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Resumo

DANGONI, Gustavo Dib. Alteragées genéticas e epigenéticas em pacientes com
cancer pediatrico. 2023. Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias - Biologia Genética —

Instituto de Biociéncias), Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo 2023

O cancer pediatrico € um grupo complexo de doengas com etiologia multifatorial pouco
elucidada. Diversos fatores de risco sdo associados com o desenvolvimento de
tumores pediatricos, podendo ser demograficos, ambientais e/ou intrinsecos, como
fatores genéticos. Parte dos casos €& decorrente da presenga de mutagdes
germinativas altamente penetrantes em genes de predisposicdo a cancer.
Adicionalmente, existe na literatura cientifica sugestdo de associagéo de técnicas de
reproducao assistida, como a fertilizagdo in vitro (FIV), com aumento de risco de
cancer pediatrico. Neste estudo, tivemos por objetivos a avaliagdo do impacto de
fatores genéticos e epigenéticos na suscetibilidade ao cancer na infancia. A primeira
parte do estudo foi a analise de metilagdo de DNA (metiloma) de sangue periférico de
11 pacientes concebidos por FIV que desenvolveram cancer pediatrico, em
comparagao a grupos-controle, em busca de epivariantes potencialmente associadas
com o risco de cancer pediatrico e FIV. Identificamos hipermetilacdo na regiao
promotora do gene LHX6 no metiloma do grupo de pacientes FIV, gene que é um
provavel supressor tumoral - este resultado nos levou a propor que tal epimutacao
pode ter contribuido para aumento do risco de cancer na infancia no grupo de
pacientes concebidos por FIV aqui avaliado. Tal achado € preliminar e baseia-se em
analise de um grupo pequeno, embora raro, de pacientes; a investigagdo do padréo
de metilagcdo da regido promotora do gene LHX6 em grupo maior de criangas
concebidas por FIV em comparagao a controles poderia avaliar se tal modificacéo
epigenética € um fendbmeno que ocorre com frequéncia neste procedimento. A
segunda parte do estudo realizado foi a analise de variantes germinativas raras
potencialmente patogénicas de 22 pacientes com cancer pediatrico (sete deles do
grupo gerado por FIV), sendo dez pacientes sindrébmicos com fendtipos clinicos
adicionais (sindrébmicos) - por analise cromossémica por microarranjo e

sequenciamento de exoma completo. ldentificamos variantes germinativas raras,



classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas, em genes
reconhecidos de predisposicdo ao cancer (APC, LZTR1, MUTYH, PTEN, RB1,
RECQL4, SQSTM1 e TP53) ou candidatos (JAG1, KAT6A, SETD5 e TNFRSF13B) em
45% dos pacientes. Foi possivel identificar variantes germinativas patogénicas ou
provavelmente patogénicas em genes reconhecidos de predisposi¢gdo com padrao de
heranca dominante, compativeis com o respectivo tipo tumoral, em 14% dos pacientes
(APC, RB1, TP53). Também foram detectadas variantes monoalélicas em genes
reconhecidos de predisposigao com padrao recessivo (MUTYH e RECQL4), em genes
candidatos para a predisposi¢céo ao cancer (JAG1, KAT6A, SETD5 e TNFRSF13B)
e/ou tumores que n&o sao associados com o respectivo gene de predisposicao. Com
base nos resultados da analise de variantes germinativas, propomos novas
associagdes entre o gene SETDS com neuroblastoma; PTEN e leucemia mieloide
aguda; JAG1 e hepatoblastoma; TNFRSF13B e histiocitose de células de Langherans;
KATG6A e astrocitoma. Em quatro dos dez pacientes sindrébmicos com cancer pediatrico
pudemos identificar variantes associadas de maneira causal ao quadro clinico
completo; portanto, em 60% dos pacientes sindrémicos, o quadro clinico nao foi
totalmente elucidado, mesmo apds a realizagdo da analise cromossémica por
microarranjo € sequenciamento de exoma completo. Em resumo, a identificacao de
hipermetilagdo na regido promotora do gene LHX6, bem como de variantes
germinativas em genes de predisposicdo ao cancer, reconhecidos e candidatos,
contribuiram para o diagnéstico molecular de parte dos casos e para a elucidacao de
possiveis causas do cancer pediatrico, além da proposi¢cao de novas associagdes

gene/subtipo tumoral.

Palavras-chave: cancer pediatrico; predisposicdo genética a cancer; metilagédo do
DNA; FIV



Abstract

DANGONI, Gustavo Dib. Alteragées genéticas e epigenéticas em pacientes com
cancer pediatrico. 2023. Dissertacdao (Mestrado em Ciéncias - Biologia Genética —

Instituto de Biociéncias), Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo 2023

Childhood cancer is a complex and heterogeneous group of diseases with a yet not
fully disclosed multifactorial etiology. Several risk factors are associated with childhood
cancer, and they can be demographical, environmental, or intrinsic, such as genetic
variants. It is recognized that part of the cases of childhood cancer arise due to highly
penetrant mutations in cancer predisposition genes. Additionally, there are evidence in
the scientific literature of an association between assisted reproductive technologies,
such as in vitro fertilization (IVF), and increased risk of childhood cancer. In the present
study, we aimed to analyze genetic and epigenetic factors associated with cancer
susceptibility in childhood. In the first part of the study, we performed DNA methylation
analysis (methylome) in peripheral blood of 11 patients conceived by IVF who
developed childhood cancer, compared to control groups, to search for epivariants
potentially associated with childhood cancer risk and IVF. We identified
hypermethylation in the promoter region of LHX6 in the methylome of patients
conceived by IVF, a gene that is a potential tumor suppressor — this finding led us to
propose that this epimutation may have contributed to an increased risk of childhood
cancer in the group of patients conceived by IVF. This is a preliminary finding based
on a small group of patients, albeit rare; the investigation of the methylation pattern of
the promoter region of LHX6 in a larger group of children conceived by IVF, compared
to controls, could establish if this epigenetic modification is a phenomenon that
frequently occurs in this procedure. Next, in the second part of the study, we screened
22 patients with childhood cancer (seven of them from the group conceived by IVF),
ten of them were syndromic patients with additional clinical phenotypes (syndromic),
for the presence of potentially pathogenic rare germline variants - by chromosomal
microarray analysis and whole-exome sequencing. We detected rare germline variants
classified as pathogenic or likely pathogenic in 45% of patients, mapped to known
(APC, LZTR1, MUTYH, PTEN, RB1, RECQL4, SQSTM1 e TP53) or candidate cancer



predisposition genes (JAG1, KAT6A, SETD5 e TNFRSF13B). Pathogenic variants in
known cancer predisposition genes with autosomal dominant inheritance, compatible
with the respective tumor type, were detected in 14% of patients (APC, RB1, TP53).
Monoallelic variants were also detected in known cancer predisposition genes with
autosomal recessive inheritance (MUTYH, RECQL4), and candidate cancer
predisposition genes (JAG1, KAT6A, SETD5 e TNFRSF13B). Based on these results,
we proposed new associations between SETD5 and neuroblastoma; PTEN and acute
myeloid leukemia; JAG7 and hepatoblastoma; TNFRSF13B and Langerhans cell
histiocytosis; KAT6A and astrocytoma. Four out of the 10 syndromic patients with
childhood cancer carried pathogenic germline variants associated with the full clinical
picture. Therefore, the phenotype of 60% of the syndromic patients was not fully
elucidated even after chromosomal microarray analysis and whole-exome sequencing.
The identification of the LHX6 promoter region hypermethylation, as well as rare
germline variants in cancer predisposition genes, were crucial for the molecular
diagnosis of a portion of cases and elucidation of possible causes of childhood cancer,

in addition to disclosing new tumor type/gene associations.

Keywords: childhood cancer; cancer genetic predisposition; DNA methylation; IVF
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Capitulo 1. Introducao Geral

1.1. O cancer pediatrico como doenga

O cancer pediatrico (criangas e adolescentes 0-19 anos) é um grupo de
doencas bastante heterogéneo, complexo, histologicamente e molecularmente
distinto de tumores adultos, que apresenta uma etiologia multifatorial ainda pouco
elucidada (ALEJANDRO SWEET-CORDERO et al., 2019). Em 2015,
aproximadamente 397.000 criancas menores de 15 anos desenvolveram cancer em
todo o mundo (WARD et al., 2019). As taxas de incidéncia e mortalidade apresentam
variagdes significativas entre paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento
(JOHNSTON et al., 2020).

