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RESUMO

Castro MTM. Validacao de alteragcfes somaticas e de novo em tumores
de Wilms esporéadicos identificadas por sequenciamento de exoma. Sao

Paulo; 2013. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Anténio Prudente]

O tumor de Wilms (TW) é uma neoplasia renal infantil, de histologia trifasica,
composta pelos componentes epitelial, estromal e blastematoso, que
recapitula o rim fetal. Pode ser uni ou bilateral, desenvolvendo-se a partir de
células do blastema metanéfrico que sao incapacitadas de completar sua
diferenciagdo durante a diferenciacdo do rim. A maioria dos TWs ¢é
esporadico, resultado de mutagdes somaticas, restritas ao tecido tumoral.
Aproximadamente 30% dos TWs apresentam mutag¢des nos genes WT1,
WTX e CTNNB1. Porém, 70% dos casos de TW ainda continuam sem
nenhuma alteragcdo associada. Neste sentido, este projeto tem por objetivo a
validacdo de alteragbes somaticas e de novo associadas ao
desenvolvimento de TW, previamente identificadas por nosso grupo de
pesquisa através do sequenciamento de exoma. O sequenciamento de
exoma partiu de 4 amostras associadas a um caso de TW esporadico de
histologia favoravel: amostras tumoral e sanguinea do probando e amostras
sanguineas dos progenitores. Para este estudo, inicialmente, as variantes
identificadas foram filtradas daquelas presentes no dbSNP. Para selegao
das candidatas a variantes, foram estabelecidos os seguintes critérios: a
base deveria ter sido representada pelo menos 10 reads e a base variante
estar presente em pelo menos 20%, e n&o estar localizada em regides de
alta similaridade ou repetitivas do genoma. Para selegdo dos candidatos a
variantes de novo nenhum read da base variante poderia estar presente no
sangue dos progenitores). Para as variantes que ocorreram dentro da regiao
codificadora do gene, foram selecionadas as alteragbes missenses
(alteragcdo de aminoacido) classificadas como patogénicas em pelo menos

um programa de predicado (SIFT e/ou Polyphen2), variantes nonsense (sem



sentido - que codifica um coédon de parada), delegcbes e inser¢des. Para as
variantes que ocorrem fora da regido codificadora foram selecionados as
alteracbes em sitios de splice. Das 84 alteragcbes de novo encontradas,
selecionamos 11 variantes para a validacdo por sequenciamento capilar,
duas que levavam a cédon de parada prematuro na proteina, uma em sitio
de splice, além de 8 variantes missenses (que levavam a alteracdo de
amino acido na proteina).Destas 11 variantes, 4 ndo foram confirmadas, 6
apresentaram a variante em pelo menos um dos progenitores (alteragao
herdada) e apenas 1 alteragao foi confirmada como sendo uma variagéao de
novo. A variante missense resultante da alteracdo (A>G) que leva a
mudanga de aminoacido (Asn>Asp), foi encontrada no gene PARD6B que
codifica uma proteina citoplasmatica envolvida na divisdo celular e em
processos de polarizacio celular, sendo importante para o desenvolvimento
embrionario e remodelagao tecidual. Com relagao as alteracbes somaticas,
8 mutacbes missense foram selecionadas para validacdo. Apds o
sequenciamento capilar, 6 alteracbes ndo foram confirmadas na amostra
tumoral. Para as duas alteragdes restantes, confirmadas em tecido tumoral,
apenas uma foi confirmada como sendo uma alteragao somatica. A variagao
(G>A) com troca de aminoacido (Glu>Lys) foi encontrada no gene
DROSHA, que apresenta um papel central na via de biogénese de
microRNAs. Essa alteragdo ocorre exatamente no cédon que abrange um
dos sitios de ligagdo do cofator magnésio que é essencial para o
funcionamento da proteina codificada por este gene. Esta alteragdo foi
identificada em 9,3% das 97 amostras de TW avaliadas, mostrando tratar-se

de uma mutacgao recorrente neste tumor.



SUMMARY

Castro MTM. [Validation of somatic and de novo alterations in sporadic
Wilms tumor identified by exome sequencing]. Sao Paulo; 2013.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente]

Wilms Tumor (WT) is a childhood kidney neoplasia that presents a triphasic
histology, formed by epithelial, stromal and blastemal components that
recapitulates the fetal kidney. It can be uni or bilateral, familial or sporadic,
and is developed from metanephric blastemal cells that are unable to
complete their differentiation during the kidney development. The majority of
WTs is sporadic, resulting from somatic mutations that are restricted to the
tumor tissue. About of 30% of cases presents mutations in WT1, WTX and
CTNNB1 genes. However, 70% of WTs remain without any associated
alteration. In this sense, the aim of this project was the validation of somatic
and de novo alterations possibly associated with WT onset that were
previously identified by our group through exome sequencing. The exome
sequencing was performed in 4 samples related to a favorable histology WT
patient: patient’'s blood and tumor samples, in addition to mother’'s and
father’'s blood samples. For this study, initially, the variants identified were
filtered if present on dbSNP. For the selection of variant candidates, some
criteria were established: the variant base should be represented by at least
10 reads and the variant should be presented in at least 20%, and not be
located at higly similar or repetitive genome regions. For the selection of de
novo variant any read of variant base could not be presented on proband’s
blood and absent at parents samples. For variations that occurred within the
coding region of the gene, we selected the missense alterations (amino acid
changes) classified as pathogenic in at least one of the prediction programs
(SIFT and/or Polyphen2), nonsense alterations (that create a stop codon),
deletions and insertions. For variations that occur outside of the coding

region we selected changes in splice sites. From 84 de novo alterations



identified, we selected 11 variants for validation by capillary sequencing, two
that lead to a stop codon in the protein, one at splice site and 8 missense that
lead to amino acid change in the protein. From the 11 genes, 4 were not
confirmed, 6 showed the variant at least in one of the parents (inherited
alterations) and only 1 alteration was confirmed to be a de novo variation.
The missense variant resulting from the alteration (A>G) that results in an
amino acid change (Asn>Asp), was found in PARD6B gene, that encodes a
citoplasmatic protein involved in cellular division and polarization processes,
been important for the embrionic development and tissue remodalation.
Regarding somatic alterations, 8 were selected for validation. After capillary
sequencing, 6 alterations were not confirmed in the tumor. From the
remaining 2 alterations that were validated in the tumor sample, only one was
confirmed as an acquired variation. The variation (G>A) with aminoacid
change (Glu>Lys) was fond yhe DROSHA gene, which has a central role in
the microRNA processing pathway. This alteration occurs exactly at a codon
that represents one of the binding sites for a magnesium cofactor, which is
essential for the proper function of this protein. This mutation was found in
9.3% of 97 additional WT samples, suggesting it to be a recurrent somatic

mutation in this tumor.
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1  INTRODUCAO

A cada dia, a classificagcdo dos tumores infantis ganha mais
detalhamento, devido aos avangos nas técnicas laboratoriais baseadas na
biologia molecular, imunologia e genética. Enquanto os tumores nos adultos
estdo, em geral, relacionados a exposicao a varios fatores de risco como o
tabagismo, estilo de vida, alimentagdo, ocupagado e agentes carcindégenos
especificos, a maior parte das causas dos tumores pediatricos ainda é
desconhecida. Por isso, quando comparados aos tumores em adultos, os
tumores pediatricos diferem destes em diversos aspectos, tais como
caracteristicas  anatomopatoldgicas, local de  acometimento e
comportamento clinico (KOESTERS et al. 2003; REIS et al. 2007).

Dados de incidéncia mundial mostram que as neoplasias pediatricas
representam entre 2% e 3% de todas as neoplasias, sendo que o percentual
mediano dos tumores pediatricos observados nos Registros de Céancer de
Base Populacional Brasileiros encontra-se préximo de 3%. No Brasil, as
estimativas para o ano de 2012 serao validas também para o ano de 2013 e
apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforgando a magnitude do
problema do cancer no pais. Sem os casos de cancer da pele nao
melanoma, estima-se um total de 385 mil casos novos. Como, para o Brasil,
em 2012, a excegao dos tumores da pele ndo melanoma, estimam-se

384.340 casos novos de cancer, depreende-se, portanto, que ocorrerao



cerca de 11.530 casos novos de cancer em criangas e adolescentes até os
19 anos (Ministério da Saude 2011).

Dentre os tumores sodlidos pediatricos 0s mais comumente
encontrados sao os retinoblastomas, hepatoblastomas, neuroblastomas,
sarcoma de Ewing, rabdomiossarcomas e os nefroblastomas ou tumores de

Wilms (TW).

1.1 TUMOR DE WILMS: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E

CLiNICOS

Os tumores renais representam de 5 a 10% dos tumores da infancia
(LITTLE 1999), sendo que aproximadamente 95% destes sdo TW, tendo
uma maior incidéncia entre 2 e 3 anos de idade (BUCKLEY 2011),
acometendo 1 em cada 10.000 criangas (RIVERA e HABER 2005; LITTLE
2005). A idade média do diagnostico ocorre entre 43 e 48 meses, sendo
entre 90 e 95% dos casos, apresentando-se de forma unilateral, e nos casos
de bilateralidade, o diagnostico é feito cerca e 1 ano antes dos tumores
unilaterais (BRESLOW et al. 1988). Os casos familiares, aproximadamente
2% dos casos, geralmente estdo associados com o aumento da frequéncia
de tumores bilaterais e idade de acometimento menor ao diagnostico (HUFF
2011).

Segundo resultados do primeiro estudo do Grupo Cooperativo
Brasileiro para Tratamento do Tumor de Wilms (GCBTTW), o sexo feminino

apresenta uma frequéncia um pouco maior de acometimento, enquanto as



criangas do sexo masculino tendem a desenvolver a doenga mais
precocemente (a idade média para os meninos € de 36 meses, enquanto
que para as meninas € de 46 meses).

Uma combinagédo de cirurgia e quimioterapia é utilizada na maioria
dos casos, salvo aqueles que encontram-se em estadios mais avangados,
onde, além da quimioterapia, alia-se o tratamento radioterapico. Assim, mais
de 85% dos pacientes diagnosticados com TW sao curados e 15%
apresentam recidiva da doencga. Pacientes com recidiva apresentam uma
taxa de cura de 50% com o uso de terapias modernas (GREEN et al. 1997).

Pesquisas clinicas e moleculares concentram-se, atualmente, na
busca de marcadores que possam definir pacientes que se beneficiariam de
uma terapia menos agressiva porém eficiente no tratamento de TW,
resultando em uma excelente taxa de sobrevida (TAKAHASHI et al. 2002;
WILLIAMS et al. 2004; ZIRN et al. 2006; HUANG et al. 2009; MASCHIETTO
et al. 2011). Atualmente, o tratamento do TW estd focado no
desenvolvimento de terapias mais individuais, seja através de uma melhor
adequacgao do tratamento aos grupos de risco, seja pela identificacdo de
novos fatores de risco baseados em caracteristicas tumorais proprias,
levando em conta os diferentes tipos histolégicos, possibilitando o
desenvolvimento de novas agdes terapéuticas, mais adequadas ao
prognéstico individual, resultando na obtencdo de um alto indice de cura

(PICCOLI 2010).



1.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS E MOLECULARES DE

TUMORES DE WILMS

O TW é uma neoplasia embrionaria originada a partir de erros no
processo de diferenciacéo celular em estagios precoces do desenvolvimento
metanéfrico, na transicdo epitélio-mesénquima, durante a nefrogénese
normal (LAl e TAY 1999; LI et al. 2002), envolvendo interagcbes complexas
entre as células epiteliais e mesenquimais.

Este tumor apresenta uma morfologia complexa, caracterizado por
sua diversidade histologica e descrito como tumor embrionario trifasico,
composto por células blastematosas, estromais (ou mesenquimais) e
epiteliais, no rim fetal a nefrogénese (RIVERA e HABER 2005).

Essas evidéncias morfolégicas dao suporte a premissa de que tais
tumores originam-se através de uma célula precursora renal (MAITI et al.
2000; KUSAFUKA et al. 2002). Sugere-se, portanto, que o TW seja um
tumor de células mesenquimais progenitoras, capazes de se diferenciar de
forma aberrante, e que perderam a capacidade de responder aos sinais de
controle de crescimento (HUFF 2011). Recentemente um trabalho do nosso
grupo de pesquisa, demonstrou que € o componente blastematoso, e nao o
padrdo de expressao do tumor como um todo, que recapitula os estagios
iniciais da nefrogénese, refletindo com mais precisdo a relagdo entre o
bloqueio da diferenciagao das células do blastema primitivo, que da origem

ao tumor e a nefrogénese (MASCHIETTO et al. 2008).



