 23.9 6.3 63 10 37.6
A 14 P118576 chr14:102408026  23.9 7.5 64 12
A 16 P20167911 chr14:102417934 23.9 6.3 63 10
A 16 P20167931 chrl4:102425021 235 1.6 61 8
A_16 P20167957 chr14:102433457 235 1.2 60 6
A_16 P40314496 chr14:102442060 23.5 1.2 60 6
A_16 P40314515 chr14:102447174 235 1.2 60 6

* Represents frequency of patients bearing deletions, by probe set



Anexo Il.

Protocolo clinico de tratamento

FICHA DE ADMISSAO (1)

Instituic&o:

Nome Paciente:

Data de Nascimento:

Data de Confirmacéo do Diagndstico: I

Dados a serem preenchidos pela Central de Dados:

N° do caso no estudo:
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FICHA DE DADOS CLINICOS (2)

Nome Paciente:

Dt Nasc.: [/

Subtipo do mieloma:

o Nao secretor

o IgG
a IgA
a IgDb
o IgE
a IgM

o Cadeia Leve Kappa

o Cadeia leve Lambda

Estadiamento de Durie - Salmon: (anexo 1)

o Estagio |

O

Estagio Il

O

Estagio Il
a A
o B
Estadiamento ISS: (anexo 2)
o Estagio |
o Estagio ll

a Estagio lll

Instituicédo:

UPN:

Sexo:( )M ( )F DtDiagn.: [ [
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LesOes liticas
o Sim

o Nao

Dados laboratoriais no diagndstico

Hemoglobina:

Leucacitos:

Plaquetas:

% de células plasmaticas na medula éssea:
Calcio sérico:

Albumina sérica:

Creatinina sérica:

Proteina monoclonal sérica (eletroforese):
Proteina monoclonal urinaria (eletroforese):

Beta 2 microglobulina:

Médico:

Favor enviar no momento da inclusao no Protocolo
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FICHA DE AVALIACAO POS-TRATAMENTO INICIAL (3)

Nome do paciente:

Data de nascimento:

Instituicéo:

Caso:

Data da Avaliacao

Tratamento:

() VAD . No de ciclos:

() Pulsos de dexametasona. No de ciclos:

() Dexametasona + Talidomida. Dose maxima de talidomida:
() Melfalano + Prednisona. No de ciclos:

() Melfalano + Prednisona + Talidomida. No de ciclos:

() Ciclofosfamida + Talidomida + Dexametasona: No de ciclos:

Toxicidade maxima (WHO)

0(1({2(3|4|Data 0(1(2 Data
Leucacitos Neutrofilos
Plaquetas Hemoglobina
Pulmonar Neuropatia
Mucosite Alopecia
Cardiaca Nausea/Vomito
Alergia Febre
Infecgao TVP
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Resposta ao tratamento

Data da avaliagdo de resposta:

( )Remisséo completa com imunofixacdo negativa
( )Remisséo completa com imunofixac&o positiva
( )Remisséo parcial muito boa

( )Remisséo parcial

() Resposta minima

() Sem resposta

() Progresséao de doenca

() Obito
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FICHA DE AVALIACAO POS-TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CTH (4)

Nome do paciente:
Data de nascimento:
Instituicao:

Caso:

Data da Avaliacao

Data da mobilizagao:
() GCSF

() CTX 4g + GCSF
() CTX 3g+ GCSF

()CTX 1,5 g + GCSF

Data do Transplante:
() Mel 200
() Mel 140

() Mel 100



Toxicidade maxima (WHO)

109

2|3 |4 |Data Data
Leucocitos Neutrofilos
Plaquetas Hemoglobina
Pulmonar Neuropatia
Mucosite Alopecia
Cardiaca Nausea/Vomito
Alergia Febre
Infeccao TVP

Resposta ao tratamento

Data da avaliacdo de resposta:

( )Remissdo completa com imunofixacdo negativa

( )Remisséo completa com imunofixac&o positiva

( )Remisséao parcial muito boa

( )Remisséo parcial

() Resposta minima

() Sem resposta

() Progresséo de doenga

() Obito



FICHA DE AVALIACAO POS-TRATAMENTO DE CONSOLIDACAO
IMANUTENCAO (5)

Nome do paciente:

Data de nascimento:

Institui¢ao:

Caso:

Data da Avaliacao

Tratamento:

() Pulsos de dexametasona. No de ciclos:

() Dexametasona + Talidomida. Dose maxima de talidomida:
() Talidomida. No de ciclos:

() Ciclofosfamida + Talidomida + Dexametasona: No de ciclos:
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Toxicidade maxima (WHO)

2|3|4|Data Data
Leucdcitos Neutrofilos
Plaquetas Hemoglobina
Pulmonar Neuropatia
Mucosite Alopecia
Cardiaca Néausea/\VVomito
Alergia Febre
Infeccéo TVP

Resposta ao tratamento

Data da avaliacédo de resposta:

( )Remissdo completa com imunofixacdo negativa

( )Remisséo completa com imunofixac&o positiva

( )Remisséao parcial muito boa

( )Remisséo parcial

() Resposta minima

() Sem resposta

() Progresséo de doenga

() Obito
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