Individuos com céancer pediatrico de maneira geral apresentam um bom
prognostico, com uma sobrevida de 80% quando diagnosticados precocemente
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2023). No entanto, sobreviventes de cancer
pediatrico podem apresentar efeitos adversos cronicos decorrentes do tratamento
oncolégico com radioterapia e quimioterapia, como também apresentam um risco 10x
maior para o desenvolvimento de tumores secundarios ao longo da vida (ARMENIAN;
MEADOWS; BHATIA, 2015). O cancer pediatrico € uma das principais causas de
morte em todo o mundo, com um crescimento da condigcdo em anos recentes (FORCE
et al., 2019). No Brasil, foram registrados 2.289 ébitos por cancer infanto-juvenil em
2020; e a incidéncia sera de aproximadamente 7.930 casos por ano no proximo triénio
(2023-2025), liderado pela regiao Sudeste, com 3.310 casos (INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER, 2023).

A frequéncia dos tipos de neoplasias pediatricas difere bastante das que
acometem adultos. As neoplasias com maior frequéncia na faixa etaria de 0 a 14 anos
séo as leucemias (33% do total), seguido dos tumores do sistema nervoso central
(16%), linfomas (14%), tumores de tecidos moles (6%), tumores de tecido epitelial
(6%), tumores renais (4,5%), neuroblastoma (4%), tumores 6sseos (4%), tumores de
células germinativas (3%), retinoblastoma (2%), e tumores hepaticos (1%)
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

Considerando todas as faixas etarias (criangas, adultos e idosos), as leucemias
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correspondem ao 15° tipo de cancer mais comum (JOHNSTON et al., 2020; SUNG et
al., 2021).

O cancer em adultos se desenvolve em decorréncia do risco cumulativo pela
aquisicado gradual de mutagdes genéticas e epigenéticas ao longo de varias décadas,
modelo evidenciado pelo fato de que mais de 50% das neoplasias ocorrem em
individuos com mais de 70 anos (KATTNER et al., 2019). Em contrapartida, tumores
pediatricos se desenvolvem numa curta janela temporal, antes do acumulo de
quantidade substancial de (epi)mutacbes somaticas (FILBIN; MONJE, 2019).
Consequentemente, ha diferenca na quantidade de mutagdes somaticas em tumores
pediatricos, j4 demonstrada em estudos de pan-cancer como o de Grdbner e
colaboradores (2018) que, ao comparar com tumores em adultos (KANDOTH et al.,
2013), identificou que a média de mutagbes somaticas em 24 tipos de cénceres
pediatricos (0,13 por milhdo de bases - Mb) foi aproximadamente 14 vezes menor (1,8
por Mb). No mesmo estudo, os autores observaram um aumento no numero de
mutagdes conforme a idade do paciente, exceto em linfoma de Burkitt, e tumores com
eventos de hipermutacéo decorrentes de quebras de fita dupla de DNA (GROBNER
et al., 2018). Ha também variagdes no numero de mutagdes entre diferentes tipos de
tumores pediatricos; no hepatoblastoma foi observado em média 0,02 mutagdes por
Mb, enquanto no linfoma de Burkitt, o valor médio foi de 0,49 mutacdes por Mb
(GROBNER et al., 2018). Outro estudo pan-cancer pediatrico, de Ma. e colaboradores
(2018), obteve média de 0,17 mutagcdes/Mb em leucemia mieloide aguda (LMA) e
tumor de Wilms, enquanto osteosarcomas exibiram numero muito maior (0,79

mutag¢des/Mb).

Diversos fatores de risco estdo associados com o desenvolvimento de tumores
pediatricos. No entanto, a maioria desses fatores apresenta uma associagao
epidemioldgica considerada fraca, e a etiologia assim permanece inconclusiva
(SPECTOR; PANKRATZ; MARCOTTE, 2015). Apesar disso, ha fatores cuja
associagao esta bem estabelecida. Estes fatores podem ser demogréficos, variando
de acordo com a idade, sexo e etnia; ambientais, como altas doses de radiagao
ionizante e quimioterapia prévia; caracteristicas intrinsecas, em particular baixo e alto
peso ao nascer, presenga de malformagdes congénitas e idade dos pais (O’NEILL et
al., 2015; SPECTOR; PANKRATZ; MARCOTTE, 2015; PLON; LUPO, 2019; SCHRAW

et al., 2020). Além dos fatores de risco mencionados, também existem casos
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decorrentes da presenga de uma mutagcdo altamente penetrante em gene de

predisposi¢cao ao cancer.

Ha documentacdo de forte associagdo entre malformagdes congénitas e
aumento de risco de cancer pediatrico (LUPO et al., 2019; SCHRAW et al., 2020). O
aumento de risco existe tanto para criangas com anomalias congénitas causadas por
alteragdes cromossdmicas quanto para os casos de malformagdes congénitas néo
associadas a cromossomopatias. Neste ultimo grupo, ha um aumento de 2,5x de risco
de cancer em comparagdo a criangas sem malformagdes congénitas, enquanto
criangas com 4 ou mais malformagdes congénitas graves apresentam um aumento de
risco de 5,9x (LUPO et al., 2019). Particularmente, malformag¢des congénitas estao
associadas com um maior risco de tumores embrionarios e de células germinativas,
bem como idade de diagndstico precoce em pacientes com leucemias, astrocitoma e
tumores embrionarios que nao sao do sistema nervoso central (FISHER et al., 2012;
LUPO et al., 2019; SCHRAW et al., 2020).

1.2. Predisposic¢ao genética ao cancer

Embora a grande maioria dos casos de cancer ocorram esporadicamente, sob
um modelo multifatorial, aproximadamente 8% dos casos de cancer em adultos séo
decorrentes da presenca de mutagdes germinativas altamente penetrantes em genes
de predisposi¢cao a cancer, que atuam em modelo similar ao de doengas monogénicas
(HUANG et al., 2018). Assim, a predisposigéo genética € significativamente associada
ao desenvolvimento de uma parcela dos casos de cancer pediatrico (KRATZ et al.,
2021).

Genes de predisposigao ao cancer podem ser definidos como aqueles cujas
variantes germinativas raras (frequéncia alélica <1% na populagéo) e patogénicas
contribuem de maneira moderada a elevada para aumento do risco de cancer
(RAHMAN, 2014), em contexto predominantemente monogénico. Essas variantes
génicas podem ser alteragdes de nucleotideo unico (single nucleotide variant - SNV),
pequenas insergdes e delegdes (indels), ou ainda variantes estruturais (SV), incluindo

variagdes no numero de cépias (copy number variant - CNV).

No espectro do cancer pediatrico, ha a ocorréncia de casos em contexto de

sindromes de predisposi¢cdo ao cancer, que apresentam subtipos proprios em relagao
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aos diferentes tipos de cancer pediatrico, como por exemplo na sindrome de Li-
Fraumeni (OMIM #151623). Para se considerar a possibilidade de predisposigao
hereditaria em um caso de cancer infantil, € necessario levar em consideracgao fatores
como: (1) a quantidade de casos de cancer na familia, bem como a idade em que os
mesmos foram diagnosticados; (2) o tipo de cancer e/ou caracteristicas que podem
ser associadas a uma determina sindrome de cancer hereditaria; (3) presenca de
variantes germinativas patogénicas de predisposi¢cao ao cancer; (4) ocorréncia de
outras neoplasias malignas; (5) fendtipos clinicos, como anomalias congénitas,
dismorfismos faciais, atraso no desenvolvimento ou outras anomalias; (6) reac¢des
adversas a terapias no tratamento do cancer (JONGMANS et al., 2016; RIPPERGER
et al., 2017).