Apesar desta semelhangca morfolégica ter sido descrita ha muito
tempo (NICHOLSON 1931; WILLIS 1962), poucos trabalhos descreveram os
genes que estdo relacionados tanto com a nefrogénese quanto com a
patogénese dos TW.

A regulacao n&o apropriada de genes de vias de transducéo de sinal
€ um fator importante para interrupcdo da diferenciacdo renal e,
provavelmente, para o aparecimento do TW (SPARKS et al. 1998; MIYOSHI
et al. 1998). Alguns estudos observaram uma alta concordancia entre o
padrao geral de expressdo nos TW e de genes expressos nos primeiros
estagios da diferenciagdo normal do rim, o que fortalece as evidéncias da
conexao entre os dois processos: formagao do tumor e nefrogénese (LI et al.
2002; LI et al. 2005; MASCHIETTO et al. 2008, 2011).

Devido a essa estreita relagao, a caracterizagao molecular detalhada
de ambos os mecanismos, tumor e nefrogénese, esta levando cada vez
mais a uma melhor compreensdo dos eventos genéticos e moleculares
envolvidos com o aparecimento do TW (LI et al. 2005, MASCHIETTO et al.

2008, 2011).

1.3 ALTERACOES GENETICAS EM TUMORES DE WILMS

A elucidacdo dos mecanismos genéticos e biomoleculares ligados a
tumorigénese de TW se faz extremamente necessaria, uma vez que tais
informacdes, atualmente, sdao escassas. O conhecimento mais detalhado

relacionado as alteracdes moleculares dos TW pode resultar em uma melhor



compreensao da predisposicao e do processo de formagado tumoral, bem
como sua progressao. Além disso, essa caracterizagao pode servir de base
para a identificacdo de novos marcadores de prognostico e alvos
terapéuticos, favorecendo o desenvolvimento de tratamentos
individualizados.

A maioria dos TW é esporadico, resultado de mutagdes somaticas
restritas ao tecido tumoral, e apenas uma pequena porcentagem ¢é
consequéncia de mutagdes na linhagem germinativa, podendo ser herdada
ou de novo. Menos de 10% dos TW estdo associados a anomalias
congénitas e sindromes, sendo 5 a 10% bilaterais ou multifocais e 1 a 2%
associados a historia familiar, relacionados a heranga autossOmica
dominante com penetrancia e expressividade variaveis (DOME e COPPES
2002).

Sabe-se hoje que diversos eventos genéticos estdo envolvidos na
génese do TW esporadico, eventos estes que acabam por interferir na
funcdo de genes relacionados aos processos de proliferagdo e de
diferenciagcao celular levando, consequentemente, ao desenvolvimento
tumoral. Alguns genes envolvidos direta ou indiretamente nestes processos
ja foram identificados e parece haver uma participacao preferencial de genes
supressores de tumor com perda de funcdo, a ativagdo de oncogenes

durante a génese do TW (GRUNDY et al. 2002).



1.3.1 Gene WT1

O primeiro gene identificado relacionado a tumorigénese do TW foi o
WT1 (NG_009272), gene que atua como supressor de tumor e exerce papel
fundamental no desenvolvimento renal, intervindo na formacéo e maturacao
do néfron e na diferenciagdo e manutengdo do glomérulo (MOORE et al.
1999; DAVIES et al. 2004). Este gene esta localizado no cromossomo 11, na
posicdo 11p13. Em casos diagnosticados de TW, esta regido apresenta uma
delecdo de cerca de 345kb, onde se encontram os 10 éxons deste gene,
alteragdes estas presentes em cerca de 20% dos casos diagnosticados com
TW (HUFF 1998).

O WT1 codifica um fator de transcricio que pode atuar como
supressor tumoral ou como oncogene, dependendo do contexto em que a
célula se encontra, o que sugere que ele desempenhe diferentes papéis no
crescimento e desenvolvimento (RONG et al. 2006; SUGIYAMA 2010). A
perda da fungcdo de WT1 durante o desenvolvimento renal pode manter as
células precursoras do néfron em um estado multipotente, favorecendo o
surgimento do TW (RONG et al. 2006; SUGIYAMA 2010). A expresséo de
WT1 & ampla nos componentes em desenvolvimento, e vai se tornando
restrita, até que nos rins maduros, passa a ser expresso apenas em
poddcitos e glomérulos altamente diferenciados (HUFF 2011).

Mutagdes constitutivas em WT1 ja foram encontradas em familias que
apresentavam mais de um caso de TW (YUNIS e RAMSAY 1980),
associadas ao aparecimento de mas formagdes congénitas ou anomalias

urogenitais no sexo masculino e/ou aniridia, doenga rara que consiste na



falta congénita da iris ocular. Em familias que n&do apresentavam anomalias
congénitas, o WT1 foi excluido como gene de suscepitibilidade ao TW

(DILLER et al. 1998).

1.3.2 Gene WTX

Outro gene que esta alterado em TW € o WTX (NG_021345). Trata-se
do primeiro gene supressor identificado no cromossomo X, localizado em
Xq11.1 (RIVERA et al. 2007). Devido a sua localizagdo em uma regido
sujeita a inativagdo por imprinting, homens e mulheres tém apenas uma
copia ativa do gene e, assim, um unico ponto de mutagao torna-se suficiente
para inativar o gene (SCHEDL 2007). Tal caracteristica faz com que o WTX
se diferencie quanto ao processo de diferenciacdo, uma vez que na maioria
dos genes supressores de tumor, este evento é bialélico (NUSSE 2007).
Alteragdbes em WTX do tipo “delecdo” foram encontradas em
aproximadamente 30% dos casos diagnosticados com TW (RIVERA et al.
2007).

Pesquisas recentes desenvolvidas por GUERTL e colaboradores
(2010), propbde que a inativacdo do WTX seja um evento tardio na
tumorigénese dos TWs. Para a maioria dos casos € observada a delecao
completa do gene, e em alguns casos sao encontradas mutagdes que levam

a uma proteina truncada (RIVERA et al. 2007).



1.3.3 Gene CTNNB1

A proteina B-catenina é codificada pelo gene CTNNB1 (NG_013302),
e é um dos componentes da via de sinalizacdo Wnt (POLAKIS 2000),
exercendo papel de coativador dos membros da familia TCF/LEF de fatores
de transcricdo durante o desenvolvimento embrionario, promovendo a
ativagdo de genes envolvidos na proliferagédo, transformagéo celular e na
adeséo célula - célula (KORINEK et al. 1997).

Em TW, mutagdes no gene CTNNB1 (3p22.1), estdo localizadas no
éxon 3, principalmente no cédon 45 (hot spot). Foi demonstrado que
mutacdes neste éxon ocorrem em 50% dos casos onde ocorre alteragao de
WT1, mas sao raras se o WT1 é selvagem (MAITI et al. 2000). No geral,
delecbes em [-catenina sdo encontradas em aproximadamente 15% dos
casos de TW (KOESTERS et al. 1999). Além disso, em alguns TW que
apresentam mutacdo em WTL, também sdo encontradas mutagcbes nos
exons 7 e 8 do CTNNB1, mas ainda ndo se sabe quais efeitos essas

alteracdes acarretam (RUTESHOUSER et al. 2008).

1.3.4 Locus WT2

Outra regiao cromossOmica comumente alterada em TW esporadicos
€ a 11p15, denominada de WT2. Esta regido foi identificada a partir da
observacgao de que parte dos TW com LOH (perda de heterozigose) em 11p
apresentavam envolvimento da regido 11p15 e ndo 11p13 (regido do gene
WT1). Além disso, alteragbes constitutivas nesta regidao estdo relacionadas

com a sindrome de Beckwith-Wiedemann, que acarreta uma predisposicao
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ao TW. Foram identificados, nesta regido, trés genes com expressao
parental preferencial, relacionados aos TW: os genes IGF2, H19 e CDKN1C
(DOME e COPPES 2002; HARUTA et al. 2008; HO et al. 2008).

A analise de familias com varios individuos afetados pelo TW néo
relacionados a alteracbes em 11p13 e 11p15 levaram a identificacdo de
outras duas regides 17q e 19q, denominadas de FWT1 e FWT2 (Familial
Wilms Tumor 1 e 2), respectivamente (DOME e COPPES 2002; GRUNDY et

al. 2002; STRONG 2003).

1.3.5 Gene PLCG2

O gene PLCG2 (NG_032019) esta localizado em 16924.1 e é
responsavel pela codificacdo de uma proteina que, quando analisada em um
grupo de amostras de TW, apresentou expressdo diminuida ou ausente
(MASCHIETTO et al. 2008).

Diversos estudos relacionaram a LOH de 16 com o TW (MAW et al.
1992; SKOTNICKA-KLONOWICZ et al. 2000; MESSAHEL et al. 2009),
evento observado em aproximadamente 20% dos casos e normalmente
associada a um pior prognostico. Em um estudo prévio realizado por nosso
laboratério, verificou-se a diminuicdo ou auséncia da expressado de PLCG2
em TW, recapitulada nos estagios iniciais da nefrogénese indicando um
possivel envolvimento desse gene na formagdo desses tumores
(MASCHIETTO et al. 2008).

Além disso, recentemente, um estudo desenvolvido por nosso grupo

resultou na descoberta de uma variagdo missense PLCG2, que nao foi
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detectada em individuos controles ou banco de dados, podendo se tratar de

alteragdes relacionadas ao desenvolvimento de TW (BARROS 2012).

1.3.6 Gene APC

O gene APC (NG_008481) esta localizado em 5921-922, pertence a
via de sinalizagdo Wnt e, segundo estudos desenvolvidos por nosso grupo
de pesquisa, possivelmente esta relacionados a formacao de TW, uma vez
que a expressdo deste gene encontra-se alterada em amostras tumorais
(MASCHIETTO et al. 2008). Alteragdes no gene APC afetam a ativagéo da
B-catenina, membros da via Wnt, e altera o processo de proliferacao celular,
processo este que tem papel chave no desenvolvimento de um amplo
espectro de doengas malignas (MAITI et al. 2000).

O gene APC é um gene exaustivamente estudado e avaliado em
diversos tipos de tumores. Mutagbes somaticas neste gene tem sido
identificadas em casos de tumores colorretais, tumores de estdbmago,
pancreas, tiredide, ovario e outros. A maioria das alteragcdes resulta em uma
proteina truncada de APC, quer por uma mutagdo nonsense (30%) ou por
uma mutagdo frameshift (68%). Esta caracteristica permite concluir que a
maioria das alteragbes neste gene é verdadeiramente deletéria para a
funcdo APC (LAURENT-PUIG et al. 1998). Recentemente, um estudo
desenvolvido por nosso grupo resultou na descoberta de duas alteragdes
missense no gene APC em duas amostras de TW, que n&o foram
identificadas em individuos controles ou banco de dados, podendo se tratar

de alteracdes relacionadas ao desenvolvimento de TW (BARROS 2012).
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1.3.7 Gene HACE1

O gene HACEL, localizado no brago longo do cromossomo 6,
(NM_020771.3), foi identificado como envolvido em um rearranjo
cromossémico em 1(6;15)(921;921) de pacientes com TW. Este rearranjo
esta relacionado com o aumento de expressdao do mRNA de HACE1 quando
comparado a expressao no tecido normal, mesmo quando a translocacao
ndo acontece diretamente no locus de HACEl. Através de analises
utilizando o método de FISH (Fluorescence in situ hybridization) confirmou-
se a localizagdo do gene em humanos e que, em individuos com TW, esta
regido esta realmente alterada (ZHANG et al. 2007).

Perdas genbmicas envolvendo o cromossomo 6921 vem sendo
descritas e relacionadas aos mais variados tipos de tumor, como prostata,
mama, e ovario, bem como leucemias e linfomas, sugerindo que esta regido
abrange um ou mais genes supressores tumorais (GNARRA et al. 1994;
MARTIN et al. 2003).

A nivel molecular, HACE1 aparece como regulador da progressao do
ciclo celular durante stress celular decorrente da interfréncia da degradagao
de ciclina D1. Em estudo recente, o grupo de ANGLESIO e colaboradores
(2004) demonstrou que HACE1 atua em conjunto com p53 na prevengéo
quanto a formagdo tumoral e a mutagdo em ambos 0s genes aumenta
drasticamente a incidéncia de cancer, bem como a variedade dos tumores

quando comparados a camudongos com p53 mutado em apenas um alelo.



13

1.4 SEQUENCIAMENTO NOVA GERACAO

O desenvolvimento de novas técnicas de sequenciamento de DNA
permitiu uma enorme evolugdo no campo da biologia molecular e da
genética, sendo que atualmente é possivel o sequenciamento completo do
DNA genémico, com custo e tempo muito reduzidos. Em paralelo aos
avancos das técnicas de sequenciamento, as estratégias de captura de
regides gendmicas de interesse foram aprimoradas, para que se pudesse
direcionar o sequenciamento as por¢des gendmicas codificantes, o exoma,
abrangendo grande parte das variagdes funcionais presentes em uma célula
ou tecido (SARAH et al. 2010).

