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RESUMO

BRAGA, Luma Dayane de Carvalho Filit. IMPACTO DAS DESMETILASES DE
HISTONA DA FAMILIA KDM4 NO PROGNOSTICO DA LEUCEMIA
LINFOIDE CRONICA. Dissertacdo (Mestrado em Patologia Molecular) -

Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A leucemia linfoide cronica (LLC) é uma doenca neoplasica caracterizada pelo acimulo
de linfocitos B no sangue, medula e tecidos linfoides secundarios, o que resulta em
linfocitose, linfoadenopatia e esplenomegalia. Apesar de possuir marcadores
prognosticos definidos, como anormalidades cromossdmicas especificas e expressdo da
proteina ZAP-70, a fisiopatologia da LLC ¢é desconhecida. Atualmente, tem-se
demonstrado a importancia de alteracGes epigenéticas no desenvolvimento do cancer.
Especificamente, alteracbes na familia da desmetilase de histona KDM4 estdo
relacionadas ao surgimento e progressao do cancer de colon, mama, gastrico, préstata e
do meduloblastoma. No presente trabalho investigamos o envolvimento das
desmetilases da familia KDM4 no desenvolvimento e na progressdo da LLC.
Inicialmente, avaliamos o nivel de expressdo génica de KDM4A, KDM4B e KDM4C
em 59 casos de LLC e 10 amostras de células B isoladas de individuos saudaveis. Em
seguida, foi utilizada a técnica de Citometria de Fluxo para determinar a expressdo da
proteina ZAP-70 nos pacientes com LLC e também foi determinado o cariotipo desses
casos por bandeamento G. O gene KDM4A se mostrou mais expresso em amostras de
LLC, comparado as amostras controle. Por outro lado, KDM4B se mostrou menos
expresso na LLC, enquanto ndo houve diferenca de expressio de KDMA4C entre as
amostras de LLC e as amostras controle. Em seguida, estratificamos a expressao dos

genes investigados, segundo a expressdo positiva ou negativa da proteina ZAP-70 (cut-



off 20%). Embora n&o tenhamos encontrado associagdo entre ZAP-70 e a expressdo de
KDMA4A, os pacientes com expressao positiva de ZAP-70 apresentam menor expressao
de KDM4B e KDMA4C, quando comparados aos pacientes com baixa expressao de
ZAP-70. Além disso, a baixa expressdo de KDM4B e de KDM4C se associou ao
acumulo de células leucémicas. Mais importante, a baixa expressdo de KDM4B e
KDM4C mostrou associa¢do tanto com a maior incidéncia de alteraces citogenéticas
preditivas de mau prognostico, como com a presenca de cariétipo complexo na LLC.
Em conjunto, esses achados mostram que a menor expressdao dos genes KDM4B e
KDMA4C esta associada ao pior prognostico na LLC, em que ha expresséo elevada de
ZAP-70 e aquisicdo de cariétipo complexo. Esses dados podem servir de base para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para a LLC, visando controlar

processos epigenéticos e a progressdo dessa leucemia.

Palavras-chave: Leucemia Linfoide Cronica, desmetilase de histona, KDM4, ZAP-70,

caridtipo.
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ABSTRACT
BRAGA, Luma Dayane de Carvalho Filia. IMPACT OF HISTONE
DEMETHYLASES FROM THE KDM4 FAMILY ON THE PROGNOSIS OF
CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA. Dissertacdo (Mestrado em Patologia

Molecular) - Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL) is a neoplastic disease characterized by the
accumulation of B-cells in the blood, bone marrow and secondary lymphoid tissues,
resulting in lymphocytosis, lymphadenopathy and splenomegaly. Although this
leukemia has well-defined prognostic markers, such as specific chromosomal
abnormalities and ZAP-70 expression, the pathophysiology of CLL is unknown. The
importance of epigenetic alterations in cancer development has been shown recently and
reveals increasing importance. Particularly, alterations in the family of histone
demethylase KDM4 are related to onset and progression of colon, breast, gastric,
prostate cancer and medulloblastoma. In the present work we investigated the
involvement of the demethylase family KDM4 in the development and progression of
CLL. Initially, we evaluated the transcriptional profile of KDM4A, KDM4B and
KDMA4C in 59 cases of CLL, and compared to 10 B cells samples isolated from healthy
donors. Next, ZAP-70 expression was determined by flow cytometry in CLL patients.
The karyotype of these cases was determined by G-banding. Interestingly, KDM4A
expression was higher in CLL samples, compared to normal B-cells. In contrast,
KDM4B expression was decreased in CLL, and no difference was detected in the
transcriptional levels of KDMA4C between CLL and control samples. Then, the
expression of the investigated genes was stratified, according to ZAP-70 positive or

negative expression (cut-off of 20%). Even though no association between ZAP-70 and
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the expression of KDM4A expression was found, the patients with positive expression
of ZAP-70 showed lower expression of KDM4B and KDM4C, when compared to
patients with low expression of ZAP-70. In addition, the low expression of KDM4B and
KDMA4C was significantly associated with the accumulation of leukemic cells. More
importantly, the low expression of KDM4B and KDM4C showed association with
higher incidence of adverse cytogenetic alterations, as well as the presence of complex
karyotype. Taken together, these findings reveal that the lower expression of KDM4B
and KDMA4C is associated with a worse prognosis in CLL, including the high
expression of ZAP-70 and acquisition of complex karyotype. These results may pave
the way for the development of new therapeutic approaches for CLL, aimed at

controlling epigenetic processes and the progression of this leukemia.

Keywords: Chronic Lymphocytic Leukemia, histone demethylase, KDM4, ZAP-70,

karyotype.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leucemia Linfoide Cronica

1.1.1. Epidemiologia

A leucemia linfoide cronica (LLC) é caracterizada pela proliferacdo clonal e o
acumulo de células B maduras, tipicamente CD5+ no sangue periférico, medula dssea,
baco e nodulos linfaticos (HALLEK, 2013). Trata-se de uma enfermidade com curso
clinico altamente varidvel, de maior prevaléncia entre idosos, especialmente com idade
média de 64 a 70 anos (GOMES et al., 2018). A LLC é uma doenga comum nos paises
ocidentais, representando cerca de 25% das leucemias que acometem individuos adultos
(RAI; JAIN, 2016; SCARFO; FERRERI; GHIA, 2016). E importante ressaltar que o
risco de desenvolvimento da LLC é quase duas vezes maior em homens (1,7: 1) que em

mulheres (DEVEREUX; CUTHILL, 2017; HALLEK, 2017; KIPPS et al., 2017).

1.1.2. Fisiopatologia

A maioria das células leucémicas na LLC encontra-se na fase GO do ciclo
celular, ndo respondem aos estimulos mitogénicos usuais e sdo resistentes a apoptose
(VROBLOVA et al., 2009). A inibicdo da apoptose é um elemento importante na
desregulagdo da homeostase normal das células B nesta malignidade. Componentes
centrais de resposta ao dano ao DNA sdo necessarios para transmitir a presenca de
lesbes genotOxicas a maquinaria apoptotica, entretanto, componentes desse sistema
frequentemente estdo mutados na LLC, como ocorre com ATM e p53 (FRENZEL;

REINHARDT; PALLASCH, 2016).

As ceélulas neoplasicas recebem uma variedade de sinais de sobrevivéncia

extracelular, entre elas, esta a sinalizacdo sustentada do receptor de célula B (BCR)
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(FRENZEL; REINHARDT; PALLASCH, 2016). BCR pode ser sinalizado por seu
ligante e possui arcabougo composto por imunoglobulinas de superficie de membrana
que estdo emparelhadas com uma estrutura de transducdo de sinal, composta por
CD79a/CD79b. Quando BCR ¢é sinalizado ocorre fosforilacdo de CD79a/CD79b via
tirosina quinase do bago (SYK) e tirosina quinase LYN, 0 que ativa a via da tirosina
quinase de Bruton (BTK). O sinal BCR € ainda propagado por SYK através da
associacao com a molécula adaptadora de proteina de ligacdo de células B (BLNK) e 0s
seus componentes de sinalizacggo BTK e fosfolipase Cy2 (PLC-y2).
Concomitantemente, LYN fosforila e ativa a porcéo citoplasmatica de CD19, levando
ao recrutamento e ativacdo de fosfoinositol 3-quinase (PI3K) (STEVENSON et al.,

2011; YU; KITTAI; TABBARA, 2015) (Figura 1).