Zhang e colaboradores (2015) analisaram a presenga de mutagdes
germinativas patogénicas ou provavelmente patogénicas (P/PP) em 60 genes de
predisposi¢cao reconhecidos e com heranga autossébmica dominante em 1120
pacientes com cancer pediatrico. Variantes patogénicas foram detectadas em 95/1120
pacientes (frequéncia de 8,5%), sendo TP53 (53%), APC (6%) e BRCAZ2 (6%) os
genes mais frequentemente identificados. Posteriormente, Grébner e colaboradores
(2018) obtiveram uma prevaléncia similar de 7,6% avaliando 914 pacientes em uma
coorte com sobreposicao parcial com o estudo anterior. Apds a corregao para a
incidéncia relativa dos tipos de cancer pediatrico investigados, foi estimado que
aproximadamente 6% (GROBNER et al., 2018) dos pacientes com cancer pediatrico
apresentam como fator etiologico principal uma variante germinativa patogénica em
um gene de predisposigao ao cancer reconhecido. Além disso, em comparagao com
o estudo anterior, trés novos genes emergiram como associados com aumento de
risco de cancer em criangas (LZTR1, TSC2 e CHEK?2).

Os genes de predisposi¢cao ao cancer observados por Zhang e colaboradores
(2015) foram adaptados para uma rede de co-expressao desenvolvida por Savary e
colaboradores (2020). Foi observado que a maioria dos genes nédo se encontrava
exclusivamente mutados em um histotipo, porém em diferentes tipos de tumores
pediatricos e, assim como nos estudos anteriores (ZHANG et al., 2015; GROBNER et
al., 2018), as variantes germinativas patogénicas estdao em genes associados com a
regulagéo do ciclo celular e o reparo do DNA. Em especifico, as leucemias agudas,

responsaveis por grande parte dos tumores pediatricos, apresentaram forte
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associagao com genes responsaveis por processos epigeneéticos e pds-transcricionais
como metilagdo do DNA, processamento de mRNA e modificacdo de histonas
(BOLOURI et al., 2018; RAHMAN!I et al., 2018; SAVARY et al., 2020).

Recentemente, von Sedingk e colaboradores (2021) encontraram uma
frequéncia menor de variantes germinativas patogénicas na coorte estudada [em 3,8%
(30/790 pacientes)], no entanto, a analise foi realizada em apenas 21 genes de
predisposi¢cdo ao cancer (0s mesmos nos quais Zhang e colaboradores detectaram
mutagdes P/PP). Outra explicagdo para a menor frequéncia identificada seria o fato
da coorte de von Sedingk e colaboradores (2021) possuir apenas um paciente com
tumor de cértex adrenal, tipo tumoral com proporcéo elevada tanto na coorte de Zhang
e colaboradores (2015), quanto na coorte de Grobner e colaboradores (2018). Por
outro lado, Newman e colaboradores (2021) identificaram variantes P/PP localizadas
em genes de predisposi¢ao ao cancer em 18% de uma coorte de 309 pacientes. Outro
achado importante desse estudo foi que 55% das variantes afetaram genes de
predisposicdo que nao eram associados com o tipo tumoral dos pacientes, por
exemplo, um paciente com glioma pontino intrinseco difuso no qual foi detectada uma

variante germinativa patogénica em BRCA2.

Sylvester e colaboradores (2022), utilizando sequenciamento de exoma
completo, analisaram 176 genes de predisposicdo ao cancer reconhecidos,
encontrando uma frequéncia de 25% de variantes germinativas patogénicas (19 de 76
pacientes). Dentre os 19 casos com variantes patogénicas, mais da metade (10) se
tratava de genes de predisposi¢cdo sem qualquer associagdo com os respectivos tipos
tumorais. Paralelamente, estes autores também pesquisaram variantes em 145 genes
candidatos a predisposi¢ao ao cancer, 513 genes associados por mutagdes somaticas
com o cancer, e 214 genes de reparo do DNA. Posteriormente, selecionaram 13
variantes para uma analise aprofundada e estabeleceram que a variante Ser321fs, no
gene AXIN1, seria capaz de alterar a regulagdo dos niveis de beta-catenina,
contribuindo com o desenvolvimento de linfoma em dois irméos (SYLVESTER et al.,
2022).

Como resultado, fica claro que também no ambito do cancer pediatrico a
identificac&do de variantes patogénicas em genes de predisposi¢cdo ao cancer pode ter

impacto para pacientes e seus familiares, por meio do aconselhamento genético
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adequado e manejo clinico, como exames periddicos e eventual direcionamento para

terapias especificas.

1.3. Epigenética, fertilizacao in vitro e cancer pediatrico

Epigenética se refere ao estudo das mudangas que modulam a expressao
gendmica de individuos sem alterar a sequéncia primaria do DNA, possibilitando o
estabelecimento de programas celulares especificos de expressao em diferentes
tecidos (TOLLEFSBOL, 2017), especialmente durante a embriogénese e
desenvolvimento infanto-juvenil. As principais modificagdes epigenéticas associadas
com o cancer sao: metilacao de DNA, desmetilagdo do DNA, modificagdes de histonas
(acetilagédo, deacetilagao, metilagdo, desmetilagao e fosforilagdo) e a regulagdo por
RNA's ndo codificadores (DAWSON; KOUZARIDES, 2012; TOLLEFSBOL, 2017). O
padrdao epigenético € tecido especifico, conferindo a identidade funcional dos
diferentes tipos celulares; também esta vinculado a um contexto temporal de

desenvolvimento tecidual e de organogénese, modificando-se ao longo da vida.

1.3.1.Metilacao de DNA

A metilagcdo de DNA, uma das modificacbes epigenéticas mais estudadas,
envolve a atividade de enzimas DNA-metiltransferases, que criam o nucleotideo 5-
metilcitosina pela transferéncia de um grupo metila da S-adenosilmetionina para o
carbono 5 de um residuo de citosina (MOORE; LE; FAN, 2013). A metilagdo do DNA
€ considerada um mecanismo crucial para regulagao da expressao génica e esta sob
constante influéncia de fatores ambientais, sendo associada ao metabolismo,
diferenciagao celular, desenvolvimento embrionario, evolugao e adaptacao, inativagao
do cromossomo X, regeneragao tecidual, imprinting gendémico, envelhecimento, e
cancer (KULIS; ESTELLER, 2010; BIANCO-MIOTTO et al., 2017; TOLLEFSBOL,
2017; NISHIYAMA; NAKANISHI, 2021). A maior parte da metilagcdo de DNA ocorre em
citosinas anteriores a guanina, - também conhecidos como sitios CpG -, que se
encontram vastamente distribuidos pelo genoma (BIRD et al., 1985). Dependendo das
diferencgas nos padrées de metilagdo, um gene pode ter sua expressdao aumentada ou
diminuida (WATANABE; MAEKAWA, 2010; SAGHAFINIA et al., 2018).
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Cerca de 60% dos genes humanos possuem ilhas CpG em regides promotoras
de transcricdo, que ao serem metiladas, bloqueiam a transcri¢ao (KULIS; ESTELLER,
2010). Ametilagao de ilhas CpG geralmente esta restrita a inativacédo estavel de genes
que devem estar silenciados por longo periodo, como por exemplo, genes de
imprinting, genes do cromossomo X inativo e genes de expressédo restrita a células
germinativas (JONES, 2012). A metilagdo também pode ocorrer em outros locais,
como no corpo génico, resultando no aumento da expressao génica (YANG et al.,
2014), em enhancers, que modulam a expressao génica, e também em insulators, que
sdo elementos que bloqueiam as interagbes entre enhancers e regides promotoras
(LISTER et al., 2009; JONES, 2012).

Alteracoes afetando o padrao de metilacdo de DNA reconhecidamente podem
acarretar aumento de risco para doengas, em particular cancer (SAGHAFINIA et al.,
2018). Em células normais, as regides de heterocromatina, constituidas por
sequencias repetitivas, em geral, estdo metiladas e silenciadas. Entretanto, em muitos
tumores, € possivel observar a hipometilacdo de sequencias repetitivas, afetando sua
compactagao, bem como levando a reativagdo de elementos de transposicédo e
instabilidade gendmica (KULIS; ESTELLER, 2010; NISHIYAMA; NAKANISHI, 2021).
Antagonicamente, a hipermetilagdo também é observada frequentemente em células
cancerosas, particularmente em regides promotoras génicas, levando a represséo
transcricional de genes supressores tumorais (KULIS; ESTELLER, 2010; JONES,
2012; NISHIYAMA; NAKANISHI, 2021).