Assim, o sequenciamento do repertorio génico completo pode ser
utilizado como uma ferramenta poderosa para que se possa definir
alteragdes génicas germinativas que predispde a um determinado tumor, e
as alteragdes somaticas presentes no tecido tumoral, dando pistas dos

fatores genéticos associados a sua formagao e desenvolvimento.
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2 JUSTIFICATIVA

Um aspecto importante envolvido com o aparecimento do tumor é o
da definicdo do painel de mutag¢des associados ao TW, uma vez que apenas
30% dos casos de TW estdo relacionados a alteracbes em genes ja
descritos (RUTESHOUSER et al. 2008), demonstrando que para a grande
maioria dos casos de TW (70%) mutagdes génicas ainda nao foram
devidamente associadas.

Assim, devido a necessidade de se identificar alteragdes moleculares
responsaveis pelo surgimento e progressao tumoral, este projeto propde a
validacdo de alteracbes somaticas e de novo em pacientes com TW
esporadico, incluindo DNA do tumor e do sangue do paciente, bem como a

analise do DNA do sangue de seus respectivos progenitores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este projeto tem por objetivo a identificagdo de alteragbes pontuais
somaticas e de novo em amostras de tumores e de sangue de pacientes de

Tumor de Wilms (TW) e seus progenitores.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Confirmacéao da presenga das alteragdes de novo e somaticas através
de sequenciamento capilar identificadas previamente por

sequenciamento do repertorio génico por sequenciamento do exoma.

2) Avaliagdo da frequéncia de variagbes somaticas identificadas em

amostras de TW independentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 COMITE DE ETICA

O presente trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center-Fundagdo Anténio

Prudente, sob registro 1396/10 B.

4.2 SELECAO DOS PACIENTES

Foram selecionados quatro pacientes anteriormente participantes de
projetos do mesmo grupo de pesquisa, uma vez que as amostras
sanguineas destes pacientes e das respectivas méaes ja haviam sido
coletadas.

Em seguida, foi realizada uma avaliacdo clinica que culminou na
exclusdo de pacientes com tumores bilaterais ou com suspeita de sindromes
associadas, incluindo hemihiperplasia, resultando em 3 amostras préprias
para o estudo. Ao se avaliar previamente o material armazenado no Banco
Tumores do Departamento de Patologia do A.C.Camargo Cancer Center
referente aos trés pacientes pré-selecionados, um deles era composto
apenas por necrose. Dessa forma 2 pacientes foram selecionados para este
estudo, porém, por conta de problemas encontrados na obtencdo de novas

amostras (sangue paterno), prosseguiu-se com apenas 1 paciente, do qual
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ha 4 amostras de DNA relacionadas (sangue e tumor do paciente, sangue
da mée e sangue do pai).

As amostras utilizadas foram obtidas através de um projeto anterior,
desenvolvido no A.C.Camargo Cancer Center, coordenado pela Prof?. Dra.
Beatriz de Camargo. Este referido projeto esta registrado no Programa de
Integracdo de Gerenciamento de Amostras (AC Projects), do A.C.Camargo
Cancer Center, sob registro DUB533 e aprovado no comité de ética (CEP)
sob registro 1304-09. Consta entre os documentos referentes a este projeto,
o termo de consentimento livre esclarecido (TCLE), devidamente assinado
pelos pacientes, permitindo que, caso houvesse excedente das amostras
cedidas, as mesmas poderiam ser utilizadas em outros projetos da

instituicdo (Anexo 1).

4.3 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras utilizadas no presente estudo estdo relacionadas ao
paciente TW 12T/21F, atualmente com 7 anos. Tal paciente foi
diagnosticado com TW aos 2 anos de idade, localizado no rim direito, em
estadio | e de risco intermediario. O paciente foi entdo submetido ao
protocolo SIOP 2001 (quimioterapia pré-operatéria) seguida por nefrectomia
direita total.

Apoés decorridos seis meses da cirurgia, foram identificadas massas
retroperitoneiais (1 pré-caval e outra para-vertebral), adjacentes ao leito

renal, deslocando-se supero-lateralmente a veia cava inferior e
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anteriormente a cabeca pancreatica, mas sem comprometimento linfonodal.
Assim, o paciente foi submetido a novas sessdes de quimioterapia (6 ciclos
de ICE - Ifosfamida, Carboplatina e Etoposide) e radioterapia (14 sessoées),
resultando em resposta completa ao tratamento.

Foram coletadas, além das amostras correspondentes ao sangue e
tumor do paciente, amostras sanguineas de seus pais para que se

realizasse a extracao do DNA das mesmas.

4.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Para a extracdo do DNA genbmico das amostras de sangue, foi
utilizado o kit Puregene®-DNA purification gene (Qiagen - Duesseldorf,
Alemanha) conforme recomendacdes do fabricante. O DNA dos tumores foi
extraido pela metodologia de fenol/cloroférmio, conforme protocolo seguido

pelo Banco de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center.

45 ETAPAS REALIZADAS ANTERIORMENTE A ESTE PROJETO

45.1 Rastreamento de Mutacdes em WTL1l por Sequenciamento de
Sanger

Com o objetivo de buscar novas alteragcbes nas amostras
selecionadas para este projeto, excluindo aquelas que apresentassem
mutagdes ja bem descritas, foi realizado o sequenciamento completo do

gene WT1 pela Dra. Mariana Maschietto. A sequéncia genémica do WT1
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(NG_009272.1) foi obtida do National Center for Biotechnology Information
(NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para desenho dos oligonucleotideos
flanqueando os 10 éxons correspondentes as quatro variantes de splicing
alternativo principais do gene em questao (Tabela 1), procedimento este,
realizado por nosso grupo de pesquisa, anteriormente ao inicio deste
projeto.

A amplificagao de todos os fragmentos foi feita usando o kit Platinum
Tag DNA Polimerase (Invitrogen — Califérnia, Estados Unidos) para uma
reacdo com volume final de 25ul, seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante, realizando apenas pequenas variagdes na temperatura de
anelamento e na concentracdo de magnésio, visando a obtengdo de
melhores resultados. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de

agarose 1% corado com Sybr Safe (Invitrogen — Califérnia, Estados Unidos).

Tabela 1 - Caracteristicas dos primers que flanqueiam todos os éxons do
WT1

] Exons Tamanho . Exons Tamanho
Primers Primers
flanqueados esperado flanqueados  esperado
WT1 1 1 467bp WT17 7 292bp
WT1 2 1 608bp WT18 8 309bp
WT1 3 2e3 767bp WT19 9 354bp
WT1 4 4 292bp WT1 10 10 538bp
WT15 5 253bp WT1 11 10 527bp

WT16 6 286bp WT1 12 10 622bp
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As reacgbes de sequenciamento foram realizadas conforme descrito no
item 4.6.3. e as sequéncias geradas foram alinhadas na sequéncia

referéncia e analisadas no programa CLCBio Main Workbench.

4.5.2 Sequenciamento do Exoma

A etapa de sequenciamento do exoma foi realizada pela Dra. Elisa
Napolitano e Ferreira. O enriquecimento da regiao correspondente ao exoma
foi utilizado o SureSelect Human All Exon 50Mb Kit (Agilent) em conjunto
com o SOLID™ Fragment Library Barcoding Kit (Applied Biosystems -
Califérnia, Estados Unidos) para a construgéo das bibliotecas, seguindo as
recomendagdes dos fabricantes.

Simplificadamente, o DNA gendmico foi fragmentado por sonicagao,
ligado a adaptadores especificos, hibridizado com moléculas de RNA
contendo biotina, correspondentes a regidao do exoma (50Mb) e capturados
com particulas magnéticas de estreptavidina. Cada amostra foi marcada por
um barcode unico adicionado a adaptadores especificos, permitindo que se
realizasse o sequenciamento em paralelo de amostras distintas.

Por fim, as bibliotecas resultantes das diferentes amostras foram
misturadas em quantidades equimolares, amplificadas através de PCR em
emulsdo e sequenciadas utilizando o SOLID™ 4 System. A tecnologia de
sequenciamento do SOLID™ utiliza a amplificacdo em emulsdo do DNA
ligado a esferas. Apos a amplificagdo, as esferas com fragmentos de DNA

modificados na extremidade 3" sdo depositadas em uma flowchip.
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O sequenciamento ocorre por multiplas etapas de hibridizacdo e
ligacdo. Iniciadores sao hibridados aos adaptadores no DNA molde e
octameros fluorescentes hibridizam com a regido adjacente do iniciador.
Através da agado de uma ligase, ocorre a ligagao destes fragmentos e entao
é feita a deteccdo da fluorescéncia presente no octdmero. A marcacao
fluorescente do octadmero depende do par de bases inicial, permitindo a
interrogacéo das duas primeiras bases nas quais ele se hibrida. Apds a
hibridizacdo e deteccdo, as trés bases finais do octamero sdo clivadas e
ocorrem multiplos ciclos de ligagao, detecgéo e clivagem. Posteriormente, o
produto de extensédo é removido e um iniciador complementar a regido n-1
do DNA molde inicia um novo ciclo de ligagdes. Cinco ciclos de iniciadores
sdo completados para cada fragmento de DNA molde. A principal vantagem
desta metodologia € que cada base € determinada em duas ligacdes
independentes, resultando em uma leitura precisa (99,9%) que requer pouca
cobertura para atingir um valor confiavel de chamada de bases.

Foi realizado o sequenciamento do exoma completo do caso
selecionado no estudo (paciente TW 12T/21F), incluindo DNA do sangue e
do tumor do paciente e do sangue de seus progenitores partindo de 3ug de
DNA.

Os resultados obtidos ao fim deste sequenciamento, n&o
apresentaram cobertura suficiente para que a analise proposta fosse
devidamente realizada. Sendo assim, foi realizado um segundo

sequenciamento do exoma, utilizando o equipamento SOLID™ 5500XL (Life
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Technologies) para que se aumentasse a cobertura das amostras
analisadas.

O protocolo utilizado para a realizagdo deste segundo
sequenciamento de exoma, segue as mesmas etapas daquele utilizado no
sequenciamento utilizando o SOLID™ 4 System, com diferencas
significativas apenas no que diz respeito ao software utilizado para analise

do sequenciamento.

4.5.3 Analise de Bioinformatica

As analises bioinformaticas do sequenciamento do exoma foram
realizadas em uma primeira fase através de colaboragao com o grupo do Dr.
John Weinstein do Departamento de Bioinformatica e Biologia
Computacional do M.D. Anderson Cancer Center (Universidade do Texas,
Houston, EUA) e, em um segundo momento, com o grupo do Dr. Pedro
Galante do Centro de Pesquisa do Hospital Sirio Libanez.

O Dr. Xiaoping Su do grupo do Dr. John Weinstein (M.D.Anderson
Cancer Center) realizou a analise bioinformatica utilizando a ferramenta
Mozaik Assembler para mapeamento no genoma humano. Para a
identificacdo das alteragdes pontuais e indels, utilizou-se a ferramenta
Gigabayes.

A analise bioinformatica realizada pelo Dr. Pedro Galante esta
descrita a seguir, de forma resumida: As leituras geradas foram alinhadas
contra o genoma humano de referéncia (GRCh37/hg19) através do alinhador

Mapreads do Bioscope (http://www.lifescopecloud.com/). As sequéncias que
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nao apresentaram resultados positivos neste primeiro alinhamento foram
alinhadas novamente, porém, utilizando-se da ferramenta NovoalignCS

(http://novocraft.com/) que permite intervalos (gaps) nos alinhamentos,

importantes por serem, em potencial, inser¢des ou dele¢des (indels).

As variagdes de nucleotideo unico (SNVs), assim como as insergoes
e delegdes (indels) foram identificadas utilizando um conjunto de programas
publicos em combinagdo com um conjunto de programas (pipelines)
desenvolvidos pela equipe local (Laboratério de Bioinformatica do Hospital
Sirio-Libanés).

Partindo dos alinhamentos, as SNVs e indels foram identificadas
utiizando o SAMtools (http://samtools.sourceforge.net/) e o mpileup
(http://samtools.sourceforge.net/mpileup.shtml), que permitem a
manipulacdo de alinhamentos em diferentes formatos, sendo capazes de
converter, ordenar e mesclar alinhamentos, remover duplicatas de PCR,
gerar informacgdes por posi¢oes, entre outras fungdes.