ANTIGENO

TMAT
LIttt |

Figura 1. Sinalizag&do do receptor de células B. Adaptado STEVENSON et al., 2011. A imagem mostra

as principais vias de sinalizacdo ativadas ap6s a ativacdo do BCR.

Na LLC a ativagdo de BCR leva ao recrutamento intracelular e ativacdo das
cinases SYK, ZAP-70, LYN e BTK, resultando na ativacdo das vias canonicas

MEK/ERK, MAPK, PI3K/AKT e do fator nuclear kB (NF-kB) para antagonizar a
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apoptose induzida por dano ao DNA e promover a sobrevivéncia e proliferacdo de
células B neoplasicas (FRENZEL; REINHARDT; PALLASCH, 2016). De fato, foi
demonstrado que a ativagdo da via NF-kB em células da LLC induz a expressdo de
genes antiapoptoticos, como Bcl-xI e Mcll (FRENZEL; REINHARDT; PALLASCH,
2016). Além disso, é importante ressaltar que o desequilibrio entre proteinas
antiapoptdticas e proapoptdticas da familia Bcl-2 constitui também um dos mecanismos

de resisténcia a apoptose na LLC (GOMES et al., 2017).

A proliferacdo celular constitui outro processo fisiopatoldgico envolvido na LLC
e parece ser dependente das interagdes das células leucémicas com o microambiente
linfoide. Foi demonstrado que a proliferacdo dessas células ocorre nos ganglios
linfaticos, em menor grau na medula dssea e é, em parte, suportado por linfécitos T
ativados (BRACHTL et al., 2014). Nessa linha, sabe-se que células T e células
estromais estimulam a sobrevivéncia e as vias de sinalizacdo da proliferacdo de células
leucémicas, o que se da por secrecdo de fatores sollveis, como quimiocinas e citocinas,
ou por contato celula-célula, atraves de receptores de superficie e moléculas de adesao

(HALLEK; SHANAFELT; EICHHORST, 2018).

Em 6rgdos linfaticos os macréfagos e células mesenquimais atraem células da
LLC através dos receptores de quimiocinas CXCR4 e CXCR5, que sdo expressos em
altos niveis nas células B leucémicas. Nesse nicho, integrinas, particularmente a VLA-4
(CD49d), expressas na superficie das células da LLC, cooperam com 0s receptores de
quimiocinas no estabelecimento da adesédo célula-célula através dos respectivos ligantes
nas células mesenquimais (VCAM-1 e fibronectina). As células macroféagicas também
expressam os membros da familia TNF (BAFF e APRIL) proporcionando sinais de
sobrevivéncia as celulas da LLC atraves dos receptores correspondentes (BCMA, TACI

e BAFF-R). A expressdo de CD38 em células da LLC ativa ZAP-70 e as vias de
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sobrevivéncia. A estimulagio do complexo BCR (BCR e CD79,b) e,
consequentemente, das quinases SYK, BTK e PI3Ks séo considerados fatores-chave na
ativagdo e expanséo do clone LLC. Por fim, a estimulacdo de BCR colabora para que as
células da LLC secretem quimiocinas (CCL3, CCL4 e CCL22) para o recrutamento de
células imunes (células T e monacitos). As células T sdo encontradas preferencialmente
em centros de proliferagdo da LLC e podem interagir com células da LLC via CD40.
Essas interacbes podem ser observadas na figura 2 (BURGER, 2011; CHOI,;

KASHYAP; KUMAR, 2016).

o) =
BCMA, TACI, ﬁ -
BAFF-R Bé

(o]

0% CXCR5
cD38 0
)

o CCR7
0,0
o é’o
BAFF APRIL CD31 CXCL12,

CXCL13

Figura 2. Diferentes modalidades de interacéo entre LLC e o microambiente. Adaptado BURGER,
2011. As células LLC sdo dependentes dos sinais de sobrevivéncia fornecidos através da interacéo entre
as células macrofagicas e CTMs, o que facilita a sobrevivéncia das células LLC, sua proliferacdo, homing
e retencdo tecidual (CHOI; KASHYAP; KUMAR, 2016).

Dessa forma, o microambiente ndo apenas influencia as células leucémicas, mas
essas células alteram o microambiente em sua vantagem, ao estimular as células T em
direcdo a um fendtipo imunossupressor ou induzindo células mesenquimais a fornecer

sinais de sobrevivéncia, o que contribui para quimiorresisténcia e falha no tratamento
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(BRACHTL et al., 2014). Além disso, esse nicho leva a varios eventos que regulam o
ciclo celular, a apoptose, a proliferacdo e a migracdo de células leucémicas (CHOI;

KASHYAP; KUMAR, 2016).
1.1.3. Diagnostico e estadiamento clinico

Morfologicamente, as células da LLC sdo pequenas e maduras, com expressdo
de alguns marcadores fenotipicos, como CD23+ e CD5+, além de niveis de
imunoglobulinas de superficie (Igs), CD20 e CD79b mais baixos em comparagdo com
células B normais (HALLEK et al., 2008; HALLEK, 2017). Em exame microscépico
simples de amostras de LLC, com frequéncia encontra-se linfdcitos danificados
(sombras de gumprecht). Além disso, raramente as células LLC apresentam morfologia

atipica (STRATI; JAIN; O'BRIEN, 2018).

Portanto, o diagnéstico da LLC é definido por linfocitose absoluta (>5x10 %/L)
por pelo menos trés meses, e avaliacdo imunofenotipica das células B (HALLEK et
al., 2008; HALLEK, 2017), sendo positiva para cadeia leve de imunoglobulina (k ou 1),
CD5 e CD23, e apresentando baixos niveis de CD20, Igs e CD79b (STRATI; JAIN;
O'BRIEN, 2018). Além do diagndstico por imunofenotipagem, anormalidades genéticas
identificadas por técnicas convencionais ou por hibridacdo fluorescente in situ (FISH)
contribuem para melhor classificagdo do paciente (MONTSERRAT; BAUMAN;

DELGADO, 2016).

Para o diagnostico diferencial da LLC devem ser incluidas algumas entidades
como o linfoma de células do manto (LCM), o linfoma da zona marginal esplénica e a
leucemia prolinfocitica de células B (LLP-B). A deteccédo de t (11;14) por FISH permite
a diferenciacdo do LCM da LLC. Ao contrario da LLC, o linfoma da zona marginal
esplénica e raramente positivo para o CD23, enquanto pode ser positivo para o CD5 em
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5% a 10% dos casos e, invariavelmente, ndo envolve a medula 6ssea. Por fim, a LLP-B
apresenta mais de 55% de prolinfocitos no sangue periférico e é positiva para CD5, mas

negativa para CD23 (STRATI; JAIN; O'BRIEN, 2018).

Como a LLC representa uma doengca muito heterogénea, alguns pacientes
permanecem assintomaticos com expectativa de vida normal, enquanto outros
desenvolvem um padréo de doenca progressiva (DELGADO et al., 2016) que afeta a
evolucdo clinica, o tempo de proliferacdo celular e a capacidade de resposta ao
tratamento (GOMES et al., 2018). Os sinais clinicos mais comuns sdo linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia (OMAR; MAURICIO, 2013). No entanto, geralmente a LLC nao
causa sinais ou sintomas e € descoberta durante um exame de sangue de rotina (PDQ
ADULT TREATMENT EDITORIAL BOAR, 2017).

Dois sistemas de estadiamento clinico foram amplamente utilizados para
estratificar pacientes por grupos de risco com base em caracteristicas clinicas e
laboratoriais; e apresentam boa correlacdo prognéstica (RAI et al., 1975; BINET et
al.,1981). Um dos sistemas € classificacdo de Binet, que é baseada no numero de areas
ganglionares envolvidas, organomegalias, ou presenca de citopenias (Tabela 1) (BINET
et al.,, 1981). O estadio A (baixo risco) € caracterizado por Hb>10.0g/dL, plaquetas
>100x10%/uL e até duas é&reas envolvidas. O estadio B é referente a Hb >10.0g/dL,
plaquetas >100x10%/pL e presenca de trés ou mais areas ganglionares ou de 6rgéos
envolvidas. O estadio C envolve todos os doentes com Hb<10.0g/dL, e/ou plaquetas

<100x10%/uL (BINET et al., 1981; RIBEIRO, 2011).
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Tabela 1.Estadiamento de Binet.