1.3.2.0rigem da saude e da doenga no desenvolvimento (DOHaD)

A origem da saude e da doenga no desenvolvimento (DOHaD, do inglés,
Developmental Origins of Health and Disease) é uma hip6tese na qual fatores
ambientais durante o desenvolvimento in utero e na infancia podem aumentar a
suscetibilidade do individuo para desenvolvimento de doencgas (BARKER, 2007). Essa
hipotese foi proposta a partir da observagao de que o baixo peso ao nascer, resultante
de desnutricdo in utero e outros fatores ambientais, representa um risco maior no
desenvolvimento de doengas cardiovasculares no adulto (BARKER et al., 1989;
BARKER, 2007).
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A primeira associagao de que fatores ambientais durante o periodo gestacional
influenciavam no fendtipo da prole foi documentada por Ravelli e colaboradores
(1976). No estudo, foram analisados 307.700 homens de 19 anos que foram expostos,
em periodos pré-natais ou pos-natais, a uma época de escassez alimentar na Holanda
durante a Segunda Guerra Mundial. Foi observado que individuos expostos a
desnutricdo materna durante o primeiro trimestre de desenvolvimento apresentavam
uma maior incidéncia de obesidade, enquanto individuos expostos durante o ultimo
trimestre de gestacao e primeiros meses de vida apresentavam uma baixa incidéncia
de obesidade (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976). Na China, também durante um
periodo de escassez alimentar, foi observado que mulheres expostas a desnutrigao
durante o desenvolvimento pré-natal apresentavam uma maior incidéncia de diabetes
tipo 2, hipertensdo e cancer de mama (HE et al., 2017; LIU et al., 2017; MENG et al.,
2018).

Do ponto de vista molecular, modificagbes epigenéticas sdo responsaveis pela
programacao do desenvolvimento embrionario no contexto da DOHaD (BIANCO-
MIOTTO et al., 2017). Durante a embriogénese, logo apds a fertilizagdo, ocorre a
reprogramacao epigeneética. Na reprogramacao epigenética, padrdes de metilagao do
DNA e modificagdes de histona sdo apagados, com excegéo de regides de imprinting,
reprogramando as células em totipotentes e pluripotentes; estes padrdes epigenéticos
sdo reestabelecidos de maneira diferente, permitindo uma diferenciagdo celular
especifica (MORGAN et al., 2005; WALKER; HO, 2012; CANTONE; FISHER, 2013).

A reprogramacéao epigenética no campo da DOHaD pode ser explicada pela
hipétese do fendtipo poupador (thrifty phenotype hypothesis), em que o ambiente in
utero é capaz de promover modificagoes epigenéticas, em locais onde padroes de
metilacdo foram apagados, preparando a prole para um ambiente especifico. No caso
da escassez alimentar na Holanda, o epigenoma do embrido teria sido
reprogramado/adaptado para um ambiente com desnutricdo no futuro; entretanto,
apdés o0 nascimento havia abundancia de alimentos, diferenca crucial que
provavelmente levou ao desenvolvimento de obesidade e diabetes tipo 2 na idade
adulta (WALKER; HO, 2012; HALES; BARKER, 2013).

Os canceres hormoénios-dependentes dos sistemas reprodutores masculino e
feminino, assim como o cancer de mama, também apresentam evidéncias

significativas da influéncia de fatores ambientais pré-natais na reprogramacéao
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epigenética. Diferengcas de peso ao nascer, niveis elevados de horménios como
testosterona, estrégeno, somatomedina C e xenoestrogenos podem estar associados
a um maior risco de desenvolvimento de cancer de mama, prostata, cérvice e testiculo
(ERIKSSON et al., 2007; ROHRMANN et al., 2009; WALKER; HO, 2012; HE et al.,
2017).

Um outro exemplo a ser citado advém do préprio cancer pediatrico: o baixo
peso ao nascer € um fator de risco importante para o desenvolvimento de
hepatoblastoma, um cancer embrionario de figado (MCLAUGHLIN et al., 2006).
Portanto, ha um acumulo de evidéncias de que o ambiente in utero € delicado e
suscetivel a fatores externos, que podem alterar o desenvolvimento embrionario,
quando de efeito muito drastico, ou aumentar os riscos de desenvolvimento de
diversas doencas, incluindo cancer, apés o nascimento (MCLAUGHLIN et al., 2006;
BARKER, 2007; WALKER; HO, 2012; MENG et al., 2018).

1.3.3.Tecnologias de reproducao assistida e fertilizagao in vitro (FIV)

O primeiro nascimento pelo uso de tecnologias de reproducao assistida (TRAS),
mais especificamente fertilizagdo in vitro (FIV), ocorreu em 1978, uma inovagao
relativamente recente que revolucionou a medicina. Desde entdo, € estimado que
cerca de 9 milhdes de bebés nasceram no mundo por FIV (EUROPEAN SOCIETY OF
HUMAN REPRODUCTION AND EMBRYOLOGY, 2020). No Brasil, foram congelados
99.112 embrides e realizados 43.956 ciclos de FIV em 2019, sendo apenas o estado
de S&o Paulo responsavel por 48% de todos os ciclos de FIV (ANVISA, 2019).

O uso de TRAs ou medicamentos hormonais para fertilizagdo resulta em
aumento de risco de complicagdes perinatais em neonatos, como baixo peso,
nascimento prematuro e malformagdes congénitas (HANSEN et al., 2013; PINBORG
et al., 2013; QIN et al, 2016). Uma meta-analise publicada por Hansen e
colaboradores (2013) identificou que criangas nascidas apds o uso de TRAs

apresentam um aumento de 32% no risco de problemas ao nascimento.

Além disso, TRAs podem alterar padrdes de imprinting durante a
reprogramacdo epigenética na embriogénese (VENTURA-JUNCA et al., 2015).
Técnicas como a injecao intracitoplasmatica de esperma (ICSI) ja foram associadas
com a sindrome de Beckwith-Wiedemann (DEBAUN; NIEMITZ; FEINBERG, 2003;
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CHANG et al., 2005) e a sindrome de Angelman (COX et al., 2002; IRSTAVIK et al.,
2003).

Assim, pode-se argumentar que TRAs poderiam interferir no desenvolvimento
embrionario e aumentar também o risco para outras doencas apdés o0 nascimento,
como o cancer. No entanto, a associacao entre tecnologias de reproducéao assistida e
cancer pediatrico ainda é controvertida. Spaan e colaboradores (2019) reportaram nao
haver aumento no risco de céncer em criangas concebidas por tecnologias de
reproducao assistida em geral; entretanto, tecnologias especificas, como ICSI ou
criopreservagao, apresentavam um pequeno aumento, porém nao significativo.
Hargreave e colaboradores (2019) também n&o encontraram associagoes
estatisticamente significantes entre cancer pediatrico e medicamentos para fertilidade,
infertilidade materna e outros tipos de tecnologias de reprodugao assistida como FIV

e ICSI; no entanto, observaram uma associagdo com criopreservagao.

Em contrapartida, Hargreave e colaboradores (2013) indicaram, em um estudo
prévio, que tecnologias de reproducado assistida e medicamentos de fertilizacdo
estariam associadas com um maior risco de cancer pediatrico, especificamente de
leucemias, neuroblastoma e retinoblastoma. Do mesmo modo, outros dois estudos
(KALLEN et al., 2010; SPECTOR et al., 2019) identificaram uma associagéo de nivel

reduzido, porém estatisticamente significante, entre FIV e cancer pediatrico.

As duas meta-analises mais recentes, publicadas em 2019, sdo discordantes.
Gilboa e colaboradores (2019) ndo observaram um aumento no risco de cancer
pediatrico em pacientes concebidos por tecnologias de reproducéo assistida em geral,
ou FIV em particular. Por outro lado, Wang e colaboradores (2019), em seus achados,
identificaram que criangas concebidas por tratamentos de fertilidade apresentavam
maior risco de desenvolvimento de cancer pediatrico, malignidades hematoldgicas e

tumores solidos.