Os resultados gerados foram processados por pipelines que
identificaram o tipo das substituicdes (SNV ou Indel) bem como sua
localizagdo gendmica (regido codificadora, UTR, intrbnica, em sitios de
splice ou intergénica). Para as substituicbes em regides codificadoras, o
gene afetado foi devidamente identificado, baseado no conjunto de genes
conhecidos do RefSeq (http://www.ncbi.nim.nih.gov/RefSeq/, versao 55) e o
tipo da substituicdo (sinbnima, ndo sinbnima missense e nao sindnima non-

sense).
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4.6 SELECAO DAS ALTERACOES ENCONTRADAS

As etapas seguintes foram realizadas no escopo dessa dissertagao

com a participacao fundamental da aluna de doutorado Giovana Torrezan.

4.6.1 Desenho Dos Primers

Baseando-se nas alteragdes encontradas, foram desenhados primers
a partir da sequéncia do DNA gendémico disponibilizado pelo National Center
for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), objetivando a
amplificacdo dos fragmentos de interesse, que variam de 147 a 492 pares de
bases (pb).

Apos o desenho dos primers, os mesmos foram avaliados pelo
programa Oligotech v1.0, para exclusdao daqueles que apresentassem,
possivelmente, temperatura de anelamento maior do que 2°C de diferenca
entre ao pares, estruturas secundarias ou homodimeros com temperatura de

até 10°C.

4.6.2 ReacOes De Amplificacdo (PCRs)

Inicialmente, as PCRs foram realizadas contendo 1 unidade da
enzima Platinum® Taq Polimerase High Fidelity (Invitrogen — Califérnia,
Estados Unidos) 1X tamp&o 2mM dNTP 2mM MgSQO,4, 4pmol de primer
forward, 4pmol de primer reverse e 12,5ng de DNA genémico. Porém, apds
alguns testes, verificou-se uma maior eficiéncia na utilizagcdo da enzima

KAPA2G Fast HotStart ReadyMix (2X), mix este composto pelo tampao da
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referida enzima (1x), dNTP (0,2mM cada dNTP 1x), MgCl, (1,5mM a 1x) e a
enzima KAPA2G Fast HotStart DNA Polymerase (0,5U). Para completar
todos os itens necessarios a reagao, foram adicionados os primers e 1,54l
(18,75ng) de DNA. Para as amostras controle (positivo e negativo), foram
utilizadas uma aliquota de DNA de individuo controle e uma aliquota de
agua Milli-Q respectivamente e todas as reag¢des foram realizadas com um
volume final de 20pl.

A reacéo foi incubada a 94°C por 2min, seguido de 40 ciclos de 94°C
por 15s, 60°C por 18s e 72°C por 1s, seguido por 72°C por 1min, mantidas,
ao fim, a 4°C. Pequenas modificacbes nestas condigcdes foram realizadas
para que se obtivesse otimizagao da reagao para cada par de primer.

Em seguida, os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose

1% para checagem do tamanho das sequéncias obtidas.

4.6.3 Tratamento com EXO/SAP e Reacdes de Sequenciamento Capilar

Para as amplificagbes que obtiveram banda UuUnica quando
visualizadas em gel de agarose, os produtos de PCR foram tratados com 1
unidade de SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) e 1 unidade de EXOI
(Exonuclease 1), juntamente com o tampao de eluicéo (1X), numa reagao de
volume total de 10ul. Os produtos foram entdo, tratados e incubados a 37°C
por 30 minutos e 80°C por 15 minutos, mantidos, em seguida, a 4°C.

Apos este processo, as amostras foram sequenciadas pelo método
Sanger, com o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life

Technologies — Califérnia, Estados Unidos), 5pmol do oligonucleotideo



26

especifico para cada fragmento e agua para que se obtivesse um volume
final de 10ul da reacdo. Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados a
reacao 1ul de acetato de sddio 3M pH 5.2 1ul de EDTA 125mM pH=8 e 30uL
de ETOH 100% na temperatura ambiente, permanecendo por 15 minutos no
escuro a tempreatura ambiente. A reacgéao foi centrifugada a 4.000rpm por 30
minutos a 4°C, seguido de um spin invertido. A reacgéao foi entdo lavada com
30ul de ETOH 70% gelado, centrifugada novamente nas mesmas condigdes
a 4.000rpm por 25 minutos a 4°C, seguida de spin invertido.

Ao fim desta etapa, foram adicionados 13ul de formamida e a reacao
foi desnaturada a 95°C por 4 minutos, sendo, em seguida, mantida no gelo
até ser levada ao sequenciador ABI Prism 3130 XL (Applied Biossystems -

Califérnia, Estados Unidos).

4.6.4 Confirmacdo das Alteracbes Candidatas por Sequenciamento
Capilar

As alteracbes selecionadas, amplificadas atravées de PCR e
sequenciadas por sequenciamento capilar, foram entdo avaliadas
manualmente com o auxilio do programa CLC Genomics 5.

Para esta analise, foram pareadas a sequéncia referéncia do gene em
questdo, juntamente com as sequéncias relacionadas aquele gene e o0s
produtos resultantes do processo de sequenciamento das amostras. Em
seguida, através dos dados fornecidos pela analise bioinformatica, a

alteracéao foi localizada e analisada.
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Para uma das alteragcbes validadas, foram utilizadas, 69 amostras de
DNA tumoral e 27 amostras de cDNA tumoral de probandos diagnosticados
com TW, totalizando 96 amostras que estavam devidamente armazenadas
no Banco de Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center obtidas em
colaboragdo com o Childrens Oncology Group (COG), referentes a outros
casos de TWs de estadios Ill ou IV, apresentando apenas o componente
blastematoso. Para estas amostras, realizou-se o sequenciamento dos
quatro éxons do dominio proteico. Além disso, como controle negativo,
foram utilizadas 272 amostras referentes a individuos saudaveis (sem
cancer), para que se pudesse descartar a possibilidade de a mutagao

encontrada representar um polimorfismo.
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5 RESULTADOS

5.1 PRIMEIRA SELECAO DAS ALTERACOES PARA VALIDACAO

Os dados oriundos do sequenciamento do exoma das amostras (DNA
do tumor e sangue do paciente, bem como do sangue de seus progenitores),
foram analisados para busca de alteragdes somaticas (presentes apenas no
tumor do paciente) e alteragées de novo (presentes no sangue e tumor do
paciente e ausente nos pais).

Inicialmente, utilizamos os resultados gerados pela analise
bioinformatica realizada em colaboragcdo com o grupo do M.D. Anderson
Cancer Center (Universidade do Texas, Houston, EUA). Os resultados
obtidos apresentaram baixa cobertura, dificultando a chamada das variantes.
Mesmo assim, algumas variantes foram selecionadas para dar
prosseguimento as analises.

Assim, foram selecionadas para validacdo por sequenciamento
capilar 18 alteragdes somaticas e 18 alteracbes de novo, sendo que
nenhuma delas foi confirmada, sugerindo a ocorréncia de problemas na
analise de bioinformatica na etapa de mapeamento contra o genoma
humano utilizando a ferramenta Mozaik Assembler, ou na etapa de
identificacéo de alteragdes pontuais e indels pela ferramenta Gigabayes.

Optou-se, entdo, pela inspecao manual do mapeamento utilizando a

ferramenta CLC Genomics Workbench (CLCbio), onde verificou-se que
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apenas duas das 36 alteragdes reportadas pela analise de bioinformatica
apresentavam os resultados descritos. Destas, em 18 genes foram
identificadas alteragcbes do tipo “troca de uma base”, distintas daquelas
previamente descritas, presentes a uma distancia que varia de 1 a 3
nucleotideos em relagao a coordenada gendmica reportada pela analise de
bioinformatica (Figura 1). Estas alteragcbes foram avaliadas pelo
sequenciamento capilar e 10 delas (71%) foram confirmadas (Anexos 2 e 3).

De forma geral, os resultados obtidos através do sequenciamento
capilar e o mapeamento realizado com a ferramenta CLC Genomics
Workbench, foram concordantes para 65% das coordenadas gendmicas
avaliadas (Anexos 2 e 3), sugerindo que a auséncia de validagao dos dados
iniciais foi decorrente de artefatos gerados pelo alinhamento e pelos critérios
utilizados na analise de bioinformatica anterior, e ndo por artefatos gerados

pelo sequenciamento na plataforma SOLID™4,
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197072421

chrl CACTTCTTTGTTGCACAT

Consensus CACTTCTTTTIGTTGCACAT
2245

Coverage
0

CACTTCTTTTGTTG
CACTTGATTTGTTGCACAT
CACTTCATTTIGTTGCACAT
CACTTCTTERTIGTTGCACAT
CACTTCTTHETIGTTGCACAT
CACTHCTTTTIGTTGCACAT
TCTT GTTGCACAT
TCTTRTIGTTGCACAT
TCTT GTTGCACAT
TCTTETIGTTGCACAT
TCTT GTTGCACAT
CTTRTIGTTGCACAT

CACT
CACTTCTTETIGTTG
CACTTCTT GTTGCACA
CACTTCTTETIGTTGCACA
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTERTIGTTGCACAT
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTHRITIGTTGCACAT
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTRTIGTTGCACAT
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTRTIGTTGCACAT
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTRTIGTTGCACAT
CACTTCTT GTTGCACAT
CACTTCTTERTIGTTGCACAT

Alterac&o: troca de base
Posigao: 197072420

Figura 1 - Exemplo de analise do mapeamento dos dados de

sequenciamento do exoma. Gene ASPM. Entre as linhas verticais vermelhas, a

posicdo da delecdo esperada, descrita como resultado de analise no Mozaik. Em destaque
(em roxo), uma troca de base (de T para C), presente na maioria das reads mapeadas, na
posicdo vizinha aquela descrita pelo Mozaik. (chr1/consensus: sequéncia referéncia do
gene. Sequéncias em verde — provenientes do sequenciamento da fita senso. Sequéncias

em vermelho — provenientes do sequenciamento da fita antisenso.

Além disso, para se obter uma cobertura maior e consequentemente
facilitar as analises, foi realizado novo sequenciamento, desta vez com o

SOLID™ 5500XL (Tabela 2).
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52 NOVO SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS BIBLIOTECAS

DE EXOMA

Foi realizado um novo sequenciamento das quatro bibliotecas de
exoma, na plataforma SOLID™ 5500XL (Life Technologies - Califérnia,
Estados Unidos), seguindo as recomendacgdes do fabricante, utilizando dois
exomas por lane de sequenciamento. Foram depositadas, em média 200
milhdes de beads em cada lane, utilizando a estratégia de sequenciamento
barcode paired-end que realiza o sequenciamento de 35 bases a partir de
uma das extremidades do fragmento, e de 75 bases a partir da outra
extremidade.

Com os dados oriundos deste sequenciamento, pode-se verificar um
aumento significativo quanto ao total de sequéncias resultantes para cada
amostra, chegando a duplicar alguns resultados anteriormente obtidos na

utilizacao da plataforma SOLID™ 4, como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Total de dados gerados.

Primeira Segunda leitura Cobertura Cobertura
_ _ Aumento de i " .
Amostra leitura (SOLID™ média da regido  média (X)
_ cobertura (%)
(SOLID™4 ) 5500XL) alvo (%)

TW12 128.329.856 194.425.183 52% 90.58% 41X
21F 281.583.245 620.978.245 121% 93.68% 178X
21M 186.428.521 431.293.170 131% 93.42% 122X
21P 107.684.954 288.505.016 168% 93.18% 100X

Numero total de sequéncias (leituras) gerados nas plataformas SOLID™4 e SOLID™
5500XL para cada amostra. (Amostra TW12 — amostra de DNA tumoral do probando. 21F —
Amostra de DNA sanguineo do probando. 21M — Amostra de DNA sanguineo da mée. 21P
— Amostra de DNA sanguineo do pai).
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Os dados obtidos foram analisados em colaboragdo com o grupo do
Dr. Pedro Galante do Hospital Sirio Libanés.

Todas as variacdes encontradas pela analise bioinformatica foram
carregadas em um banco de dados relacional (MySQL-
http://www.mysql.com/) para que se pudesse realizar comparagdes entre as
alteracdes identificadas em cada amostra. Para identificagcdao das alteragdes
somaticas, foram selecionadas apenas aquelas variacbes de nucleotideo
unico exclusivamente reportadas na amostra tumoral. Para identificacdo das
alteracdes de novo, foram selecionadas aqueles SNVs, reportadas tanto na
amostra tumoral quanto na sanguinea do paciente e ausentes nas amostras

dos progenitores.

53 SEGUNDA SELECAO DAS ALTERACOES PARA

VALIDACAO

As alteragbes SNVs de novo e somaticas identificadas que estavam
presentes no banco de dados de SNP (dbSNP) foram descartadas, sendo
selecionadas somente as alteragdes desconhecidas.