Binet A B C
Risco Baixo Intermediario Alto
Manifestacdes Linfocitose e > 3 areasafetadas Anemia com ou sem
clinicas até 2 areas trombocitopenia
afetadas.

Adaptado BINET, 1981.

1.1.4. Marcadores prognosticos

A identificacdo de fatores prognosticos além do estadiamento clinico esta entre
0s avancos mais importantes na compreensdo da LLC (GOMES et al., 2018). Entre os
parametros prognosticos identificados, tem-se o estado mutacional da regido variavel da
cadeia pesada de imunoglobulina (IgVy), anormalidades citogenéticas recorrentes,
CD38, ZAP-70 e outros JAMROZIAK; PULA; WALEWSKI, 2017).

A hipermutacdo do gene IgVy é observada em 50-55% dos pacientes com LLC.
Pacientes com IgVy ndo mutada tém uma sobrevida mediana menor de 5-10 anos em
comparacdo com 10-20 anos em pacientes com IgVy mutada. Normalmente, ha uma
associacdo dos doentes com IgVy ndo mutada com marcadores de mau progndstico,
como ZAP-70 e CD38 (YU; KITTAI; TABBARA, 2015).

ZAP-70, uma proteina de 70-kDa associada com o receptor de células T (TCR),
é uma tirosina cinase essencial para iniciar a via de sinalizagdo promovida pela ativacéo
do receptor das células T. Embora ndo encontrada nos linfécitos B normais, a proteina
ZAP-70 é altamente expressa na maioria das células LLC, na qual IgVy ndo é
mutada. Os linfocitos da LLC com mutagdo 1gVy raramente mostram a expressdo desta

proteina. A expressdo de ZAP-70 em pacientes sem dano somatico no gene da IgVy esta
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relacionada a pior progndstico e menor sobrevivéncia (GOMES et al., 2017). ZAP-70
também esta envolvida na sinalizagdo do BCR, pois pode atuar na LLC facilitando o
recrutamento de cinases como SYK, que encontra-se associada ao CD79b do complexo
BCR (ZHANG,; KIPPS, 2014; GLADKIKH et al., 2017).

Outro marcador prognostico é CD38, que apresenta expressao alterada na LLC.
As células B com elevada expressdo de CD38 mostram-se mais resistentes a apoptose,
(EL-KINAWY; SHARAF; EL-HAMID, 2012). Além disso, pacientes com alta
expressdo de CD38 tém doenca com progressao mais rapida e uma expectativa de vida
mais curta (TEN HACKEN; BURGER, 2016).

A LLC apresenta elevado grau de variabilidade genética e pode ser iniciada pela
perda ou adicdo de material cromossdmico e modificacGes epigenéticas (HALLEK,
2017; KIPPS et al., 2017). Aproximadamente 80% dos pacientes com LLC possuem
alteracbes cromossdmicas comuns e essas alteracdes genéticas estdo associadas ao
desfecho clinico (tabela 2) (DOHNER et al.,, 2000; SHINDIAPINA; BROWN;
DANILOV, 2014; ZHANG; KIPPS, 2014; KIPPS et al., 2017).

A del (13q) é a anormalidade gen6mica mais prevalente na LLC, pois esta
presente em 45-55% dos casos, e se associa a um progndstico favoravel. A del (17p) é
encontrada em 7% dos pacientes, contudo a incidéncia aumenta para 30-37% em LLC
refrataria e estd associada a perda do gene supressor de tumor TP53. A del (11q) é
encontrada em 5-10% dos pacientes ao diagndstico e estagio inicial da doenca, mas
aumenta para 23% em estagios avancados, e frequentemente esta associado a alteragoes
no gene ATM (envolvido no reparo do DNA). As delecbes de 11q e 17p estdo
associadas ao desfecho clinico adverso. A trissomiado 12 é encontrada em 16% dos
pacientes com LLC e representa um prognostico intermediario (DOHNER et al., 2000;

KIPPS et al., 2017).
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Também pode ser encontrado em aproximadamente 6% dos pacientes com LLC
a del 6g, o que representa um prognostico intermediario, além de outras aberracdes
genbmicas recorrentes raras. Alguns pacientes (~ 20%) apresentam complexidade
gendbmica (trés ou mais alteracbes cromossomicas). Essas novas anormalidades
cromossomicas podem ser adquiridas durante o curso da doenga e ocasionar vantagem
de sobrevivéncia, 0 que resulta em doenca mais agressiva e diminuicdo da eficicia

terapéutica (RODRIGUEZ-VICENTE; DIAZ; HERNANDEZ-RIVAS, 2013).

Tabela 2. Alterages cromossdmicas mais prevalentes na LLC.

CARIOTIPO PREVALENCIA* PROGNOSTICO
Del (13q) 45-55% Favoravel
Del (17p) 7% inicial Desfavoravel

30-37% LLC refratéria

Del (11q) 5-10% inicial Desfavoravel
23% estagios avancados

Trissomiado 12 16% Intermediario

Del (6q) 0~6% Intermediario

*EUA (DOHNER et al., 2000).

As aberracbes genémicas também podem ser detectadas por PCR, como a
mutacdo TP53 (vista na delecdo 17p) e mutacdo ATM (observada na delecdo 11q)
(EICHHORST; HALLEK, 2016; STRATI; JAIN; O'BRIEN, 2018). Recentemente, a
aplicacdo do sequenciamento de proxima geracdo (NGS) identificou novas mutacdes ou
delecGes genéticas, incluindo NOTCH1, SF3B1 e BIRC3 (BALIAKAS et al., 2015),
mas sua validacdo e a aplicacdo a pratica comum € prejudicada por custos, além de
limitacdes de execucdo e analise (STRATI; JAIN; O'BRIEN, 2018).

NOTCH1 codifica um fator de transcricdo que regula vérias vias que induzem a

25



diferenciacdo de progenitores hematopoiéticos em células T imaturas e células B
maduras. Mutagdes em NOTCH1 ocorrem em ~60% das leucemias linfoblasticas
agudas da linhagem T e na LLC foram detectadas em ~ 10% nos novos casos
diagnosticados, e casos de LLC progressivo e/ou recidivado entre 15% a 20%.
Mutacdes em NOTCH1 também sdo mais frequentes nas populagdes de células LLC
que expressam IgVy ndao mutados e com trissomia do 12. Casos com mutagdes
NOTCH1 parecem ter um perfil distintivo de expressdo génica e definem um subgrupo
de pacientes de alto risco, que apresentam desfechos clinicos comparaveis aos de casos
com mutacbes no TP53, independente de outros fatores de risco (ZHANG; KIPPS,

2014).

O SF3B1 regula o programa de splicing alternativo de genes, pois € um
componente critico para a excisdo precisa de introns de pré-mRNA, que controlam a
progressdo do ciclo celular e a apoptose. Mutacbes no SF3B1 podem aumentar a
proliferacdo e/ou sobrevivéncia de células neoplasicas. Na LLC as mutacdes no SF3B1
foram observadas em ~10% dos casos recentemente diagnosticados e em ~17% dos
casos com doenca progressiva em estagio terminal (ROSSI et al., 2011; WANG et al.,
2011; ZHANG,; KIPPS, 2014)

Alteracdo de BIRC3 se associa a desfechos clinicos desfavoraveis,
independentemente de outros fatores de risco. BIRC3 pode atuar na promocdo da
sinalizacdo canbnica do NF-kB, o0 que contribui para o crescimento e a sobrevivéncia de
células da LLC. Consistentemente, células da LLC portadoras de mutacdes em BIRC3
apresentam ativacdo constitutiva de NF-xkB e mostram-se menos responsivas a

quimioterapia convencional (ZHANG; KIPPS, 2014).
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1.2. Epigenética e cancer

Além das lesbes genéticas, a interrup¢do dos mecanismos epigenéticos também
desempenha um papel na oncogénese (GUIEZE; WU, 2015). A epigenética refere-se ao
estudo de mudancas hereditarias na expressao de genes que ocorrem sem alteracdo na
sequéncia de DNA (KANWAL; GUPTA, 2012), podendo levar a modificagdo no
fendtipo sem alterar o gendtipo de uma célula (ZAIDI et al., 2012). A metilagdo do
DNA e as modificacdes das histonas sdo as duas principais modificacdes epigenéticas

envolvidas na regulagéo da transcri¢do génica (TIAN et al., 2013) (Figura 3).