Todavia, ha limitagdes na maioria dos estudos utilizados nas meta-analises.
Fatores como infertilidade e idade dos pais, sexo, associagdo entre alteragdes
genéticas e epigenéticas, baixo peso ao nascer e fatores ambientais como tabagismo
e consumo de alcool na gestagcdo podem influenciar na variagdo do risco de cancer
pediatrico associado com tecnologias de reproducgéo assistida (WANG et al., 2019).

Considerando que este tépico ainda é debatido na literatura cientifica, é essencial o
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desenvolvimento de estudos complementares para investigar se tecnologias de
reproducao assistida especificas, como criopreservagao de embrides, ICSI e FIV,
contribuem para o aumento do risco de cancer, assim como estudos que abordem
potenciais mecanismos epigenéticos subjacentes a tais associagdes (SPECTOR et
al., 2019; WANG et al., 2019).

Este estudo esta inserido em projeto de pesquisa realizado sob coordenacao
da orientadora principal com financiamento FAPESP (FAPESP 2018/21047-9).
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Capitulo 2. Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo a avaliagado de fatores gendmicos e epigenémicos

associados ao desenvolvimento de cancer na infancia, investigando (1) modificagdes

epigenéticas e (2) variantes genéticas germinativas.

2.2

Objetivos especificos

Investigacdo de modificacées epigenéticas pela analise de metilagdo de DNA
(DNAmM) de sangue periférico em grupo de pacientes com cancer na infancia
que tenham sido concebidos por FIV em comparagdo a grupo-controle de
individuos higidos pareados por sexo e idade - identificacdo de sitios
genbmicos CpG e regides gendmicas diferencialmente metiladas por
microarranjo de metilagao (Infinium MethylationEPIC);

Investigagao de variantes germinativas raras e potencialmente patogénicas em
grupo de pacientes com cancer na infancia, parte deles com anomalias
congénitas - avaliacdo de variantes de numero de cépias genémicas (CNVs)
por microarranjo gendmico e variantes de nucleotideo unico (single nucleotide
variant - SNV) e pequenas insercdes e dele¢des (indel) por sequenciamento de

exoma.
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Capitulo 3. Metodologia e casuistica

3.1. Aspectos éticos

Este estudo foi conduzido de acordo os critérios da Comissao Nacional de Etica
e Pesquisa-CONEP, incluindo a obtencédo do consentimento livre e esclarecido dos
responsaveis legais, tratando-se de estudo misto (retrospectivo e prospectivo). Parte
da casuistica ja contava com material biolégico coletado e armazenado derivado de
projetos anteriores do grupo (sob guarda da Dra. Ana Krepischi no IB-USP). Os
pacientes foram referidos pelo Instituto de Tratamento do Céancer Infantil - ITACI-
FMUSP (grupo do Dr. Vicente Odone Filho e Dra. Sofia Mizuho Miura Sugayama). A
inclusdo dos pacientes no estudo ocorreu por meio de projeto previamente aprovado
no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMUSP (CAAE
47277115.0.0000.0068). Os resultados gendémicos com relevancia médica
reconhecida foram avaliados em conjunto com médicos geneticistas da Instituicdo
colaboradora. Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo a qual esta diretamente vinculado (Instituto de Biociéncias da
USP - CAAE 09163818.4.0000.5464) — ANEXO A.

Contamos com a colaboragéo da Dra. Sofia Mizuho Miura Sugayama e do Dr.
Vicente Odone Filho (ITACI-FMUSP), e da Dra Debora Bertola (Instituto da Crianca e
do Adolescente — ICr-FMUSP) para avaliagao clinica dos pacientes encaminhados.

3.2. Caracterizagao da casuistica

A casuistica foi composta por 26 individuos com cancer (Tabela 1), sendo 11
deles pacientes gerados por FIV que desenvolveram neoplasias na infancia. A
descricao clinica detalhada destes pacientes se encontra nos Capitulos 4 e 5, nos

quais os resultados estao descritos.

No estudo de exoma, foram também sequenciadas amostras dos genitores de

16 probandos. Em outros dois probandos, apenas a amostra materna foi sequenciada.

Como primeiro grupo-controle para o estudo de DNAm, foram utilizadas

amostras de DNA previamente coletadas e armazenadas no laboratério, com termo
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de consentimento para guarda e uso em outros projetos, de 12 individuos higidos,
pareados com o grupo FIV por idade e sexo. O segundo grupo-controle foi composto
por dados previamente obtidos de metiloma de sangue periférico de cinco individuos
com neuroblastoma pediatrico (dados fornecidos pelo ITACI-FMUSP) e de 11 criangas
com leucemia mieloide aguda (dados recuperados do banco de dados publico GEO -
EDGAR; DOMRACHEV; LASH, 2002, sob o numero de acesso GSE124413).

Critérios de inclusio:

i. Pacientes com cancer pediatrico com quadro clinico ndo claramente
atribuivel a uma sindrome de predisposicdo a cancer reconhecida;
pacientes com cancer pediatrico e sinais clinicos adicionais
(sindrébmicos); pacientes concebidos por FIV que desenvolveram
tumores na infancia

il Material adequado disponivel (qualidade aceitavel de DNA e quantidade
suficiente para realizagao dos estudos);

iii. Histérico clinico documentado (incluindo as informagdes referentes a

existéncia de outros casos de cancer na familia).

Critério de excluséao:

i. Histéria de transplante de medula ou outra condicdo que resulte em
diferengas de origem genética entre o DNA de leucdcitos obtido e o DNA

do paciente no momento da coleta de sangue para o estudo.
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ID-1 .
. (Estudo ID-2 . Caracteristicas Historia familiar _Idadg no Andlise de - Analise
ID original (Estudo de Tipo Tumoral Sexo PG A diagnostico . - Anélise de Exoma de
de - S sindrémicas de cancer Microarranjo o
.~ predisposicéo) (Anos) Metilagé@o
metilacao)
FIvl P4 P8 Leucemia mieloide aguda M N&o N&o 145 Probando Probando Sim
FIv2 P6 n.a. Neuroblastoma F Nao Nao 1.8 N&o N&o Sim
FIV3 P11 P13 Melanoma F N&o N&o 8.5 Probando/genitores Probando/genitores Sim
FIv4 P10 P21 Astrocitoma F N&o N&o 4.6 Probando/genitores Probando/genitores Sim
FIV5 P5 n.a. Leucemia mieloide aguda M N&o N&o 10.2 N&o Né&o Sim
FIV6 P1 na. Leucemia linfoide aguda N&o N&o 7.0 N&o N&o Sim
de células B
FIv8 P7 P3 Neuroblastoma M N&o N&o 3.6 Probando/genitores Probando/genitores Sim
FIVO P2 na. Leucemia linfoide aguda N&o N&o 6.0 N&o N&o Sim
de células B
FIV10 P9 P17 Ganglioneuroma M Nao Nao 2.7 Probando Probando Sim
FIV11 P8 P1 Neuroblastoma F N&o N&o 1.4 Probando/genitores Probando/genitores Sim
FIV12 P3 P6 Leuce(rjneligmggeBaguda F Nao Nao 1.9 Probando/genitores Probando/genitores Sim
TP1 n.a. P9 Leucemia mieloide aguda F Sim Sim n.a. Probando N&o N&o
TP2 n.a. P10 Carcinoma de ovario F Nao Sim 2.2 Probando Probando Nao
TP3 n.a. P18 Ganglioglioma M N&o Sim 2.4 Probando/genitores Probando/genitores N&o
TP4 n.a. P19 Tumor erglt\)lr(l:onano LE F Nao Nao 6 Probando/genitores Probando/genitores Nao
TP6 n.a. P5 Neuroblastoma F N&o n.a. 2.1 Probando/genitores Probando/genitores N&o
TP7 n.a. P20 Astrocitoma M Sim n.a. 14 Probando/genitores Probando/genitores Nao
TP10 n.a. P7 Leucemia Ilnf0|de aguda M Sim Sim 0.8 Probando/genitores Probando/genitores N&o
de células B
TP13 n.a. P14 Tumor de Wilms M Sim n.a. 2.8 Probando/genitores Probando/genitores Nao
TP14 n.a. P4 Neuroblastoma F Sim Sim 2 Probando/genitores N&o Nao
TP15 n.a. P2 Neuroblastoma M Sim Sim 1.8 Probando/mée Probando/mée Néo
TP16 n.a. P22 Astrocitoma M Sim Sim 0.3 Probando/genitores Probando/genitores N&o
TP17 n.a. P16 - EHEEIESS 6 cElliks o M Sim Sim 2.1 Probando/genitores Probando/genitores Nao
Langerhans
TP18 n.a. P12 Retinoblastoma bilateral F Sim Né&o 15 Probando/mée Probando/méae Né&o
TP19 n.a. P15 AETREITED Co eElis € M N&o n.a. 2.8 Probando/genitores Probando/genitores N&o
Langerhans
HB87 n.a. P11 Hepatoblastoma M Sim n.a. 2.1 Probando/genitores Probando/genitores Nao

n.a. = nao aplicavel
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3.3. Delineamento experimental