Em relacdo as alteracbes de novo desconhecidas, trés foram
classificadas como alteragdes de perda de fungdo (duas nonsense e uma
splice site), automaticamente selecionadas para validagao (Tabela 3). Foram
identificadas ainda, 80 alteracbes missense novas e, dentre elas 20
apresentaram 10 ou mais reads distintas no resultado obtido apds o

sequenciamento no SOLID™ 5500XL, reportando a variante descrita. Estas
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20 alteragdes foram avaliadas em dois programas de predigao dos efeitos
decorrentes de alteracbes de troca de aminoacido (SIFTBlink -
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_BLink_submit.html e Polyphen -
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), o que possibilitou a sele¢cao daquelas
descritas como deletérias em pelo menos um deles.

Como resultado desta analise, foram selecionadas 7 alteracbes nao
sinbnimas de interesse, onde 2 foram excluidas por estarem localizadas em
regides de alta similaridade com outras por¢gdes do genoma, impossibilitando
o desenho de primers especificos. Em resumo, apds todos os critérios,
foram selecionadas para validagdo 8 alteragdes de novo (5 missense 2
nonsense e uma splice site). Para estas alteragdes selecionadas, primers
foram desenhados e analisados no programa Oligotech v1.0 (Tabela 3).

Para a selecao das alteracbes somaticas foram identificadas apenas
12 alteragbes de interesse candidatas, todas missense (ndo foi identificada
nenhuma alteragdo nonsense ou splice site). Foram excluidas 4 alteracdes
por estarem localizadas em regides repetitivas. Por fim, obtivemos 8
alteracbes somaticas candidatas a validacdo, para as quais foram

desenhados primers (Tabela 4) .



Tabela 3 - Alteragcbes de novo selecionadas para validacao

Posicio Base Cobertura Base Cobertura Percentual
Gene Chr ¢ . base base Base Classificacao SIFT Polyphen
(Hg19) referéncia . alterada
referéncia alterada Alterada
ACTL7A 9 111625218 A 16 G 11 41% Missense Afeta a agao Benigna
protéica
AGRN 1 957638 G 40 T 11 22% Missense Afeta a agdo Provavelmente
protéica danosa
NAGPA 16 5075484 c 10 A 13 57% Missense Afeta a agdo Provavelmente
protéica danosa
RPL3L 16 1995846 G 11 A 12 52% Missense Afeta a agao Provavelmente
protéica danosa
SAA2 11 18269491 G 12 A 12 50% Missense Alteragao tolerada Posjg’::::me
APBA3 19 3759854 G 6 A 9 60% Nonsense - -
IRX1 5 3599338 G 5 C 6 55% Nonsense - -
MRPL37 1 54681921 T 32 A 5 14% Splice site - -
Chr — Cromossomo
Tabela 4 - Alteragcbdes somaticas selecionadas para validagao
. A Cobertura base Cobertura base Percentual Base - ~
Gene Chr Posigéo (Hg19) Base referéncia referéncia Base alterada alterada Alterada Classificacao
DROSHA 5 31421465 C 32 T 5 14% Missense
PKHD1L1 8 110463332 A 28 C 6 18% Missense
SLC7A7 14 23244714 G 6 A 5 45% Missense
TLR7 X 12906217 T 26 C 5 16% Missense
TRIOBP 22 38121115 G 20 A 8 29% Missense
TTK 6 80750407 T 5 C 5 50% Missense
WDR27 6 170049309 C 11 T 5 31% Missense
ZNF432 19 52537713 C 24 T 8 25% Missense

Chr — Cromossomo

34
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5.4 DESENHO DOS PRIMERS

Os genes selecionados tiveram primers sintetizados, conforme
visualizado na Tabela 5, seguido do tamanho de seus respectivos

amplicons.

Tabela 5 - Sequéncia dos primers forward e reverse e tamanho dos
amplicons das alteragdes de novo e somaticas selecionadas para validagao.

Gene Sequéncia Primer Forward Sequéncia Primer Reverse Amplicon

(pb)
de novo
ACTL7A  GACATGGCATCATCGTGGACTGG GACCACGTAGGACACGCCATGG 492
AGRN ATGACACCTACCGCCATGTC GGTCTCCAAAGCCGCTGATCAC 147
APBA3 GGAGATTGCTGATGCCCAC GCTCTTCAGGTGTGACTAG 278
IRX1 CCTTGAAGCGGCTGCTTC GATGGCCAGCATGATCTTC 348
MRPL37 CACTCCACAGCTTCTGATTTG CACTCCACAGCTTCTGATTTG 261
NAGPA CACTGCAGCAAACCTGTCCTTG  ACGCCAGTGGCCTTGAAATTTCC 309
RPL3L GGAAGTGAACAACGACTTCG CAGGAAGGTCTTGCTCACCTAG 282
SAA2 GGCTCTCGTCGGAATATAAGTCC ACACTCAGGACCAAGGAGCA 190
Somaticas

DROSHA ATCGAGGGGCCTTAGGGAAT ACCCCTCTAATCTTCACTCTGC 325
PKHD1L1 AGGTTTTGGAAATGAATCAGGGC ACTGTCCGGGCATAGGAGAA 321
SLC7A7 GAAGGGATGGCAGAGAGGGA TTAGCATAGTGCCTTGCCCG 349
TLR7 CCTGGCCACAGATGTGACTT TCTTCCAGTTTGGCCACCAG 333
TRIOBP CAGGACAACCCCAGAACTTGT GCCCAGGGGATGTCTTTGTT 287
TTK AGTTAACCAAATGGCCAAGGGA CTGTACTGTATGCAGAAGAAGAA 301
WDR27 TGAGAGACACAGGAGGGGAG AGTGTTGGAAAGGTCTAGGT 318

ZNF432 AGGCTTCACCACAAAACACT GATGAGCATGCTTTTCACAGT 280
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5.5 VALIDACAO POR SEQUENCIAMENTO CAPILAR

As PCRs foram realizadas para cada gene utilizando as 4 amostras
do estudo: DNA de sangue e tumor do probando e DNA de sangue dos
progenitores. Os produtos de PCR foram avaliados em gel de agarose 1%
(Figura 2) para verificagdo do tamanho dos fragmentos amplificados.

As sequéncias obtidas na analise de cada gene foram alinhadas
contra a sequéncia referéncia do gene obtida no banco de dados Genbank

com auxilio do software CLC Genomics 5.

2072

1500

600 —
500 —
400 -

300 —
200 —

100 —

Figura 2 - Resultado da padronizagao de PCR. Gel de agarose, demonstrando o
resultado da padronizagdo da PCR, utilizando DNA controle para os 8 genes selecionados
com alteragbes de novo (1- Ladder 100Kb 2 - ACTL7A, 3 - AGRN, 4 - APBA3, 5 - IRX1, 6 -
MRPL37, 7 - NGPA, 8 - RPL3L, 9 - SAA2 10 — Controle Negativo).

Com relagao as alteracdes previamente descritas como de novo, dos
8 genes sequenciados, 4 (50%) nao apresentaram alteracdo descrita na
analise bioinformatica (Figura 3). Outros 4 genes (50%) apresentaram

alteracao tanto nas amostras tumoral e sanguinea, quanto em pelo menos
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uma amostra dos progenitores (Figura 4) e, portanto, tratavam-se de

alteragdes herdadas (Tabela 6).

MM_016491_MRPL3Y GGACTG|IJAACGAG

nflict iConflict Cor
Conflict Conflic

Consensus GGANTCTAANGNG

]

Coverage

o

MRPL37_Tumor r GGACTC[TAACGAG
Trace data ’\1\ Ty

(N

MRPL37_Mae r GGACTCTIAANGAG

Trace data . . p
MWV

MRPL37_Pai_r GGACTCTAANGNG

Trace data M_;n J\I N W

MRPL37_Sangue r GGACTC[TAACGAG

Trace data N
(\/MAW

Figura 3 - Exemplo da analise do sequenciamento capilar para o gene
MRPL37 (alteragéo de novo — analise das sequéncias referentes ao sangue e tumor do

probando, pai e mae) Em destaque, a posicdo da alteragdo avaliada.
NM_016491_MRPL37: sequéncia referéncia do gene. MRPL37_Sangue r — DNA do
sangue do probando, sequenciado com primer reverse; MRPL37_Mé&e_r - DNA do sangue
da mae, sequenciado com primer reverse MRPL37_Pai r - DNA do sangue do pai,
sequenciado com primer reverse. MRPL37_Tumor_r — DNA do tumor do probando,
sequenciado com primer reverse. Neste caso, pode-se observar que n&o ha alteragcdo de
base nesta regido, sendo que apenas a base referéncia (T) foi encontrada nas 4 amostras
analisadas.
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CTGTC TGTACT

NM_006687_ACTLTA

Conflict

Consensus CTGTCCNTGTACT

ATV |

Coverage
ACTL7A Pai f CTGTCCA|ITGTACT

Trace data
e Wl

ACTL7A_Tumor f CTGTCCNTGTACT

Trace data ang\ll | _

ACTL7A_M3e f CTGTCCRTGTACT

Trace data ||"|| IV\
VYTVYVY aa

ACTL7A_Sangue f CTGTCCNTGTACT

Trace data M/\m | N\

Figura 4 - Exemplo da analise do sequenciamento capilar para o gene
ACTL7A (alteragdo de novo — analise das sequéncias referentes ao sangue e tumor do

probando, pai e mae) Em destaque, a posicdo da alteragdo avaliada.
NM_006687_ACTL7A: sequéncia referéncia do gene. ACTL7A_Pai_f — DNA do sangue do
pai, sequenciado com primer forward. ACTL7A _Tumor_f - DNA do tumor do probando,
sequenciado com primer forward. ACTL7A _Mae_f - DNA do sangue da mae, sequenciado
com primer forward. ACTL7A_Sangue_f - DNA do sangue do probando, sequenciado com
primer forward. Neste caso, pode-se observar que a alteragdo esta presente tanto na
amostra sanguinea e tumoral do probando quanto na amostra materna.
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Para as alteragdes previamente descritas como somaticas, verificou-
se com o sequenciamento capilar que 6 genes (75%) nao apresentaram a
alteracao esperada (Figura 5) e apenas 2 (25%) apresentaram a alteragao
descrita. Destes, em 1 caso a alteragao estava presente ndo s6 na amostra
tumoral, como na amostra sanguinea (Figura 6) enquanto que a outra

alteracédo foi encontrada somente em tecido tumoral (Figura 7 e Tabela 7).

NMM_177531_PKHD1L1 AGAGG CHGTACAG

Consensus AGAGGCAGTACAG
4

Coverage

[i]

PKHD1L1_Tumor_r AGAGGCAIGTACAG

Nl
I f
Trace data [ |"|
|
A

PKHD1L1 Sangue_r AGAGGCAIGTACAG

.
[
Trace data [ fl
[ 1 \
AM ) A'

PKHD1L1 Tumor f

Trace data
N ]\Q{\ Jﬁ'\ N

PKHD1L1_Sangue f

Trace data /\/\ 0
JAY | (VA

Figura 5 - Exemplo da analise do sequenciamento capilar para o gene

PKHD1L1 (alteragdo somatica — analise das sequéncias referentes ao sangue e tumor do
probando). Em destaque, a posi¢do da alteragdo avaliada. NM_177531_PKHD1L1:
sequéncia referéncia do gene. PKHD1L1_Tumor_r e PKHD1L1_Tumor_f - DNA do tumor
do probando sequenciado com primer reverse e forward respectivamente;
PKHD1L1_Sangue_r e PKHD1L1_Sangue_f - DNA do sangue do probando sequenciado
com primer reverse e forward respectivamente. Neste caso, pode-se observar que ndo ha
alteracéo de base nesta regido, sendo que somente a base referéncia (A) foi encontrada
nas 2 amostras analisadas.
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Figura 6 - Exemplo da analise do sequenciamento capilar para o gene

SLC7A7 (alteragdo somatica — analise das sequéncias referentes ao sangue e tumor do
probando). Em destaque, a posigdo da alteracdo avaliada. NM_001126105 SLC7A7:
sequéncia referéncia do gene. SAA2 Tumor_r e SAA2_Tumor_f - DNA do tumor do
probando sequenciado com primer reverse e forward respectivamente; SAA2_Sangue r e
SAA2_Sangue_f - DNA do sangue do probando sequenciado com primer reverse e forward
respectivamente. Neste caso, pode-se observar que had uma troca de base na regido de
interesse em todas as amostras, demonstrado pela presenca da base referéncia (C) e da
base variante (G) nas 2 amostras analisadas, incluindo a amostra de sangue do probando,
caracterizando uma alteragdo ndo somatica.
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Figura 7 - Exemplo da analise do sequenciamento capilar para o gene

DROSHA (alteragdo somatica). Em destaque, a posicdo da alteragcdo avaliada.
NM_013235_DROSHA: sequéncia referéncia do gene. DROSHA Tumor r e
DROSHA _Tumor_f - DNA do tumor do probando sequenciado com primer reverse e
forward respectivamente; DROSHA_Sangue_r e DROSHA_Sangue_f - DNA do sangue do
probando sequenciado com primer reverse e forward respectivamente. Neste caso, pode-se
observar que ha alteragéo de base (de G para A) na posicdo em questdo, apenas nas
amostras referentes ao DNA oriundo do tumor do probando. Nota-se, ainda, que a mesma
alteracao esta ausente no sangue do probando.
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Assim sendo, os resultados obtidos através da validagao por

sequenciamento capilar dos genes de interesse, na busca da alteracao

descrita em analise bioinformatica, podem ser analisados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 - Resultado da analise de sequenciamento capilar para validacao
das alteracdes de novo selecionadas.