Cromossomo mitdtico

Nucleossomo

Modificacdes histonicas
d DNA metilado

»

Micro-RNA

Figura 3. Mecanismos epigenéticos. Adaptado de ZAIDI et al., 2012. A imagem mostra mecanismos
epigenéticos bem definidos, entre eles modificacdes de histonas, metilagdo do DNA, e a modulagdo nédo
codificada da expressdo génica mediada por RNA. Alguns desses mecanismos séo hereditérios através de

sucessivas divisdes celulares e contribuem para a manutencéo do fenétipo celular (ZAIDI et al., 2012).

As histonas sdo proteinas altamente conservadas que desempenham papéis
importantes na compactacdo de DNA, além de também possuirem fungdes dinamicas
em muitos processos fisiologicos e moleculares. As modificacdes covalentes da cauda
das histonas, em particular sobre os residuos de lisina, sdo parte essencial dos

mecanismos epigenéticos para regular processos, como o reparo do DNA e a transcri¢ao
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de genes (HATCH et al., 2017). Essas modificagdes sdo controladas por diferentes
grupos de enzimas que regulam a metilagdo das histonas, acetilagdo, ubiquitilacdo,
sumoilacéo e fosforilagdo (TIAN et al., 2013).

As marcas de modificacdo por metilagdo nos residuos de lisina mono-, di- ou
trimetilados (mel/ me2/ me3), que se localizam principalmente nas caudas das histonas
flexiveis sdo estabelecidas e rigorosamente regulados por histona metiltransferases
(KMT) e desmetilases (KDM) (LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014; PEDERSEN et

al., 2016) (Figura 4).

-~

KDMs

Figura 4. Diagrama da arvore genealdgica da histona lisina desmetilase (KDM). Adaptado TIAN et
al., 2013. KDMs estéo agrupados em ramos com base na similaridade de suas seqiiéncias de aminoacidos
(TIAN et al., 2013).

1.2.1. Subfamilia KDM4
Uma das familias de KDM & representada pela presenca do dominio Jumonji C

(JmjC) que pertence ao grupo de proteinas JMJD, compreendendo as subfamilias
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KDM2 a KDM7. Esta familia atua através de um mecanismo de reacdo de dioxigenase
que requer Fe ?*, O, e 2-oxoglutarato (2-OG) para desmetilacdo de histonas. Uma das
maiores subfamilias de JMJD é composta pelas proteinas JMIJD2A-D, mais conhecida
como KDM4A-D (BERRY; JANKNECHT, 2013; TIAN et al., 2013; HATCH et al.,
2017). As proteinas KDM4A, B e C compartilham mais de 50% de identidade de
sequéncia; cada uma contendo um dominio JmjN, dominio JmjC, dois homeodominios
de plantas (PHD) e dois dominios Tudor (LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014).

Como pode ser visto na tabela 3, as proteinas KDM4 sdo capazes de reconhecer
como substratos as histonas H3K9 e H3K36 di e trimetilado, como H1.4K26
trimetilado.

Tabela 3. Classificagdo funcional e substratos das desmetilasesde histona.

Simbolo Localizacéo
Outros nomes Dominios Substratos
oficial do gene
KDM4A JMJID2A, JHDM43A, 1p34.1 H3K9me2/m3.
JMJID2, TDRD14A 1 2 3 3 44 H3K36me2/me3
H1.4K26me2/me3
KDM4B JMJID2B, 19p13.3 H3K9me2/m3.
TDRD14B ! 2 3 3 44 H3K36me2/me3
H1.4K26me2/me3
KDM4C GASC1, JMJID2C, 9p24.1 m H3K9me2/m3.
JHDM3C, TDRD14C 1 o2 3 3 44 H3K36me2/me3
H1.4K26me2/me3
KDM4D JMJID2D 11921 l'!)_ H3K9me2/m3.
H1.4K26me2/me3

Adaptado LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014
Nota: Dominio JmjN*, Dominio JmjC? PHD: PlantHomeodomain®, Dominio Tudor *.

Em geral, a trimetilaghio H3K9 e H1.4K26 estdo associadas a repressdo da
transcricdo ou a formacdo de heterocromatina; enquanto a metilagdo H3K36 foi

percebida com a expressdo de genes ativadores (BERRY; JANKNECHT, 2013; TIAN

29



etal., 2013) (Figura 5).

JEID2A

JNIDZE

JNIDTA

JMIDZB JIDac JMIDZA
JMUDIC JMID2D JNIDZE
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q K3
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FUCROMATINA HETEROCROMATINA
| |
EXPRESSAO GENICA SILENCIAMENTO GENICO

Figura 5. Apresentacdo esquematica da desmetilacdo da lisina histona para transcri¢do génica.
Adaptado TIAN et al. 2013. Em geral, a metilagdo das lisinas H3K36 esta associada & eucromatina e
ativacdo transcricional, enquanto a metilagdo das lisinas H3K9 esta relacionada a heterocromatina e a
repressdo transcricional. Acredita-se também que a trimetilacdo de H3K36 esteja correlacionada com a
repressdo transcricional (TIAN et al., 2013).

A metilacdo inadequada das histonas com a desregulacao de processos celulares
subjacentes esta vinculada a vérias doencas humanas. Os membros da subfamilia
KDM4 sdo geralmente hiperexpressos em canceres humanos, alteram o equilibrio
proliferativo celular normal (LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014; PEDERSEN et

al., 2016), e estdo associados a baixa regulacdo de H3K9me3 e a ativacdo de genes

(DUAN, et al. 2015).

De modo geral, KDM4A, B e C sdo amplamente expressos em tecidos humanos
normais, incluindo-se o baco, ovarios e colon. Nesses sitios, 0s niveis de expressdo de
KDMA4A e C sio aproximadamente 3-6 vezes maiores que os do KDM4B (LABBE;

HOLOWATYJ; YANG, 2014).

Além da expressdo de KDMA4A ser elevada na prostata, também ha aumento da
expressdao em alguns canceres, como no cancer de pulm&o, mama, ovario e no

carcinoma de células escamosas. O knockdown desse gene leva a inibicdo da
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proliferacdo celular e inducdo de apoptose. Além disso, atua no processo de reparo do
DNA e, portanto, alteragcdes na sua expressdo podem levar a instabilidade do genoma.
KDM4B apresenta uma atividade catalitica muito menor em compara¢do com outras
proteinas KDM4 (BERRY, JANKNECHT, 2013) e esta envolvida na resposta dos
receptores nucleares no cancer de mama e prostata, assim como KDM4A (LABBE;

HOLOWATYJ; YANG, 2014).

KDMA4C também apresenta expressdo elevada em varios tipos de cancer,
incluindo carcinoma de células escamosas esofagicas, cancer de mama e proéstata,
meduloblastoma, linfoma primario de células B, linfoma de Hodgkin e leucemia
mieloide aguda. KDMA4C pode promover tumorigénese através de varios mecanismos,
como por exemplo, por ativar a expressao de oncogenes como MDM2, um regulador de
p53. Além disso, KDM4C se liga ao AR (receptor de androgénio) para estimular a
expressao de genes dependentes de androgénio e a proliferacdo de células tumorais

(LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014).

Como pode ser visto, as desmetilases da familia KDM estdo desreguladas em
diversos canceres e até o momento inexistem dados relacionando a atuacdo desse
processo epigenético na LLC. Sendo assim, no presente estudo avaliamos a expressao
dos genes KMD4A, KDM4B e KDM4C em amostras de LLC e investigamos se essas
desmetilases de histona exercem alguma influéncia no nimero de células leucémicas,

expressao da proteina ZAP-70 e no padrao cariotipico dos pacientes estudados.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Avaliar se a familia de desmetilases KDM4 esta envolvida no desenvolvimento e/ou

progresséo da LLC.