A estratégia da pesquisa (Figura 1) constituiu no direcionamento das amostras
de DNA gendmico para dois bragos de estudo: (a) analise de DNAm diferencial de
sangue periférico de coorte de 11 pacientes afetados por neoplasias pediatricas, que
foram concebidos por FIV, em comparagao a grupos-controle, utilizando microarranjo
de metilacdo (plataforma Infinium MethylationEPIC) - resultados descritos no
Capitulo 4; (b) screening de variantes germinativas potencialmente patogénicas por
microarranjo gendmico e sequenciamento de exoma em grupo de 22 pacientes com
cancer pediatrico e seus genitores (dois genitores em n=16 casos; um genitor em n=2
casos), sendo que dez pacientes exibiam fendtipos clinicos adicionais (sindrémicos —
descricao clinica detalhada no ANEXO B). Os resultados dessa andlise estédo

descritos nos Capitulos 5 € 6.

Pacientes referidos pelo
Instituto de Tratamento do
Cancer Infantil
(ITACI-FMUSP)

l

26 pacientes com

‘ cancer pediatrico |

11 pacientes 15 pacientes
concebidos por FIV concebidos naturalmente

1

1

1

1

1

1

1 !
:7 pacientes
1

1

1

1

1

1

Analise de variantes

Grupos-controle néo-FIV Anélise de metilagdo do DNA germinativas raras
+ 12 criangas higidas ————3 (Plataforma Infinium = le—-e———- » (Microarranjo genémico e
« 16 com cancer pediatrico MethylationEPIC - lllumina) sequenciamento de exoma)

em 22 pacientes

Figura 1. Fluxograma detalhando a casuistica e o delineamento experimental.

Fluxograma detalhando a casuistica e o delineamento experimental utilizado nos dois bragos do

presente estudo.
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3.4. Metodologia

As metodologias encontram-se abaixo brevemente descritas e também nos
respectivos capitulos: analise de DNAm no Capitulo 4 e sequenciamento e analise de
exoma no Capitulo 5. A Dra. Mariana Maschietto (Cento de Pesquisa do Hospital
Infantil Boldrini) colaborou na analise e interpretacao de dados de metilagao de DNA;
a Dra. Anne Caroline Barbosa colaborou na analise e interpretacao dos dados de

exoma.

Analise do padrao de metilacdo de DNA: microarranjo de metilacdo de DNA -

plataforma Infinium MethylationEPIC: Amostras de 500 ng de DNA genémico foram
submetidas a conversé&o por bissulfito de sédio com o kit EZ DNA Methylation-Gold Kit
(Zymo). Em seguida, iniciou-se o procedimento de hibridagdo em microarray com a
plataforma Infinium MethylationEPIC, de acordo com as especificagdes do fabricante
(Hlumina). Posteriormente, o chip foi transformado em imagem pelo iScan (lllumina),
permitindo a identificacdo da base incorporada as réplicas de cada sonda presente na
plataforma. O sistema iScan forneceu os dados brutos do microarray, ou seja, a
intensidade do sinal obtido para cada sonda, os quais foram utilizados em programas
de analise de metilacdo do DNA. O procedimento de hibridacdo e escaneamento do
microarrays foi realizado como servico pelo Laboratério Multiusuario de
Sequenciamento em Larga Escala e Expressdo Génica da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) - UNESP - Jaboticabal.

Analise dos dados obtidos pela plataforma Infinium MethylationEPIC (lllumina):

A andlise dos dados foi semelhante a analises previamente realizadas pelo grupo da
Dra. Maschietto, porém considerando a constante atualizacdo da area e as
especificidades do projeto. Brevemente, os dados gerados pela plataforma Infinium
MethylationEPIC quanto ao nivel de metilacdo global foram analisados utilizando o
software GenomeStudio (lllumina) e o pacote Chip Analysis Methylation Pipeline
(ChAMP) (TIAN et al., 2017) na linguagem e ambiente para computagao estatistica e
grafica R (R CORE TEAM, 2021). O software GenomeStudio junto do mddulo
Methylation (lllumina) converteu sinais de fluorescéncia em valores relativos de

metilacao para sitios CpG investigados para normalizagao, visualizacao e analise dos
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dados. Apos a obtencdo dos dados brutos, etapas posteriores para corregao de
desvios foram realizadas no ChAMP. Com o uso deste pacote, foi possivel obter
resultados mais confiaveis por meio de: a) corregdes em etapas como filtragem de
amostras e de sondas (ARYEE et al., 2014; ZHOU; LAIRD; SHEN, 2017); b) ajustes
na fluorescéncia ndo especifica de background, nas diferengas entre as sondas
Infinium tipo | e Il (TESCHENDOREFF et al., 2013); c) correcao de artefatos gerados
entre diferentes batches de amostras (JOHNSON; LI; RABINOVIC, 2007); d) correcao
da composicao de diferentes tipos celulares em uma unica amostra (HOUSEMAN et
al.,, 2012). A etapa de interpretagdo bioldgica e clinica foi realizada através da
comparacgao de sitios diferencialmente metilados (DMPs) e regides diferencialmente
metiladas (DMRs) entre pacientes e controles (SMYTH, 2004; JAFFE et al., 2012).

Analise de variacdes de numero de copias (CNVs) pela analise cromossémica

por_microarranjo (CMA): O CMA foi realizado pela Dra. Silvia Souza Costa, sob

supervisao e analise da Dra. Ana Cristina Victorino Krepischi. Utilizamos a plataforma
180K (Agilent Technologies, Santa Clara — CA, USA) e os procedimentos
experimentais seguiram as recomendacdes do fabricante. A analise foi conduzida de

acordo com estudos anteriores de nosso grupo (KREPISCHI et al., 2014).

Sequenciamento massivo paralelo e processamento dos dados: A captura das

regides para o sequenciamento foi realizada pela construgcao de biblioteca com o kit
SureSelect Human All Exon V6 (Agilent) ou xGen Exome Research Panel v1.0 e v2.0
(Integrated DNA Technologies - IDT). O sequenciamento massivo paralelo dos
fragmentos de DNA paired-end foi feito na plataforma llumina Hi-Seq 2000 (lllumina,
Inc., San Diego, CA, USA). As sequéncias foram alinhadas ao genoma de referéncia
humano GRCh37/hg19 com o algoritmo BWA_MEM (LI, 2013). A Ferramenta Picard
tools (v.1.8, http://broadinstitute.github.io/picard/) foi usada para converter o arquivo
SAM em BAM e marcar duplicatas de PCR. O Genome Analysis Toolkit (GATK 3.7)
(MCKENNA et al., 2010) foi utilizado para realinhar indels, recalibrar as bases (Unified
Genotyper) e recalibrar variantes (VQSR). Finalmente, as variantes multialélicas foram
divididas em diferentes linhas usando o script split_multiallelic_rows.rb do Atlas2

(CHALLIS et al., 2012) para obter os arquivos VCF utilizados na analise.
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Andlise dos dados de sequenciamento: Utilizamos o software VarSeq (Golden

Helix, Inc) para anotagdo de variantes identificadas e posterior prospeccao de
variantes de interesse. Os padrdes para filtragem de variantes de alta qualidade
foram: (1) read depth 220; (2) Phred score 220; (3) fracdo alélica variante 20.3; (4)
variantes com frequéncia populacional <0.01 em bancos de dados populacionais de
genoma e exoma, como o 1000 Genomes (AUTON et al., 2015), gnomAD
(KARCZEWSKI et al., 2020) e Arquivo Brasileiro Online de Mutagbes - ABraOM
(NASLAVSKY et al., 2022). Filtramos variantes codificadoras do tipo missense e perda
de funcgéao (loss of function — LoF: frameshift, stop-loss/gain, splice site, nonsense).
Também utilizamos bancos de dados de variantes com importancia clinica como o
NCBI ClinVar (LANDRUM et al., 2018) e OMIM (AMBERGER et al., 2015). Todas as
mutacdes candidatas foram validadas visualmente usando o Integrated Genomics
Viewer (IGV; Broad Institute, Cambridge, MA, EUA) (ROBINSON et al., 2011).
Priorizamos variantes em 437 genes de predisposi¢cao ao cancer (179 reconhecidos e
257 candidatos). As variantes de interesse foram classificadas de acordo com as
recomendagdes do American College of Medical Genetics e Association for Molecular
Pathology (ACMG/AMP) (RICHARDS et al., 2015; BIESECKER; HARRISON, 2018).