Resultado sequenciamento Exoma

Resultado do sequenciamento capilar (Sanger)

Diregéo Percentual . )
Gene Bs:: Bzﬁe reads Base (Sglr:hze) (Tlijllr:gr) Pai Mae Conclusao
alteradas Alterada 9
ACTLTA A G +- 41% AG NG  AA  AG Alteragao
Herdada
AGRN G T - 22% GIG GG Gl GG Altragdondo
encontrada
APBA3 C A +/- 60% C/IA C/IA C/C C/A Alteragao
Herdada
S Alteragao
é IRX1 G C +/- 55% G/C G/IC G/C G/IG Herdada
3 MRPL37 T A - 14% T T T T Allteragéo nao
encontrada
NAGPA G T +- 57% GIT GT GG G Alteragao
Herdada
RPL3L G A +- 52% GIA GA GG  GA Alteragao
Herdada
Alteragao
SAA2 C T +/- 50% CIT CIT C/IC CIT Herdada

A tabela apresenta os genes que foram sequenciados com as respectivas alteragbes
selecionadas, o numero de reads obtido no sequenciamento do exoma (% da base alterada
em relagdo ao total de bases sequenciadas nesta posicéo), a diregdo das reads alteradas
(fita senso (+), fita antisenso (-) ou em ambas (+/-)) e o resultado do sequencimento capilar
para cada amostra (Ref — Referéncia; Alt — Alterada)
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Tabela 7 - Resultado da analise de sequenciamento capilar para validagao
das alteragcbes somaticas selecionadas.

. Resultado do sequenciamento capilar
Resultado sequenciamento Exoma

(Sanger)
Direcao Percentual . )
Gene BSesfe Base Alt reads Base (Szghze) (TFuIIr:gr) Conclusao
alteradas Alterada 9
DROSHA G T - 14% GIG GIT Alteragéo
Validada
PKHD1L1 A C + 18% AA AA Allteragéo ndo
encontrada
SLCTAT c A - 45% CIA cia  Allteragéo ndo
somatica
(2] - ~
_S TLR7 T C + 16% T T Allteragao nao
© encontrada
% TRIOBP G A + 29% G/G G/G Allteragdo néo
» encontrada
TTK T C - 50% T T Allteragéo nao
encontrada
WDR27 G T - 31% GIG GIG Allteragao nao
encontrada
ZNF432 G T +/- 259 G/G GIG Allteragao nao
encontrada

A tabela apresenta os genes que foram sequenciados com as respectivas alteragdes
selecionadas, o numero de reads obtido no sequenciamento do exoma (% da base alterada
em relagéo a base referéncia) a diregcdo das reads alteradas (fita senso (+), fita antisenso (-)
ou em ambas (+/-)) e o resultado do sequencimento capilar para cada amostra (Ref —
Referéncia; Alt — Alterada)

5.6 ANALISE E COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS DAS

ALTERACOES SELECIONADAS

Devido a baixa frequéncia de validacdo obtida para as alteracdes
selecionadas, que foi nula (0/8) para as alteragbes de novo e 1,25% para as
alteragdes somaticas (1/8), fizemos uma avaliagdo das caracteristicas de
cada alteracéo reportada pela analise de bioinformatica e realizamos uma
inspecdo manual dos dados gerado pelo sequenciamento de exoma.

Os dados mapeados das 4 amostras sequenciadas foram analisados
manualmente com o auxilio da ferramenta CLCBio Genomics, possibilitando
a identificagdo da presenca ou nao da alteracido descrita mesmo que em

frequéncia muito baixa, além de permitir uma avaliacédo visual da qualidade
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das reads de cada regiao, como a presenca de diversas alteragdes em uma
mesma read e frequéncia de reads redundantes.

A partir dos dados de bioinformatica, as alteragcdes selecionadas
foram avaliadas quanto a frequéncia da base alterada e quanto ao sentido
das reads nas quais a alteragao é reportada (fita senso (+), antisenso (-) ou
em ambas (+/)) (Tabelas 6 e 7, quarta e quinta colunas). Esta avaliagao
permitiu verificarmos que, para as alteracbes de novo, todas as alteracdes
que nao foram identificadas em nenhuma amostra, foram reportadas em
apenas uma das fitas e apresentaram frequéncias baixas (14 e 22%).

Por outro lado, as alteragdes que foram identificadas como herdadas,
apresentavam reads contendo a alteragdo em ambos os sentidos e uma
frequéncia acima de 40% (41 a 60%). Quando analisadas manualmente no
CLCBio Genomics, foi observado que estas alteracbes estavam presentes
em baixa frequéncia em pelo menos um dos progenitores e por este motivo
nao atingiram os critérios necessarios na chamada de SNVs da analise de
bioninformatica.

Em relagdo as alteragdes somaticas, ndo foi possivel observar um
padrao entre as alteragdes n&o encontradas, encontradas no sangue e no

tumor, ou validadas como somaticas.



45

57 NOVA SELECAO DE GENES RELACIONADOS A

ALTERACOES DE NOVO E DESENHO DE PRIMERS

ApOs a observagao do padrao de resultados descritos acima para as
alteragdes de novo, foi realizada uma nova selecdo de candidatos levando
em consideracao as informacdes de sentido das reads e a avaliagdo manual
das sequéncias no software CLCBio Genomics. Para as 20 variantes
missense selecionadas, realizou-se uma contagem das reads que cobriam a
regido onde se localizava a alteragdo. Aquelas variantes que apresentaram
mais de 10 reads com a alteragao descrita na analise bioinformatica apenas
na amostra do sangue do probando e ausente nos progenitores, foram
selecionadas. Assim, chegou-se a trés novos genes referentes a alteracdes
de novo: EPB41L1, ERBB2 e PARDG6B. Deu-se prosseguimento através do
desenho e confirmacéo da viabilidade dos primers (Tabela 8) para que se
pudesse realizar eficientemente as PCRs, seguidas pelo sequenciamento

dos produtos obtidos nas mesmas.

Tabela 8 - Sequéncias dos primers (forward e reverse) selecionados para
validac&o de novas alteragbes de novo, seguido por seus amplicons.

) . ) . Amplicon
Gene Sequéncia Primer Forward Sequéncia Primer Reverse (ob)
p
PARDG6B CTACCCACAGCAGATTGAAC CTGCTTGCTATGGCTGCTA 219
EPB41L1 GTTACAGAGCATTCTCCCTC GAGATTAAAAGAGCTGGCCAAG 239
ERBB2 | CCCTGCCCTCTGAGACTGATGGCTACG GCCGAACATCTGGCTGGTT 179
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Todos os procedimentos realizados para estas ultimas alteragbes
selecionadas foram exatamente iguais aos realizados anteriormente. Os
resultados obtidos ao fim do sequenciamento de Sanger permitiram concluir
que, das trés alteragbes selecionadas 2 (75%) nao apresentavam a
alteracao previamente descrita na analise bioinformatica e, portanto, apenas
1 (25%) alteracao foi confirmada e pode ser validada (PARD6B) (Tabela 9).

A alteragao (g.chr20: 49366843A>G, p.N313D) foi confirmada como
uma alteragcdo de novo, uma vez que foi encontrada apenas nas amostras
referentes ao probando (sangue e tumor) e ausentes nas amostras dos

progenitores (Figura 8).



Tabela 9 - Resultado da analise de sequenciamento capilar para validagao de novas alteragdes de novo selecionadas.

Resultado sequenciamento Exoma Resultado do sequenciamento capilar (Sanger)
Diregéo reads Percentual Base Filho . B _
Gene Base Ref Base Alt Pai Mae Conclusdo SIFT  Polyphen
alteradas Alterada (Sangue)
Alteragao .
PARDGB A G +/- 56% AIG A/A A/A ) Tolerada Benigna
validada
o Allteracao
>
2 |EPB41L1 T A + 32% T/T T TT néo Tolerada Benigna
3 encontrada
Alteracao i
ERBB2 C T +/- 56% cIT TT cIT Tolerada Benigna
Herdada

A tabela apresenta os genes que foram sequenciados com as respectivas alteragdes selecionadas, o numero de reads obtido no sequenciamento do
exoma (% da base alterada em relagéo ao total de bases sequenciadas nesta posicao), a direcado das reads alteradas (fita senso (+), fita antisenso (-)
ou em ambas (+/-)) e o resultado do sequencimento capilar para cada amostra (Ref — Referéncia; Alt — Alterada)

47
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Figura 8 - Analise do sequenciamento capilar para o gene PARDG6B (alteragéo

de novo — analise das sequéncias referentes ao sangue e tumor do probando, pai e mae)
Em destaque, a posi¢do da alteracdo avaliada. NM_032521 PARDG6B: sequéncia referéncia
do gene. PARD6B_Sangue_r — DNA do sangue do probando, sequenciado com primer
reverse; PARD6B_Mae r - DNA do sangue da mée, sequenciado com primer reverse
PARDEB Pai r - DNA do sangue do pai, sequenciado com primer reverse.
PARD6B_Tumor_r — DNA do tumor do probando, sequenciado com primer reverse. Neste
caso, pode-se observar que a alteragdo esta presente apenas nas amostras referentes ao
probando (A>G), confirmando sua classificagdo como alteragdo de novo e permitidno que a

mesma fosse validada neste estudo.
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5.8 SEQUENCIAMENTO DA ALTERACAO SOMATICA VALIDADA

EM AMOSTRAS INDEPENDENTES

Foi realizado o screening da alteragdo somatica ¢.3439G>A,
p.E1147K encontrada no gene DROSHA em outras amostras de TW. Das
96 amostras sequenciadas, 8 apresentaram a mesma mutagado encontrada
no probando selecionado para este estudo significando que esta alteracao
esta presente em 9,3% de nossa casuistica com TW (9/97) (Figura 9).

Da mesma forma, das 272 amostras de DNA oriundos de individuos

saudaveis, nenhuma apresentou a mutagao no gene DROSHA.
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Figura 9 - Sequenciamento da alteragdo somatica validada no gene

DROSHA em amostras independentes. Em destaque, a posicdo da alteragéo
avaliada. Exemplo de sequéncias referentes ao primer forward para 5 tumores (P970,
P128, P1124, P4181, P1144) que apresentaram a mesma alteracdo somatica
identificada no tumor do probando do estudo (TW12). NM_013235 DROSHA:

sequéncia referéncia do gene.
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Visando a realizacdo de analises futuras, foi realizado, também, o
sequenciamento completo do gene DROSHA em amostras referentes a 3
amostras de TW, resultando na identificagdo de alguns polimorfismos
(Tabela 10). Analisando as sequéncias obtidas, nenhuma outra mutagao

somatica desconhecida foi encontrada no referido gene.

Tabela 10 - Resultado da analise de sequenciamento do gene DROSHA
para verificagdo da presenca de outras alteracoes.

i Posicédo da Posicao da ~ » B
Exon ~ N Alteracado Classificagcdo dbSNP
alteracdo (gene) alteracdo (cDNA)
descrita (rs55656741) —
7 962 321 C>T presente em 36.3% da
populagao*
descrita (rs2287584) -
31 3665 1102 A>G presente em 44% da
populagao®
descrita (rs2241337) -
34 4124 1255 T>C presente em 30.5% da
populacao*
*Populagdo amostrada pelo projeto HapMap, que utilizou amostras de DNA oriundos de
populagbes dom descendéncia Africana, Européia e Asiatica

(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/hapmappopulations.html.en)
A tabela apresenta os resultados obtidos no sequenciamento, identificando as alteragdes
encontradas.
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6 DISCUSSAO

O TW ¢é uma neoplasia renal infantil que se desenvolve a partir de
células do blastema metanéfrico incapacitadas de completar sua
diferenciacado durante a diferenciacao do rim. Aproximadamente 30% dos
TWs apresentam mutagdes nos genes WT1, WT2, CTNNB1, APC e PLCG2.
Porém, 70% dos casos de TW ainda continuam sem nenhuma alteracao
associada.