2.2. Especificos:
- Comparar a expressdo dos genes da familia KDM4 entre pacientes com LLC e

individuos saudaveis;

- Investigar a associacdo entre a expressdo dos genes KDM4A, KDM4B e KDM4C e a

leucometria dos pacientes avaliados;

- Analisar a expressdo de ZAP-70 nas amostras de LLC e correlaciona-las com os dados

de expressao génica;

- Realizar estudo citogenético das amostras de LLC e correlacionar os resultados com 0s

dados de expresséo génica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

Nesse estudo foram utilizadas amostras oriundas de 59 pacientes com LLC,
atendidos no Servigo de Hematologia da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto-USP.
O diagndstico de LLC desses pacientes foi determinado pela morfologia das células B,
pela linfocitose absoluta e pelo padrdo imunofenotipico (MATUTES et al., 1994).
Adicionalmente, foi obtido sangue periférico de 10 doadores saudaveis pareados por
idade (50 a 84 anos). Essas amostras foram usadas para isolamento de células B através
de centrifugacdo por Ficoll-Hypaque e posterior separacdo imunomagnética. O termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) foi obtido para todos os pacientes e voluntarios

saudaveis e a execucdo do estudo foi aprovada pelo comité de ética local.
3.2. Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)

As CMSP foram isoladas das amostras de sangue periférico coletadas de
doadores saudaveis e de pacientes com LLC, por uso do gradiente de densidade Ficoll-
Hypaque (Sigma- Aldrich, St Louis, MO, USA). Resumidamente, em tubo conico de
15mL foram adicionados 3mL de Ficoll, 4mL sangue total e 4mL PBS. Posteriormente,
o material foi centrifugado a 360g, por 25 minutos. Apds esse tempo, formou-se um
anel de células mononucleares, que foi recolhido por pipetagem, lavado com PBS e
depois foi realizada contagem celular.

3.2.1. Citometria de fluxo

As amostras de sangue periférico dos pacientes com LLC foram coletadas em
tubos contendo o anticoagulante EDTA. As CMSP foram isoladas em gradiente de
densidade Ficoll-Hypaque (Sigma- Aldrich, St Louis, MO, USA), ap6s centrifugacéo e

ajustamos 10° células por tubo para proceder a imunofenotipagem. O painel inicial de
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citometria de fluxo utilizada para diagnostico dos casos recrutados consistiu em 3 tubos:
CD20 FITC, CD79b PE, CD19 PE-Cy5, CD5 APC,; anti- A FITC, anti-x PE, CD19 PE-
Cy5, CD5 APC; Anti-A FITC, anti-k PE, CD19 PE-Cy5, CD5 APC. Todos os
anticorpos monoclonais foram obtidos da Becton Dickinson (San Jose, CA, USA),
exceto os anticorpos anti-A e anti-x (Dako, Carpinteria, CA, USA). Ademais, foi
analisada a expressdo do marcador prognostico ZAP-70 (San Jose, CA, USA), sendo
considerado positivo os casos em que havia mais de 20% de positividade (SARGENT;
CRAIG; SWERDLOW, 2009). Esses testes foram realizados no Citometro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson) do Laboratério de Hematologia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto, FMRP-USP.

3.3. Citogenética

A andlise do caridtipo foi realizada por bandeamento G no Laboratério de
Hematologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Em suma, foram utilizadas
1x10" CMSP, sendo que a metafase foi induzida em meio RPMI-1640 (Invitrogen,
Gaithersburg, MD) com 20% de SBF na presenca do oligonucleotideo
imunoestimulatério DSP30 (TIBMolBiol, Berlin, Germany) e interleucina 2 (IL-2).
Apbs 72 horas em cultura, foi adicionado colcemid (Sigma, Munich, Germany) antes da

preparacdo e espalhamento dos cromossomos.

3.4. Processamento das amostras para extracdo do RNA

Apos coleta, as amostras de LLC foram submetidas a centrifugacdo com
gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma Aldrich), antes de terem o RNA
extraido. Nas amostras controles, as células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) foram isoladas pelo uso do Ficoll-Hypaque e posteriormente submetidas a

separagdo imunomagnética para isolamento de células B, conforme instru¢es do
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fabricante (MiltenyiBiotec, Bergisch-Gladbach, Germany). Em suma, as CMSPs foram
incubadas com o anticorpo monoclonal CD19 conjugado com microbeads
(MiltenyiBiotec) e, posteriormente, a suspensédo celular foi dispensada em uma coluna
LS (MACS SeparationColumns; MiltenyiBiotec) previamente acoplada em um imé
(SuperMACS). As celulas CD19 tinham na sua superficie beads e ficaram retidas no
campo magnético. Posteriormente a coluna foi retirada do campo magnético e as células
obtidas para avalia¢do da pureza. Foram submetidas a extracdo de RNA pelo método de
TRIZOL-LS (Invitrogen Inc) as amostras que apresentaram marcacdo para CD19

superior a 90%, conforme determinado por Citometria de Fluxo.

3.5. Extracdo do RNA e transcrigéo reversa

O RNA total dos pacientes com leucemia e amostras purificadas CD19+ dos
doadores saudaveis foram isoladas usando o reagente TRIZOL-LS. Em sintese, em um
tubo (15mL) foram adicionados 750uL de TRIZOL-LS gelado e 250uL de PBS
contendo a suspensdo celular. Ap6s o periodo de incubacdo de 5 min, 200uL de
cloroférmio gelado foi acrescentado na mistura. Esse material foi entdo centrifugado por
15 min a 12.000g, a 4°C. Findado esse processo, foram obtidas trés fases. A fase aquosa
foi transferida para outro tubo (1,5mL), onde foram adicionados 500uL de isopropanol
gelado. As amostras foram ent&o centrifugadas por 10 min a 12.000 g a 4°C. Finalizado
esse processo foi adicionado 1mL de &lcool gelado 100%. Por fim, a mistura foi
centrifugada por 5 min a 7.500g, a 4°C, o etanol descartado e o pellet foi ressuspenso

em 20uL de agua DEPC (Dietilpirocarbonato).

Apds obtencdo do RNA, analisamos a qualidade desse material por meio do
espectrofotdbmetro Nanodrop. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado usando

1ug do total de RNA pelo Kit de transcricdo reversa High Capacity (Applied
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BioSystems, Foster City, CA, USA), seguindo as instrugcdes do fabricante.

3.6. PCR em tempo real

A andlise quantitativa da expressdo dos genes (KDM4A-C,) foi realizada em
amostras controle (células B) e em amostras de LLC no equipamento de PCR em tempo
real StepOne Plus (ThermoFisher). A metodologia empregada para a analise da
expressdo dos genes foi TagMan (AppliedBiosystems), com uso do kit GoTaq Probe
gPCR (Promega). O gene calibrador utilizado foi GAPDH, cuja eficiéncia de
amplificacdo é a mesma dos genes alvos, o que possibilitou a analise dos dados pela

metodologia ddCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2001).

3.7. Andlise estatistica

Foi utilizado o software Prism6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)
para as analises estatisticas. O nivel de significancia adotado foi de 5% (CI 95%). Todos
os testes aplicados foram ndo paramétricos, pois a populacdo ndo apresenta uma
distribuicdo normal. Para as comparagfes envolvendo dois grupos, utilizamos o teste

Mann-Whitney e para trés grupos, o Kruskal-Wallis.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas clinico-laboratoriais da coorte estudada

Foram analisadas as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais dos
59 pacientes com LLC (tabela 4). A mediana de idade ao diagnostico foi de 63 anos
(variando de 43 a 85 anos). A distribuicdo em género mostra 24 casos do sexo feminino
(40,7) e do sexo masculino 35 casos (59,3%). Quanto ao estadio clinico ao diagndstico:
39 pacientes (66%) apresentavam-se no estadio Binet A, 13 pacientes em Binet B (22%)
e 7 pacientes em Binet C (12%). As alteracdes citogenéticas mais prevalentes foram: 3
casos (5,08%) com delecdo do 17p, 6 casos (10,16%) com trissomia 12. Nessa corte, 17
pacientes (28,8%) apresentaram caridtipo de prognostico favordvel (delecdo 13q e
cariotipo normal); 22 pacientes (37,3%) cariétipo intermediario (trissomiado 12,
delecdo 11q e outros achados com 1 anormalidade); e 20 pacientes (33,9%) com
cariotipo desfavoravel (cariétipo complexo, delecdes 17 e 11). Quanto ao nimero de
alteracdes cromossémicas, 15 individuos com 0 alteracdo (25,4%), com 1 alteracdo 22
individuos (37,3%), 2 alteracdes 6 individuos (10,16%) e 15 individuos (25,4%) com 3
alteracdes. Em relacdo a expressdo de ZAP-70 nas amostras de LLC foram encontrados
39 casos (67,2%) com expressao positiva (> 20%) de ZAP-70 e 19 casos (32,8%) com

expressdo negativa.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com LLC.