Variantes de interesse foram confirmadas utilizando o sequenciamento Sanger.
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Capitulo 4. Metilacao de DNA em pacientes com cancer

pediatrico concebidos por fertilizacao in vitro
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Abstract

The multifactorial etiology of pediatric cancer is poorly understood. Environmental factors
occurring during embryogenesis can disrupt epigenetic signaling, resulting in several diseases
after birth, including cancer. Associations between assisted reproductive technologies (ART),
such as in vitro fertilization (IVF), and birth defects, imprinting disorders and other perinatal
adverse events have been reported. IVF can result in methylation changes in the offspring, and
a link with pediatric cancer has been suggested. In this study, we investigated the peripheral
blood methylomes of 11 patients conceived by IVF who developed cancer in childhood.
Methylation data of patients and paired sex/aged controls were obtained using the Infinium
MethylationEPIC Kit (Illumina). We identified 25 differentially methylated regions (DMRs),
17 of them hypermethylated, and 8 hypomethylated in patients. The most significant DMR
was a hypermethylated genomic segment located in the promoter region of LHX6, a transcrip-
tion factor involved in the forebrain development and interneuron migration during embryo-
genesis. An additional control group was included to verify the LHX6 methylation status in
children with similar cancers who were not conceived by ART. The higher LHX6 methylation
levels in IVF patients compared to both control groups (healthy children and children con-
ceived naturally who developed similar pediatric cancers), suggested that hypermethylation
at the LHX6 promoter could be due to the IVF process and not secondary to the cancer itself.
Further studies are required to evaluate this association and the potential role of LHX6 pro-
moter hypermethylation for tumorigenesis.
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A etiologia multifatorial do cancer pediatrico ainda é desconhecida. Fatores ambientais
que ocorrem durante a embriogénese podem interromper a sinalizagao epigenética,
resultando em diversas doengas apos 0 nascimento, incluindo o cancer. Ha relatos de
associagdes entre tecnologias de reproducao assistida (TRAs), como a fertilizag&o in
vitro (FIV), e malformag¢des congénitas, doencas de alteragdes do imprinting
gendmico, e outros eventos adversos perinatais. A FIV pode resultar em mudancgas do
padrao de metilagao na prole, e a sua associagao com o cancer pediatrico foi sugerida.
No presente estudo, investigamos o padrdo de DNAmM em sangue periférico de 11
pacientes concebidos via FIV que desenvolveram cancer pediatrico. Os dados de
metilacdo dos pacientes e 12 controles higidos pareados por sexo e idade foram
obtidos utilizando o Kit Infinium MethylationEPIC (lllumina). Identificamos 25 regides
diferencialmente metiladas (DMRs) nos pacientes, 17 delas hipermetiladas, e 8
hipometiladas. A DMR mais significante foi um segmento genémico hipermetilado na
regiao promotora do gene LHX6, um fator de transcrigdo responsavel pelo
desenvolvimento do prosencéfalo e migracdo de interneurdnios durante a
embriogénese. Um grupo controle adicional foi incluido para a verificagdo do padréo
de metilagcdo do gene LHX6 em criangas com canceres similares ao grupo de
pacientes de nosso estudo, porém que foram concebidas naturalmente. Os niveis de
metilacdo elevados em pacientes gerados por FIV quando comparados com os dois
grupos-controle (criangas saudaveis e criangas concebidas naturalmente que
desenvolveram canceres pediatricos similares), sugerem que a hipermetilagdo na
regido promotora do gene LHX6 pode decorrente ao processo de FIV e ndo de
processos oncogénicos. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a associagao
entre FIV e a hipermetilagdo em LHX6, bem como o papel da hipermetilagdo da regido

promotora do gene LHX6 na tumorigénese.

Palavras-chave: cancer pediatrico; epigenética; metilacdo do DNA; TRA; FIV

Este artigo foi publicado no periédico Journal of Developmental Origins of Health and
Disease em setembro de 2022: https://doi.org/10.1017/S2040174422000526
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Abstract

The multifactorial etiology of pediatric cancer is poorly understood. Environmental
factors occurring during embryogenesis can disrupt epigenetic signaling, resulting in
several diseases after birth, including cancer. Associations between assisted
reproductive technologies (ART), such as in vitro fertilization (IVF), and birth defects,
imprinting disorders and other perinatal adverse events have been reported. IVF can
result in methylation changes in the offspring, and a link with pediatric cancer has been
suggested. In this study, we investigated the peripheral blood methylomes of 11
patients conceived by IVF who developed cancer in childhood. Methylation data of
patients and paired sex/aged controls were obtained using the Infinium
MethylationEPIC Kit (lllumina). We identified 25 differentially methylated regions
(DMRs), 17 of them hypermethylated, and 8 hypomethylated in patients. The most
significant DMR was a hypermethylated genomic segment located in the promoter
region of LHX6, a transcription factor involved in the forebrain development and
interneuron migration during embryogenesis. An additional control group was included
to verify the LHX6 methylation status in children with similar cancers who were not
conceived by ART. The higher LHX6 methylation levels in IVF patients compared to
both control groups (healthy children and children conceived naturally who developed
similar pediatric cancers), suggested that hypermethylation at the LHX6 promoter
could be due to the IVF process and not secondary to the cancer itself. Further studies
are required to evaluate this association and the potential role of LHX6 promoter

hypermethylation for tumorigenesis.

Keywords: pediatric cancer; epigenetics; DNA methylation; ART; IVF
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Introduction

Assisted reproductive technologies (ART) can increase the risk of birth defects
and other perinatal adverse events in the offspring (QIN et al., 2016; LV et al., 2021).
Furthermore, there is a positive association between ART, particularly in vitro
fertilization (IVF), and a higher risk of imprinting disorders, possibly caused by
epigenetic modifications in imprinted genes (CORTESSIS et al., 2018; HENNINGSEN
et al., 2020).

Considering the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD), some
features of ART, like culture media, incubation conditions and embryo manipulation,
can have impact in the embryo development and epigenome (FEUER; RINAUDO,
2017; GARDNER; KELLEY, 2017). This notion has raised concerns about health
problems in IVF individuals during infancy or adulthood, such as low birth weight,
diabetes, obesity and cancer (FEUER; RINAUDO, 2017; GARDNER; KELLEY, 2017).
A yet controversial link between ART and pediatric cancer has been suggested. In
2005, a meta-analysis based on 11 cohort studies found no relation between increased
risk of childhood cancer and ART patients (RAIMONDI; PEDOTT]I; TAIOLI, 2005). In
2013, another meta-analysis that evaluated 25 cohort and case-control studies
reported that ART and/or fertility treatment increased the risk for specific cancer types,

namely leukemia, neuroblastoma, and retinoblastoma (HARGREAVE et al., 2013).

More recently, two additional large meta-analyses have been published.
Following the analysis of 327,884 children conceived after fertility treatment, in which
578 were diagnosed with cancer, Wang et al (2019) found an increased risk of
developing cancer, especially leukemia and hepatic tumors. The cancer risk is further
increased when ART alone is considered, without the use of fertility drugs.
Contradicting these findings, a meta-analysis based on 750,138 ART conceived
children and 21,400,800 controls did not find an overall increase in risk of pediatric
cancer in either ART or IVF (GILBOA et al., 2019).