Assim, este projeto teve por objetivo a validagcdo de alteragdes
somaticas e de novo associadas ao desenvolvimento de TW, alteracdes
estas previamente identificados por nosso grupo de pesquisa através do
sequenciamento de exoma. De inicio, partiu-se do sequenciamento de
exoma das 4 amostras associadas a um caso de TW esporadico (amostras
tumoral e sanguinea do probando e amostras sanguineas dos progenitores),
seguido pelo enriquecimento das regides gendmicas do DNA e
sequenciamento destas regiodes.

Inicialmente, para as analises de bioinformatica, foi estabelecida uma
colaboragdgo com o Departamento de Bioinformatica e Biologia
Computacional do M.D. Anderson Cancer Center (Universidade do Texas,
Houston, EUA). Devido a problemas na etapa de chamada de variantes
dessa analise, nenhuma das 18 alteracbes somaticas e 18 alteracdes de

novo selecionadas para validagao por sequenciamento capilar puderam ser
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confirmadas. Além disso, observamos que a cobertura do sequenciamento
estava relativamente baixa.

Optou-se, entédo, por um segundo sequenciamento, no equipamento
SOLID™ 5500XL, objetivando um aumento na cobertura das regides alvo.
Os dados obtidos nas duas corridas foram entdo analisados em colaboragao
com o grupo de bioinformatica do Hospital Sirio Libanés.

Foram selecionadas novas alteracbes para validacdo por
sequenciamento Sanger, ausentes no banco de dados dbSNP, dando-se
preferéncia para aquelas classificadas como alteragdes de perda de fungao
(nonsense e splice site) e de troca de aminoacido, por terem maiores
chances de interferirem na funcdo proteica e estarem relacionadas a
formacao tumoral. Para as alteragdes missense, foram selecionadas aquelas
com maiores coberturas, e que foram classificadas como deletérias em
programas de predigao in silico.

Por fim, foram selecionadas 8 alteragcdes somaticas e 11 alteragdes
de novo, sendo que uma alteracao de cada tipo pode ser validada. Por conta
do numero elevado de alteracbes de novo encontradas, foram utilizados
parametros seletivos, para restringir e especificar a escolha das alteragdes
candidatas a validacdo. Para as alteragcdes somaticas, foram obtidos apenas
8 candidatos, dado este que concorda com os dados da literatura, onde
verifica-se que que tumores pediatricos no geral apresentam uma baixa
frequéncia de mutacdes somaticas (VOGELSTEIN et al. 2013).

Segundo VOGELSTEIN et al. (2013), o numero de mutagdes em

certos tumores originarios de tecidos renovaveis, estd diretamente
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relacionado com a idade. Quando se realiza uma avaliagao linear a respeito
da regressdo tumoral, verifica-se que mais da metade das mutacdes
somaticas identificadas, ocorre durante a fase pré-neoplasica, ou seja,
durante o crescimento de células normais utilizadas para reposicdo em
tecidos epiteliais, gastrointestinais, genitourinario e outros tecidos. Todas
essas mutagdes pré-neoplasicas sdo denominadas passengers, e se sugere
que nao apresentam nenhum efeito no processo neoplasico.

Esta linha de raciocinio também ajuda a explicar porque tumores
pediatricos tem, no geral, muito menos mutagdes do que os tumores adultos.
Tumores pediatricos geralmente ocorrem em tecidos ndo regenerativos, e
aqueles que ocorrem em tecidos que se regeneram, como as leucemias,
originam-se de células precursoras que néo se renovam tao frequentemente
quanto nos adultos. Estudos referentes ao sequenciamento do genoma em
pacientes com leucemia suportam a idéia de que as mutagcdes ocorrem de
forma randémica em células precursoras normais, antes que estas células
adquiram uma mutacgao inicial (WELCH et al. 2012).

Para a maioria dos genes sequenciados, a alteragdo descrita na
analise bioinformatica nao foi confirmada pelo sequenciamento capilar. A
baixa cobertura pode ser um dos motivos pelo qual a maioria das alteracdes
nao foi validada, uma vez que a cobertura referente as alteragdes somaticas
e de novo validadas neste estudo foi 31% e 56% respectivamente,
coberturas estas superiores a média correspondentes a todas alteragdes
selecionadas (28% para as somaticas e 44% para as de novo). Para as

alteracdes de novo foi verificado que as duas alteragdes ndo encontradas no
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sangue do probando apresentavam as menores frequéncias entre as
variantes. Ainda, pela avaliacdo manual dos mapeamentos, observamos que
as variantes confirmadas como herdadas estavam presentes em um dos
progenitores em baixa frequéncia.

Estes dados mostram a importancia da cobertura das regides alvo
através do sequenciamento de nova geragao, cobertura esta que, segundo a
literatura, deve variar de 20 a 60x quando analisada em genomas grandes
como o de mamiferos (DESAI e JERE 2012). Neste trabalho a amostra que
apresentou a menor cobertura foi a tumoral (41X), o que poderia, em parte,
contribuir o baixo numero de SNVs reportadas nesta amostra. No entanto, é
importante mencionar que é esperado que o numero de alteragdes genéticas
neste tipo de tumor seja bastante menor do que é encontrado em tumores
esporadicos de individuos adultos.

Além disso, pode-se verificar que a presenga da mutacido nas reads
correspondentes aos dois sentidos (senso e antisenso) da molécula de DNA
€ uma informacgéao importante e que deve ser considerada, uma vez que 26%
das alteracbes fornecidas através da analise bioinformatica puderam ser
confirmadas apds o sequenciamento capilar e verificagdo manual.

Por fim, até o momento, foram validadas neste trabalho uma alteracao
somatica e uma alteragao de novo. Visto que estudos prévios baseados em
familias descreveram a ocorréncia de aproximadamente 143 alteragdes de
novo ausentes no dbSNP em cada individuo (ROBINSON 2010), e que
neste trabalho identificamos mais de 80 alteragdes de novo candidatas, o

processo de selegcdo e validacdo continuara a ser realizado, buscando
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validar um numero maior de alteragdes, incluindo alteragbes do tipo
insercoes e delecdes, que nao foram avaliadas neste primeiro momento.

A alteracdo de novo validada neste estudo foi uma alteragao
missense encontrada no gene PARDG6B, localizado no cromossomo 20. A
alteracdo é do tipo “troca de bases” com troca de aminoacido (g.chr20:
49366843A>G, p.N313D). Atualmente, poucos estudos descrevam a relagao
entre este gene e processos tumorais, sendo que a maioria deles relaciona
problemas na expressao deste gene com o desenvolvimento de cancer de
mama (NOLAN et al. 2008). Conclui-se, portanto que faz-se extremamente
necessario uma investigacdo mais profunda e especifica, para que se
elucide o papel do gene PARDG6EB na tumorigénese do TW.

O gene PARDG6B codifica uma proteina citoplasmatica que esta
envolvida na divisdo celular e em processos de polarizacao celular, atuando
como membro de um complexo multi-protéico (ALARCON 2010). Os
processos de divisdo celular assimétrica e polarizacdo celular sao
fundamentais para o desenvolvimento embrionario e remodelacio tecidual
(ALARCON 2010). Além disso, a manutencdo da estrutura dos tecidos
também é dependente da polarizagao e da orientagdo da migragao celular, e
disturbios nestes eventos sédo caracteristicas de malignidade (CUNLIFFE et
al. 2012).

PARDG6B ¢é necessaria para a morfogénesse do blastocisto, em
especial no desenvolvimento de tecidos tropoectodérmicos, atuando ainda
sob a polaridade apical-basal celular, formacdo de tecido conjuntivo,

vedacao de permeabilidade paracelular e superexpressao do fator de
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transcricdo Cdx2. Resultados obtidos por CUNLIFFE e colaboradores
(2012), demonstraram que a proteina PARD6B € necessaria para a
diferenciacao de células-tronco embrionarias em células de tecidos epiteliais
e também para a maturacao dos tecidos ecto e endodérmicos primitivos.

Em relacdo as alteragdes somaticas avaliadas no presente estudo,
somente a alteracédo presente no gene DROSHA (g.chr5:31421465C>T) foi
validada. Interessantemente esta mesma mutacgao foi encontrada em outros
8 TWs de nossa -casuistica, estando, portanto, presente em
aproximadamente 10% dos tumores de Wilms avaliados neste estudo.
Nossos resultados demostram que as mutagbes DROSHA é um evento
importante e frequente no TW. Além disso, a presenca da mesma mutagao
em outras amostras de TW, somada a auséncia de mutacbes de
truncamento da proteina, indicam que estas mutacbes em DROSHA
representam mais provavelmente um evento oncogénico. Esta conclusao é
apoiada por uma revisao recentemente feita por Vogelstein e colaboradores
(2013), onde foi sugerida a “regra do 20/20" para classificar os genes
supressores de tumor e oncogenes. De acordo com proposta dos autores,
para um gene ser classificado como um oncogene, mais de 20% de
mutacdes descritas no mesmo devem estar em posicdes recorrentes e
serem variantes missense - critério este preenchido pelas mutagdes no gene
DROSHA descritas no nosso estudo.

A proteina DROSHA ¢é uma RNase do tipo Il envolvida nos estagios
iniciais do processo de formacdo dos microRNAs (miRNAs) (LEE et al.

2003). MiRNAs constituem uma grande classe de RNA de fitas simples,
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compostos por 19 a 25 nucleotideos, filogeneticamente conservados.
Estudos recentes demonstraram que mMIRNAs estdo envolvidos na
tumorigénese, e que centenas de miRNAs estdo desregulados em células
tumorais. Além disso, estudos funcionais confirmaram seu envolvimento em
todos os processos moleculares e bioldgicos que levam a tumorigénese
(NEGRINI et al. 2009).

Nos ultimos 10 anos, tem-se visto um grande numero de estudos
baseando-se na relagcdo de miRNAs e cancer. Apesar da grande variedade
tanto em termos da doencga quanto das abordagens experimentais adotadas,
muitos principios essenciais relacionados a atividade dos miRNAs na
formagao tumoral foram definidos (MENDELL e OLSON 2012). Ja se sabe
que alguns SNPs e mutagdes distribuidas em regides de miRNAs primarios,
precursores de miRNAs e em miRNAs maduros, podem estar envolvidos na
taxa de sobrevivéncia de cancer de pulmao (HU et al. 2008a), identificam
variantes genéticas comuns em pré-miRNAs associadas com o crescimento
do risco de cancer de mama em mulheres chinesas (HU et al. 2008b), além
de que um SNP comum em pré-miR-146a, diminue a expressao de miRNAs
maduros, predispondo individuos ao carcinoma de tiredide (JAZDZEWSKI et
al. 2008).

O processo de biogénese dos miRNAs apresenta diversas etapas:
primeiramente, os genes de miRNA sao transcritos em longas moléculas de
RNA denominadas miRNA primarios (pri-miRNAs); no nucleo estas
moléculas sido processadas pela DROSHA, que cliva o pri-miRNA em

estruturas em grampo de aproximadamente 70 nucleotideos, denominados
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precursores de miRNA (pré-miRNAs); estes, por sua vez, sao processados e
exportados ao citoplasma, onde sao convertidos a miRNAs maduros através
da clivagem da proteina DICER (Figura 10) (LEE et al. 2002). Assim, as
duas proteinas da familia RNase Ill, DROSHA e DICER, participam do
processo de formagdo dos miRNAs e tem papéis chaves na regulagdo de
genes mediados por miRNAs, em processos como desenvolvimento e
diferenciagao celular.

Nesse sentido, recentemente foram descritas alteragdes germinativas
e somaticas no gene DICER associadas a tumores de Wilms. Trata-se de
uma RNase que catalisa a clivagem de substratos do RNA dupla fita
(dsRNA) para produzir microRNAs e RNAs de interferéncia (siRNAs)
(CHAKRAVARTHY et al. 2010). Estudos desenvolvidos recentemente por
WU et al. (2013) demonstram que alguns pacientes com TW apresentam
mutacgdes nos dois alelos de DICER, sugerindo que essa mutagao possa

estar relacionada com a patogénese desse tumor.
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Figura 10 - Modelo de biogénese do miRNA, onde os genes s&o transcritos por
uma RNA polimerase Il para que ocorra a geragdao de um miRNA primario (pri-RNA).O
inicio do processo da-se através da agdo do complexo Drosha-DGCR8 (complexo
microprocessador). Drosha, assim como o DGCRS, esta localizada no nucleo. O produto
desta reagdao € um pre-miRNA de aproximadamente 70 nucleotideos, com uma alga de
aproximadamente 3 nucleotideos. Esta estrutura funciona como uma assinatura que é
reconhecida pelo fator de exportagdo nuclear, Exportin 5 (Exp5). Uma vez exportado, a
RNase Il citoplasmatica Dicer participa da segunda etapa de maturagao na produgédo do
miRNA duplex. Em seguida, o duplex é separado e, normalmente, uma das fitas é
maturada em miRNA e a outra fita é degradada.
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A mutagdo somatica encontrada neste trabalho, esta localizada no
éxon 32 do gene DROSHA, no dominio RNaselll b (RIIIDb, como ilustrado
na Figura 11) e € do tipo “troca de bases” (G>A) com troca de aminoacido
(Glu>Lys). Tal troca ocorre exatamente no cédon que abrange um dos trés
sitios de ligacdo do cofator magnésio (cddon 1147), essencial para o

funcionamento da enzima.