CARACTERISTICAS PACIENTES (%0)

SEXO
Masculino 35 (59,3%)
o 24 (40,7%)
Feminino
IDADE 63 (43-85 anos)
ESTADIO CLINICO
Binet A 39 (66%)
Binet B 13 (22%)
Binet C 7 (12%)
ANALISE CITOGENETICA
Delecéo 17p 3 (5,08%)
Trissomia 12 6 (10,16%)
Normal 15 (25%)
CARIOTIPO - STATUS*

Favoravel 17 (28,8%),
Intermediario 22 (37,3%)
Desfavoravel 20 (33,9%)

N° DE ALTERAGOES CROMOSSOMICAS
0 15 (25,4%)
1 22 (37,3%)
2 6 (10,16%)
3 15 (25,4%)
EXPRESSAOQ DE ZAP-70
>20% 40 (67,2%)
<20% 19 (32,8)

* Seguida a classificacdo de DOHNER et al., 2000; MAYR et al., 2006; NABHAN; RACA; WANG,
2005.

4.2. Expressdo de KDM4 na leucemia linfoide crénica

Nos genes avaliados da familia KDM4, encontramos diferenca no nivel de
expressdo do gene KDM4A, sendo mais elevada em amostras de pacientes com LLC
comparado com as amostras controle (p=0,01) (Figura 6A). Encontramos também
diferenga significativa no nivel de expressdo de KDM4B, sendo que em amostras de
pacientes com LLC, houve menor expressdo desse gene em relagcdo as amostras controle
(p=0,001) (Figura 6B). A expressdao de KDM4C néo teve diferenca estatistica entre 0s
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grupos avaliados (p=0,2) (Figura 6C).

Para avaliagdo do impacto dos membros de KDM4 nas amostras de LLC,
estratificamos a expressdo desses genes em amostras com “elevada” e “baixa”
expressdo, baseando-se na mediana da expressdo desses genes. Com isso, passamos a
avaliar se a alta ou baixa expressio dos membros da familia KDM estariam

relacionados com os fatores prognosticos da LLC.
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Figura 6. Expressdo do gene KDM4A, KDM4B e KDMA4C na LLC. A andlise estatistica foi realizada
pelo teste de Mann Whitney. A: KDM4A. B: KDM4B. C: KDM4C. * p <0,05 ,** p < 0,01.

4.3. A expressao diferencial do gene KDM4 se associa ao maior numero de

leucocitos e a expressao da proteina ZAP-70 em pacientes com LLC.

Foi observado que 0s pacientes que apresentaram baixa expressao dos genes
KDM4A, KDM4B e KDM4C tiveram um aumento no numero de leucdcitos circulantes
(p= 0,005; p=0,0004 e p=0,01; respectivamente) (Figura 7). Além disso, o0 grupo de

pacientes com expressao positiva para ZAP-70 apresentou menor expressao KDM4B
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(p= 0,009) e KDMA4C (p= 0,03). N&o encontramos diferenca quanto a expressao de

KDMA4A, segundo ZAP-70 (Figura 8).
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Figura 7. Associacio entre expressdo dos genes da familia KDM4 e a contagem de leucdcitos em

pacientes com LLC. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann Whitney. A: KDM4A. B:
KDM4B. C: KDMA4C. Significado, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.
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4.4. Expressao dos genes KDM4 em relagdo a instabilidade genémica e

alteragdes cromossomicas na LLC

Avaliamos se 0 nivel de expressdo dos genes da familia KDM4 exercia
influéncia no resultado citogenético. Para isso, as amostras foram estratificadas em
caridtipo favoravel, intermediario e desfavoravel. Ndo encontramos associacdo entre a
expressdo do gene KDMA4A e os padrBes prognosticos investigados. A expressao da
desmetilase KDM4B foi menor em pacientes com caridtipo intermediério (p < 0,05) e
em pacientes com cariétipo ndo favoravel (p < 0,001). A expressdo do gene KDM4C

também foi menor em pacientes com cariotipo desfavoravel (p <0,01) (Figura 9).
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Figura 9. Expressdo de KDM4 em pacientes que possuem cariétipo favoravel, intermediario e
desfavoravel. A: KDM4A. B: KDM4C. C: KDM4B. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis. * significa p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001.

Em seguida, avaliamos se a expressdo dos genes KDM4 exercia correlagdo com
a presenca de cariotipo complexo em pacientes com LLC. Para isso, 0s pacientes com

LLC foram classificados de acordo com o numero de altera¢cbes cromossémicas. A
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expressdo do gene KDM4A ndo mostrou associacdo com a presenga de cariotipo
complexo na LLC. A expressdo dos genes KDM4B e KDMA4C foi reduzida em

pacientes com 3 alteracbes cromossdmicas (p<0,0001 e p < 0,001, respectivamente)

(Figura 10).
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Figura 10. Expressdo de KDM4 e niimero de alterages cromossdmicas. A: KDM4A. B: KDM4B. C:
KDMA4C. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis. O simbolo *** indica p < 0,001
e **** n < (,0001.
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5. DISCUSSAO

Diversas desmetilases de histona estdo desreguladas no céancer. Como
consequéncia, essas alteracbes podem promover ativacdo da expressao de oncogenes,
inibir a expressdo de supressores de tumores, interferir no sistema de reparo do DNA,
causar instabilidade cromossémica e interagir com receptores hormonais chaves que
controlam a proliferacdo celular (LABBE; HOLOWATYJ; YANG, 2014). Os membros
da familia KDM4 parecem ter importantes funcdes relacionadas a carcinogénese
(SOINI; KOSMA; PIRINEN, 2015), visto que podem contribuir para progressdao do
ciclo celular (CHEN et al., 2017). No presente estudo, a expressdao das enzimas
desmetilases de histona da subfamilia KDM4 mostrou associacdo com fatores
prognosticos adversos na LLC, como o aumento do numero leucdcitos, nivel de
expressao de ZAP-70, com o caridtipo desfavoravel e complexidade gendmica em
pacientes com LLC.

No presente estudo evidenciamos expressdo elevada do gene KDM4A em
pacientes com LLC em relacdo ao grupo controle. Condizente com 0s nossos achados,
Berry et al (2012) também relataram uma hiperexpressdo desse gene em cancer de
pulmdo e em tumores mamarios, salientando sua funcdo oncogénica. Porém, é
necessario determinar melhor as circunstancias que permitem KDMA4A exercer uma
funcdo pro-oncogeénica, tendo em vista que somente em certos 6rgdos e tipos de células
a expressao elevada de KDM4A estimula o crescimento do tumor (BERRY;
JANKNECHT, 2013).

Em contraste, dados na literatura mostram que a baixa expressdao de KDM4A
leva a proliferaco celular reduzida e inducdo da senescéncia (LABBE; HOLOWATYJ;
YANG, 2014). Como observado por KIM et al (2012), que no cancer de célon a baixa

regulacdo de KDM4A em células neoplasicas resulta em proliferacdo celular reduzida,
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aumento da apoptose e atraso na fase G2/M do ciclo celular. Apesar disso, notamos que
0s pacientes com LLC que apresentam diminuicdo da expressdao do gene KDM4A
possuem aumento da leucometria, um dos fatores envolvidos na progresséo da doenca.
A alteracdo na desregulacédo de KDM4B parece exercer um efeito mais intenso
na LLC. Observamos uma correlagdo entre a diminuicdo da expressao de KDM4B com
0s marcadores de mau prognostico, como elevada leucometria, expressao aumentada de
ZAP-70 e anormalidades citogenéticas adversas, sugerindo um forte envolvimento com
0 progresso e agressividade da doenca. Nessa linha, foi demonstrado que a deficiéncia
de KDM4B parece estar envolvida com o crescimento e metéastase de Hepatocarcinoma
celular, tanto in vitro quanto in vivo. (CHEN et al., 2017). Herlihy et al (2015), também
mostraram expressdo diminuida dos niveis KDM4B no melanoma uveal de mau
progndstico (M3), além de baixa regulacdo de outros genes modificadores epigenéticos.
Entretanto, ha dados contrastantes na literatura que demonstram que 0 aumento
da expressdo de KDM4B é indispensavel para a proliferacdo, capacidade de formacéao
de colonias, invasdo e sobrevivéncia de linhagens celulares de cancer de mama, tumores
gastricos, de bexiga, de pulméo e cancer colorretal (BERRY; JANKNECHT, 2013).
Além disso, tem se demonstrado que a baixa expressdo desses genes comumente conduz
a apoptose de células cancerigenas ou reduz a proliferacio celular (LABBE;
HOLOWATYJ; YANG, 2014), como observado nas células de cancer de célon, que a
inibicdo genética de KDM4B (dependente de p53 in vivo) compromete o crescimento
tumoral subcutdneo (CASTELLINI et al., 2017). Ademais, KDM4B tem um efeito
supressor sobre a instabilidade genémica e € uma proteina de resposta a danos no DNA
(HERLIHY et al, 2015). Sendo assim, esses achados sugerem que KDM4B pode ter
regulacdo de outros fatores e comportamento funcional diferente, dependendo do tipo de

tumor em que sua expressao esta alterada.
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Assim como KDMA4A, a expressdo elevada de KDM4B associada com a
malignidade é principalmente um reflexo do seu papel na promocdo da proliferagdo
celular, mas deve-se ter precau¢do para definir KDM4B como uma oncoproteina, pois a
hiperexpressdao de KDM4B em espécimes tumorais pode ser uma consequéncia e ndo
uma causa da tumorigénese (CASTELLINI et al., 2017).

Diversos estudos mostram que as proteinas KDM4 interferem na estabilidade
gendbmica e na regulacdo da carcinogénese (BLACK et al., 2013; LABBE;
HOLOWATYJ; YANG, 2014; AWWAD; AYOUB, 2015). A desmetilacdo de H3K9-
me3 por KDMA4C parece ser um processo chave para manter a estabilidade
cromossdmica em cancer de mama triplo-negativo (GARCIA; LIZCANO, 2016). Por
outro lado, 0 KDM4C é o Gnico membro da subfamilia KDM4 associado a segregacdo
dos cromossomos durante a mitose na linhagem de osteossarcoma, U20S
(KUPERSHMIT et al., 2014), o que mostra sua potencial relevancia na evolucdo do
cancer, instabilidade cromossdmica e em defeitos mitéticos (GUO; KIM; MAO, 2013).

Nesse estudo ndo encontramos diferenca na expresséo de KDM4C entre as
amostras de LLC e as células B controle. Contudo, observamos que a baixa expressao
de KDMA4C apresentou 0 mesmo impacto que KDM4B nessa leucemia, tendo
associacdo com os fatores de mau prognostico. E importante destacar que em outros
estudos, KDM4C é descrito como um oncogene que é amplificado e possui expressao
elevada em vaérias neoplasias (RUI et al., 2010), incluindo as formas mais agressivas de

canceres de mama basais (LIU et al., 2009) e canceres de pulmdo (Li e Jiang, 2017).
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Corroborando com a ideia de que h& alteracbes nos processos epigenéticos no
cancer, como previamente mencionado no trabalho de Herlihy et al (2015). Um estudo
conduzido pelo nosso grupo mostrou que h& outros processos epigenéticos que estdo
desregulados na LLC, como a baixa expressdao da SUV39H1 (histona metiltransferases -
HMTases), que mostrou-se associada a aquisi¢do de cariotipos alterados e complexos.
Foi encontrado ainda que a alta expressdo de SUV39H2 estd correlacionada com
anormalidades citogenéticas em pacientes com LLC (CARVALHO ALVES-SILVA et
al., 2017). De acordo com Mansouri et al (2018) uma fracdo das alteracGes epigenéticas
se traduz em mudangas funcionais na LLC. Portanto, é possivel que o padrdo de
desregulacdo epigenética na LLC contribua para a complexidade da doenga e o
prognostico desfavoravel de alguns pacientes, entretanto, ainda precisa ser esclarecido o

circuito génico alterado por esses processos epigenéticos.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nos fazem inferir que a baixa expressao desta familia
KDM4, principalmente os genes KDM4B e KDMA4C, tem relacdo com os fatores
prognosticos na LLC, como o aumento do numero leucdécitos, da expressdo de ZAP-70
e com o cariétipo desfavoravel e complexidade gendmica em pacientes com LLC. Esses
dados podem servir de base para o desenvolvimento de novos estudos que visem
elucidar o impacto molecular da epigenética nos mecanismos fisiopatoldgicos e no

desenvolvimento da LLC.
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Abstract

The acquisition of complex karyotypes is related to the progression of chronic lymphocytic leukemia (CLL) and patients
with this condition have a poor prognosis. Despite recent advances in the classification of prognosis in CLL patients, under-
standing of the molecular mechanisms that lead to genomic instability and progression of this disease remains inadequate.
Interestingly, dysregulated expression of KDM4 members is involved in the progression of several cancer types and plays
a role in the DNA damage response; however, the gene expression profile and the importance of KDM4 members in CLL
are still unknown. Here, we assessed the gene expression profile of KDM4A, KDM4B, and KDM4C in 59 CLL samples and
investigated whether these histone demethylases have any influence on the prognostic markers of this leukemia. KDM4A
gene expression was higher in CLL patients as compared with control samples. In contrast, CLL samples showed decreased
levels of the KDM4B transcript in relation to control cases, and no difference was detected in KDM4C expression. Further-
more, patients with positive expression of ZAP-70 had lower expression of KDM4B and KDM4C as compared with ZAP-
70-negative patients. More importantly, patients with low expression of these histone demethylases had higher leukemic cell
numbers and displayed adverse cytogenetic findings and the acquisition of a complex karyotype. The present data clearly
show that the expression of KDM4 members is dysregulated in CLL and impact the prognosis of this leukemia. These find-
ings are useful for a better understanding of the impact of epigenetics on CLL progression.

Keywords KDM4 - Chronic lymphocytic leukemia - Prognostic factors - ZAP-70 - Karyotype

Introduction
spectrum of clinical presentation in CLL, in which some

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a lymphoprolifera-
tive disorder characterized by the accumulation of mature
CD5+ B-lymphocytes in the blood, bone marrow, lymph
nodes, and/or other lymphoid tissues. There is a broad
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patients present an indolent disease pattern, living for many
years without treatment, while others have an aggressive
disease with a very poor prognosis. Given this heterogene-
ous clinical course of CLL, it is of fundamental importance
to establish an effective tool for the classification of patients
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according to their prognosis. The Rai and Binet staging sys-
tems, developed in the 1970s, were used for decades to strat-
ify CLL patients by their clinical characteristics, but these
systems do not allow identification of the risk of progres-
sion. More recently, other prognostic parameters have begun
to be used for the classification of CLL patients, including
the mutational status of immunoglobulin heavy-chain vari-
able region (IgVVH) and the expression of CD38 and ZAP-70.
Knowledge regarding chromosomal aberrations and genetic
mutations in CLL has allowed refinement of the prognostic
subgroups of this disease [1, 2]. Accordingly, it has been
shown that the acquisition of complex karyotypes is related
to the progression of CLL and that such patients have a poor
prognosis [3, 4]. Despite advances in the classification of
prognosis in CLL patients, understanding of the molecular
mechanisms that lead to genomic instability and progression
of this disease remains inadequate.

In recent years, the field of epigenetics has developed dra-
matically and it is now well known that the altered function
of histone methyltransferases and demethylases contributes
to cancer development and progression [5]. Dysregulation
of histone demethylases in cancer can promote the activation
of oncogenes, repression of tumor suppressors, alteration of
DNA mismatch repair, and disruption of chromosomal sta-
bility. Specifically, aberrant expression of the histone dem-
ethylase members KDM4A/IMJD2A, KDM4B/JMJD2B, and
KDM4C/IMJD2C, which catalyze the removal of H3K9 and
H3K36 di- and trimethyl marks, has been detected in sev-
eral cancer types, such as breast, colorectal, lung, prostate,
esophageal, and lymphoma [6, 7]. More specifically, it has
been shown that KDM4 members play a role in the DNA
damage response [8, 9].

To date, the gene expression profile and importance
of KDM4 members in CLL remain unknown. Here, we
assessed the gene expression profile of KDM4A, KDM4B,
and KDM4C in 59 CLL samples and investigated whether
these histone demethylases have any influence on the prog-
nostic markers of this leukemia.

Methods
Sample collection

Peripheral blood samples were collected from 59 consecu-
tive CLL patients diagnosed according to Matutes score

[10] and treated at the University Hospital of the Medical
School of Ribeirao Preto (University of Sdo Paulo, Brazil).
In addition, peripheral blood samples from 10 age-matched
healthy donors were obtained as a control. The present study
was approved by the Local Ethical Committee and informed
consent was obtained from all patients and healthy donors.

Isolation of peripheral blood mononuclear cells and
immunomagneticselectionof CD19+ B-cells

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from CLL
patients and healthy donors were obtained following cen-
trifugation of blood samples through Ficoll-Paque PLUS
density gradient media (Amersham Biosciences). Subse-
quently, magnetic beads coupled to CD19 were employed
for the immunomagnetic selection of control B-cells, follow-
ing the manufacturer’s recommendations (Miltenyi Biotec).
All isolated CD19+ cells had a purity greater than 90% as
determined by flow cytometry.