1 AV 490 B7E 1066 1107 1233 1260 1334 1374

-~
—"PER = Fercn RUDa  —_Ribb (),
YT ‘ [
Dominio necessario para a interagao com DGCRA e para
0 processamento de athvidade do or-miRNA Qﬁﬁﬁ@

Figura 11 - Esquema do gene DROSHA, dividido entre seus principais
dominios. P-rich - regido rica em prolina. RS-rich — regido rica em arginina e serina.
RIlIDa e RIlIIDb — dominios RNase. DsRBD — Dominio de ligacdo ao RNA. De 1 a 1374

representam as posicdes do aminoacido. Em destaque (vermelho) o local onde a alteragao

validada esta localizada (aminoacido 1147 do dominio RIIIDB).

O dominio de RNase Il (RIIID) é responsavel pela reacao
endonucleolitica de enzimas de RNase Ill, como Dicer e Drosha. Os RIIIDs
(denominados como RIlIDa e RIlIDb na Figura 11) sdo sitios bem
conservados, encontrados em proteinas do tipo Ill-RNase de origem
bacteriana, Archea e eucarioticas (HAN et al. 2004).

Muito ainda tem de ser esclarecido quanto a participacdo de miRNAs
e de genes como DROSHA na participagado na tumorigénese, tanto do TW
quanto em varios outros tipos de cancer. Estudos subsequentes sao
necessarios para avaliar o papel desta variagdo recorrente na tumorigénese

de Wilms, e ja estdo em andamento no nosso grupo, fazendo parte de outro
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projeto. Os resultados apresentados aqui mostram a necessidade de
estudos futuros envolvendo o gene DROSHA para se elucidar o papel da

biogénese dos miRNAs na tumorigénese de Wilms.
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CONCLUSAO

Foram confirmadas as variagcbes de novo e somatica nos genes

PARDG6B e DROSHA respectivamente.

A mutagcdo no gene DROSHA, (g.chr5:31421465C>T) foi encontrada
em 9,3% dos pacientes de TW avaliados, sugerindo desempenhar um

papel fundamental e desencadeador da tumorigénese de Wilms.
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Anexo 1 - Termo de Consentimentos Livre Esclarecido (TCLE) assinado

pelos pacientes que cederam material bioldgico utilizado neste projeto.

HOSPITAL :lé' ‘:_}AIIAR_GD — Fundagcdo Antonio Prudente
R: Professor Anténio Pruclente, 211 — telefone: 21895000.

1 .
TERMO DE BCINSEHTIHENTD LIVRE ESCLARECIDO
angaiéno para F’esqulsa Clinica em Seres Humanos — leul;lo N. 196/96 e

resolugio CNS 251/97 do Ministério da -Saude) o . E

DADOS DE lDE"TIFIcAGiD‘ DO PACIENTE EJD!J RESPDNS‘VEI. LEGAL -
NOME DO F"AG!ENTE
.Data de nascimento: - ri x
" Documento de identidade n®. : i
Enderego: e )
© NGmero: Complemento:
Cidade: I Estado:_

I- TiITULO

ESTUD() DE POLIMORFISMO DOS GENES bpo MET&BOI_ENIO DOS FOLATOS NOS
TUMORES- E’HBION.&RIOS (NEUROELAS’HDMA, TUMOR DE WILMS, RETINOBLASTOMA
E MEDULOBLASI’DMA)

b GBJETI_\IO DO ESTUDO: - -

O Objetivo deste estudo & procurar entender os caminhos da formagdo dos tumores
malignos através dos defeitos das células que possam estar relacionados -com o inicio
dos tumores e com diversas perguntas sobre a gestagao habitos, estile de vida
procurando relagio desses fatores com o dese_nv;:lvimerilo do turmor.

fatos que ocorreram durante a gravidez, e o modo de vida da Sra e de seu marido em
‘casa e no trabalho. | o

V. BENEFICIOS; .

A sua par‘tlch)ac.ao neste estudo -] vnlum.éna lendu o direito a retfrar-esa do estudo a
qualquer momento. Sua recusa ou d.esl:sténcia nao iréa. prejudicar o acompanhamento.
Desta forma, ndo esta pg-ewsta- nenhuma forma de compensagio econfimica pela sua
participagdo. - ' : : .

. Todas as informacdes r_._eoeb'ldas serGo consideradas confidenciais e serfio utilizadas
somente para finalidade desté estudo, respeitando-se a nfo divulgagio de quaisquer
dados relé&_::innados a identificago do paciente. Ap;rias os mernbrus da equipe de
salde e da Comissdo de Etica terio acesso aos registros. -

Qualquer divida sobre o estudo, -vnoé podera , entrar em contato com a Enfermeira
Deébora Ugayama Bassi no telefone 9915-0957. Se o pesquisador principal (Médica
Dra Beatriz no $0528662) pao fornecer as 'infotmagaeé-‘escléreoima'rwos suficientes,
por favor, enire em contato com o Coordenador do Comité de Etica do HOSPITAL AC
. CAMARGO-SP, pelo telefone 2189 5000, ramais 5020 ou 2069. '

As  amostras ' coletadas serfio processadas e armazenadas pelo Banco , de
macromoléculas do Biobanco do Hospital A C Camargo, e o excedente nao utilizado
por este projeto de pesquisa podera ser utilizado emn outros prajetm: no futuro, apés a
aprovacdo dos mesmos pelo Comité de Eﬂca. em Pesquisa desta Instituiglio .

. PROCEDIMENTOS:
Se vocé concordar em participar do estudo, seré caoiefaﬁa 05 ml de sangue, ou 1
amostra de sewsua filnc (a) e do seu marido/ esposa de saliva (cormespondente a uma
-oo1he} de sopa). Desta retiraremos o DNA do material coletado, exclusivamente
destinado a andlise que nos permitam identificar os polimorfismos (isto &, alteracdes)
de alguns genes, citados anteriormente. O S/ Sra também ira responder a um
questionario, que pede informagdes sobre locais onde viveu com seu filho (a). aos
Decdlaro que fui esclarecido sobre os procedimentos,-riscos e beneficios deste estudo;
que tenho liberdade am retirar meu consentimento a qualquer mémerrbo. sem que isto
traga prejuizo ao -meu h'at’amenta.l‘a;cornpanhérnéntn; que n&o haverd remuneracio
financeira para. este estudo; que minha identidade sera preservada, mantendo-se
todas as informagbes em H.fét?f confidencial. Concordo em participar deste estudo.

Sao Paulo “de de N .

Assinatura do pacieante ou raspbnsével!rapresentante local



Anexo 2 - Resultados das alteracbes somaticas selecionadas para validagao, obtidos através das analises no Mozaik, CLC e
Sanger. Chr — Cromossomo.

Mozaik Assembler

CLC Genomics Workbench

Sequenciamento capilar (Sanger)

Posicédo % alterado Posicéao Posicédo Comparagéo
Gene Chr (Hg19) Alteracdo | /referéncia Classif (Hg19) Alteracdo Proteina Reads alteradas | Cobertura | Freq. (Hg19) Alteragéo CLC/Sanger
N&o ocorre troca
de aminoacido
ASPM 1 197072421 del T 13% frameshift | 197072420 T>C (GIn-GIn) 55 107 51,4 | 197072420 T>C Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido (lle-
C170rf87 | 17 5126690 del A 17% frameshift 5126689 G>A lle) 89 89 100 5126689 WT Discordantes
EIF2B4 2 27591291 del A 13% frameshift 27591291 WT - - - - 27591291 WT Concordantes
FAM154A 18950896 del AT 13% frameshift 18950895 T>C p.[Lys27Glu];[=] 32 57 56,1 18950895 T>C Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido
FAM48B1 X 24381388 del A 14% frameshift 24381387 G>C (Thr-Thr) 14 27 51,9
FASTKD1 2 170403033 del G 13% frameshift | 170403030 A>G p.Met467Val 66 66 100 170403030 A>G Concordantes
HIVEP3 1 42046190 C>A 52% non-sense | 42046190 C>A p.(Gly1427*) 10 99 10,1 42046190 WT Discordantes
LAMA3 18 21456314 del T 40% frameshift 21456314 WT - - - - 21456314 WT Concordantes
PCDHAC1 5 140389457 del A 18% frameshift | 140389457 WT - - - - 140389457 WT Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido
PKD1LA1 7 47920346 del T 20% frameshift 47920345 G>A (Tyr-Tyr) 21 28 75 47920345 G>A Concordantes
PTPLA 10 17636311 del G 19% frameshift 17636309 G>A p.[=];[His227Tyr] 25 39 64,1 17636309 G>A Concordantes
RIF1 2 152292055 del A 19% frameshift | 152292055 WT - - - - 152292055 WT Concordantes
SLC26A5 7 103019700 A>T 15% non-sense | 103019700 A>T p.(Leu524*) 2 74 2,7 103019700 WT Discordantes
UAP1 1 162549315 del CA 20% frameshift | 162549315 WT - - - - 162549315 WT Concordantes
WDR?72 15 54015022 G>T 19% non-sense 54015022 WT - - - - 54015022 WT Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido
ZNF208 19 22157303 del T 83% frameshift 22157302 G>A (Tyr-Tyr) 7 8 87,5 22157302 G>A Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido
ZNF583 19 56935528 del T 13% frameshift 56935527 A>G (Ala-Ala) 57 57 100
ZNF761 19 53957912 del T 27% frameshift 53957912 WT - - - - 53957912 WT Concordantes




Anexo 3 - Resultados das alteragdes de novo selecionadas para validagdo, obtidos através das analises no Mozaik, CLCBio e Sanger.
Chr — Cromossomo.

Mozaik Assembler

CLC Genomics Workbench

Sequenciamento capilar (Sanger)

alterado/referéncia

%

Posicao Posicao Reads Posicao Comparagao
Gene Chr| (Hg19) |Alteragdo Fs Ft Classif (Hg19) Alteracéo Proteina alteradas | Cobertura | Freq (Hg19) Alteracéo CLC/Sanger
ELAVL2 9 | 23692800 del A 12% 3% frameshift 23692800 WT - - - -
ETAA1 2 | 67632126 del C 8% 15% frameshift 67632125 C>T p.Pro771Ser 30 30 100 | 67632125 C>T Concordantes
EXPH5 11 | 108384208 del T 2% 16% frameshift 108384207 C>T p.[=];[Ser676Asn] 21 36 58,3 | 108384207 C>T Concordantes
GGNBP2 | 17 | 34942496 del T 13% 13% frameshift 34942496 WT - - - - 34942496 WT Concordantes
GUCY2F X 1108708517 | delG 1% 25% frameshift 108708516 C>T p.[Arg296GIn];[=] 12 20 60
N&o ocorre troca
de aminoé&cido
KCTD3 1 [215793835| del TC 9% 3% frameshift 215793834 G>A (Ala-Ala) 44 44 100 | 215793834 G>A Concordantes
Nao ocorre troca
de amoniacido
KIF2B 17 | 51902253 del T 1% 15% frameshift 51902252 C>T (Leu-Leu) 37 37 100
MAGI2 7 | 77708364 del T 2% 14% frameshift 77708364 WT - - - -
MGA 15 | 42054337 del A 1% 11% frameshift 42054337 WT - - - -
MUC16 19 | 9072743 del G 19% 13% frameshift 9072742 T>C p.[=];[lle4902Val] 29 45 64,4 | 9072742 WT Discordantes
OR5112 11 | 5475434 del A 2% 15% frameshift 5475434 WT - - - -
PAFAH1B2 | 11 | 117031934 del T 9% 7% frameshift 117031934 WT - - - -
PSKH2 8 | 87076652 del G 1% 17% frameshift 87076651 T>C p.GIn132Arg 27 35 77,1 | 87076651 T>C Concordantes
STOP
TAS2R19 | 12 | 11175083 del C 6% 13% CODON 11175083 WT - - - -
STOP
TAS2R8 12 | 10958659 del G 10% 17% CODON 10958658 T>C p.Met308Val 14 15 93,3 | 10958658 T>C Concordantes
N&o ocorre troca
de aminoacido
ZNF227 19 | 44739304 del C 9% 18% frameshift 44739303 T>C (Asn-Asn) 32 32 100 | 44739303 WT Discordantes
ZNF619 3 | 40529355 del G 14% 5% frameshift 40529355 WT - - - - 40529355 WT Concordantes
ZNF845 19 | 53856637 del A 14% 4% frameshift 53856637 WT - - - -