Determination of ZAP-70 protein expression by flow
cytometry

Following identification of the CD19+CD5+ population,
the protein expression of ZAP-70 was measured using a PE-
conjugated anti-ZAP-70 antibody (Dako). The percentage of
ZAP-70-positive cells was determined by comparison with
an isotype control (cut-off, 20%). All samples were evaluated
using a FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences),
and data analysis was performed with the Cell Quest soft-
ware (BD Biosciences).

Cytogenetic analysis

All samples were submitted to karyotype determination by
standard G banding. Accordingly, PBMCs were cultured
in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium
supplemented with 209% fetal calf serum in the presence of
IL-2 and CpG-oligonucleotide DSP30 (TIBMolBiol) for
72 h, following which metaphase was induced by colcemid.
At least 20 metaphases were analyzed per patient. Stand-
ard procedures were followed for chromosome preparation,
and cytogenetic analysis was performed according to the
International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN).

Real-time PCR (RT-PCR)

All collected samples were submitted to RNA extraction
using TRIzol reagent (Invitrogen), according to the man-
ufacturer’s instructions. cDNA was generated from 1 pg
total RNA with reverse transcriptase and random primers
using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific). RT-PCR reactions were per-
formed using TagMan® probes (Applied Biosystems) for
KDM4A (Hs00206360_m1), KDM4B (Hs00392119_m1),

and KDM4C (Hs00909577_m1). All reactions were car-
ried out in duplicate relative expression levelsand were
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calculated using the 2% method, with the mean of the
control samples used as a calibrator. As an endogenous
control, a GAPDH (Hs99999905_m1) probe was used. The
assays were performed using a StepOnePlus Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific).

Statistical analysis

The Mann—Whitney test was used for numerical compari-
sons between two groups. The influence of KDM expression
on cytogenetic findings was determined by Kruskal-Wallis
followed by the multiple comparison test (Dunn’s). All anal-
yses were performed using the Prism 7 software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) with a significance level
of p<0.05.

Results

The clinicopathological characteristics of our CLL cohort
were described previously [11]. In brief, the patients were
aged between 43 and 85 years old (mean, 63 years old); 25
were women and 34 were men; and there were 38 cases of
Binet A, 12 cases of B, and 9 cases of C. Regarding ZAP-70
protein expression, 19 patients were negative and 39 were
positive (cut-off for positivity, 20%). Among all patients,
17 were classified in the favorable karyotype group, 18 in
the intermediate, and 24 in the unfavorable. Yet, 15 patients

showed a normal karyotype, while 29 patients had 1 or 2
alterations and 15 patients had a complex karyotype [3, 4,
12].

Interestingly, KDM4A gene expression was higher in CLL
patients as compared with control samples (p=0.01). In con-
trast, CLL samples showed a decreased level of the KDM4B
transcript in relation to control cases (p=0.001). Finally, no
difference in KDM4C expression was detected between CLL
and control cases (Fig. 1a—c). To investigate whether these
histone demethylases had any association with the number
of leukemic cells, we adopted the median value of KDM4A,
KDM4B, and KDMA4C to dichotomize CLL patients into
“low” and “high” KDM4 expression groups. For KDM4A,
the median expression was 2.63, while for KDM4B and
KDMA4C, the median expression was 0.31 and 3.60, respec-
tively. Importantly, the low expression levels of KDM4A,
KDM4B, and KDM4C were associated with a higher num-
ber of white blood cells (WBC) (p = 0.004, p = 0.0004, and
p = 0.01, respectively) (Fig. 1d—f). Considering these data,
we investigated whether there was differential expression of
these genes relative to ZAP-70 protein expression. Interest-
ingly, although no association could be identified between
KDM4A and ZAP-70, patients with positive expression of
ZAP-70 had lower expression of KDM4B (p = 0.01) and
KDM4C (p = 0.03) as compared with ZAP-70-negative
patients (Fig. 2a, b).

Notably, investigation into the impact of KDM4B and
KDMA4C on cytogenetic risk revealed that there was a con-
tinuous decrease in the levels of KDM4B in patients with
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Fig. 1 KDM4 expression in CLL patients and normal B-cells and its
association with WBC count. a KDM4A, b KDM4B, and ¢ KDM4C
relative fold change values were calculated by the formula 2724
using the median C; value from the control samples as a reference.

KDM4B

KDM4B KDM4C KDM4C

Patients with low expression of d KDM4A, e KDM4B, and f KDM4C
presented with a higher number of white blood cells (WBC). The
Mann-Whitney test was employed to compare differences between
the groups
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and with cytogenetic findings in CLL patients. CLL patients with
positive expression of ZAP-70 showed lower expression of a KDM4B
and b KDM4C as compared with ZAP-70-negative patients. The
Mann-Whitney test was employed to compare differences between
the groups. ¢ KDM4B and d KDM4C expression in patients with

intermediate and unfavorable karyotypes (p = 0.001) as
compared with patients with favorable cytogenetic results.
Similarly, expression of KDM4C was significantly reduced
in patients with an unfavorable karyotype (p = 0.005). No
association between KDM4A and cytogenetic findings was
noticed. We subsequently investigated the impact of the dif-
ferential expression of these histone demethylases on the
number of chromosomal alterations. Strikingly, decreased
levels of KDM4B and KDM4C were associated with the
acquisition of a complex karyotype in CLL (p < 0.0001and
p<0.0003, respectively) (Fig. 2c-f).

Discussion

In the present study, we characterized the transcriptional
levels of KDM4A, KDM4B, and KDM4C in CLL and dem-
onstrated that the expression of these histone demethylases
was associated with classical prognostic markers, such as the
accumulation of leukemic cells, ZAP-70 protein expression,
and adverse cytogenetic findings. Interestingly, CLL sam-
ples showed high expression of KDM4A as compared with
healthy donors, and cases with low expression of this gene
presented a high WBC count. KDMA4A has previously been
shown to be overexpressed in bladder and lung cancer, and
in these tumors, KDMA4A inhibition induces significant sup-
pression of tumor progression [13]. Importantly, it has been
demonstrated that dysregulated expression of KDM4A pro-
motes localized copy gain of 1q12, 1921, and Xq13.1 with-
out indices global chromosome instability [14]. However,
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Kruskal-Wallis followed by the multiple comparison test (Dunn’s)
was used to compare differences between the groups

we did not detect any association between the expression of
KDMA4A and the acquisition of cytogenetic abnormalities
in the present study.

KDM4A and KDM4B are overexpressed in several cancer
types including breast, lung, prostate, and melanoma [15].
Interestingly, our CLL samples showed low transcript levels
of KDM4B as compared with control B-cells, but no dif-
ference was detected in KDMA4C expression. Notably, our
data reveal that CLL patients with positive expression of
the prognostic marker, ZAP-70, have low expression of
KDM4B and KDMA4C. In accordance, beyond showing an
increased number of leukemic cells, these patients also
presented with adverse cytogenetic findings and the acqui-
sition of a complex karyotype, which are useful markers
for the identification of patients with aggressive CLL and a
short overall survival time [3, 4, 16]. Importantly, beyond
KDMA4A, the overexpression of KDM4B and KDM4C also
promotes chromosomal instability; once aberrant expression
of these histone demethylases impairs the integrity of DNA
mismatch repair, microsatellite instability (MSI) is promoted
in addition to an increase in the frequency of spontaneous
mutations [17]. More specifically, the association between
KDM4 members and genomic instability has been reinforced
by the demonstration that KDM4C controls the expression
of MDM2, which can destabilize the p53 protein and induce
genomic instability [18]. It has been speculated that, due to
the dysregulated expression of KDM members in the same
cancer and their similar physiological functions, KDM4 pro-
teins may perform overlapping functions [7]. Our data are
in agreement with this speculation, considering the different
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associations of both KDM4B and KDMA4C with
indicators of poor prognosis in CLL.

Conclusion

To the best of our knowledge, this study is the first to
com- pressively investigate the gene expression pattern
of KDM4 members in CLL and to demonstrate their
impact on the prognosis of this leukemia, mainly with
the acquisition of adverse cytogenetic findings. These
findings are useful for a better understanding of the
impact of epigenetics on CLL progression.
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