The investigation of possible epigenetic alterations caused by IVF may offer
insights about its potential association with malignancies (WANG et al., 2019). Here,
we investigated epimutations in the methylomes of a small cohort of eleven patients

conceived by IVF who developed pediatric cancer.
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Patients and Methods
Samples

DNA was extracted from peripheral blood of eleven individuals conceived by IVF
who developed pediatric cancer (Table 1). Individuals who underwent bone-marrow
transplantation or who were diagnosed with hereditary cancer syndromes were
excluded. Patients were referred from the ITACI - Childhood Cancer Treatment Institute
(FMUSP), which is a reference pediatric cancer hospital in Sdo Paulo, Brazil. Samples

were provided after parents have signed the informed consent.

Table 1. Clinical features of 11 individuals conceived by IVF who developed pediatric cancer.

ID Tumor type Sex Age ?;:;?g; osis
P1 B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia F 7.0
P2 B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia F 6.0
P3 B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia F 1.9
P4 Acute Myeloid Leukemia M 14.6
P5 Acute Myeloid Leukemia M 10.2
P6 Neuroblastoma F 1.8
P7 Neuroblastoma M 3.6
P8 Neuroblastoma F 1.4
P9 Ganglioneuroma M 2.7
P10 Astrocytoma F 4.6
P11 Melanoma F 8.5

A control group was composed by peripheral blood samples collected from 12
children without cancer history matched by age and sex with patients (Control group 1
— C1) (Supplemental Table S1a).

A second group was added to this study in order to control the methylation status
of children with similar diagnosis of cancer who were not conceived by IVF (Control
group 2 — C2) (Supplemental Table S1b). This additional group was based on the
recovery of germline lllumina 850K methylation data previously obtained from 16
children who developed pediatric cancer and were naturally conceived: five children
with neuroblastoma (NB - peripheral blood methylomes provided by the ITACI center;

data not published) and 11 children with acute myeloid leukemia (AML - bone marrow
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or peripheral blood methylomes public available on GEO accession GSE124413)
(EDGAR; DOMRACHEV; LASH, 2002).

Infinium MethylationEPIC (850K) array hybridization

Genomic DNA samples were obtained from standard extraction procedures
using the phenol/chloroform method. Evaluation of peripheral blood DNA methylation
(DNAmM) was performed using the Infinium MethylationEPIC (850K) array, according to
the manufacturer’s instructions. A total of 500ng of bisulfite-converted DNA samples
(EZ DNA Methylation-Gold Kit; Zymo Research) were hybridized in the Infinium
MethylationEPIC BeadChip array (lllumina). The raw image data with signal intensities

were captured with the iScan SQ scanner (lllumina) and collected as IDAT files.

DNA Methylation analysis

We applied the Chip Analysis Methylation Pipeline (ChAMP) package (version
2.20.1) (TIAN et al., 2017) in the R environment (version 4.0.4) (R CORE TEAM, 2021)
for the methylation analysis. The quality filters removed 3,960 probes with a detection
P-value above 0.01, 34,605 probes with a bead count <3 in at least 5% of samples,
and non-CG sites (2,865). In addition, 94,529 SNP-related probes and 18 probes that
aligned to multiple locations were removed. Lastly, 15,818 probes located on the X or
Y chromosomes were excluded (ARYEE et al., 2014; FORTIN; TRICHE; HANSEN,
2017).

The beta-mixture quantile normalization (BMIQ) method (TESCHENDORFF et
al.,, 2013) resulted in better Infinium I/l normalization compared to PBC
(DEDEURWAERDER et al., 2011) or SWAN (MAKSIMOVIC; GORDON; OSHLACK,
2012). Singular value decomposition (SVD) (TESCHENDORFF et al., 2009) reported
the need for array and slide correction, made by ComBat (JOHNSON; LI; RABINOVIC,
2007; LEEK JT et al.,, 2017). We adjusted the cell-type heterogeneity using the
Refbase EWAS method (HOUSEMAN et al., 2012).
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Differential DNAm analysis

Methylation differences were identified by comparing patients and controls and
using algorithms implemented by ChAMP (TIAN et al., 2017). Differentially methylated
positions (DMPs) analysis, i.e., methylation difference for a single CpG site, was
performed using Limma (SMYTH, 2004; WETTENHALL; SMYTH, 2004). Differentially
methylated regions (DMRs) analysis was performed using the Bumphunter algorithm
(JAFFE et al., 2012), based on the detection of methylation differences in stretches of
the genome in which there are several consecutive CpG sites exhibiting similar
methylation alterations. Both analyses were performed considering P-value <0.05. In
addition, DMRs should have a minimum of seven consecutive probes with changes in

DNAm in the same direction (hypo or hypermethylated).

Results

Eleven patients with pediatric cancer who were conceived by IVF were
evaluated (Table 1). Cancer types were hematological malignancies (three patients
with B-cell acute lymphoblastic leukemia, and two with acute myeloid leukemia), and
nervous system tumors (three patients with neuroblastoma, one with astrocytoma, and

one with ganglioneuroma). One patient developed melanoma.

Following exclusion of probes during quality control steps, the methylation
analysis proceeded with 714,443 probes for data correction and normalization. The
differential methylation analysis compared the group of 11 patients conceived by IVF
who developed childhood cancer (IVF/cancer) with 12 unrelated healthy controls
(group C1); the goal of this analysis was to detect differences in the blood methylomes
of IVF/cancer group possibly related to patient’s phenotypes. However, no significant
differential methylated position - DMP (adjusted P-value <0.05) was found after
Benjamini-Hochberg adjustment for multiple testing (BENJAMINI; HOCHBERG,
1995).

The methylation analysis detected 25 DMRs (Supplemental Table S2), 17 of
which were hypermethylated and 8 were hypomethylated in patients. The most
relevant DMR was hypermethylated in patients compared to healthy individuals from
control C1 (AB = 0.07). This DMR is located in the promoter region of the LHX6 gene,
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mapped to 9933.2. The LHX6 DMR encompassed nine CpG sites (Fig. 1), extending
on a genomic segment of 803 bp. This genomic segment included only CpGs mapped
to transcription start sites 1500 and 200 (TSS1500 and TSS200); four of these CpGs
(cg00774728, cg00485681, cg17434149, cg21237939) map to a CpG island (chr9:
CpG island 254, hg19), and five CpGs (cg06347782, cg04201727, cg11328695,
€g22254104, cg02539128) to the shore (Table 2).

LHX6 DMR

0.4

a
p
0.2 C1Mean

P Mean

0.2

Beta Value

0.1

1 2 3 4 5 6 7 8 9
cg00774728 cg00485681 cgl7434149 cg21237339 cg06347782 cg04201727 cg11328695 £g22254104 cg02539128

CGl position

Fig. 1. Hypermethylated DMR at the promoter region of the LHX6 gene. Plot (image extracted from
ChAMP) (TIAN et al., 2017) showing the beta values of methylation of each CpG site mapped to the
LHX6 gene. Green dots: individuals from the healthy control group (C1); Pink dots: individuals from the
patient group (P); C1 mean: average beta value from the control group; P mean: average beta value
from the patient group; TSS1500: transcription start site 1500; TSS200: transcription start site 200;
island: CpG island; shore: CpG shore

Table 2. Promoter region of the LHX6 gene and its DMR genomic features.

Genomic Location in CGl
ID Chromosome  coordinates  Strand t::;b(?) ene thegene location
(hg19) © ©
cg00774728 9 124990632 F I LHX6 TSS1500 island
cg00485681 9 124990761 R Il LHX6 TSS1500 island
cgl7434149 9 124990763 R Il LHX6 TSS1500 island
€g21237939 9 124991047 R Il LHX6  TSS200 island
cg06347782 9 124991182 F I LHX6 TSS1500 shore
cg04201727 9 124991209 F I LHX6 TSS1500 shore
cg11328695 9 124991348 F I LHX6 TSS1500 shore
€g22254104 9 124991432 F Il LHX6 TSS1500 shore
€g02539128 9 124991435 F Il LHX6 TSS1500 shore
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(") Probe type according to different probe designs (Infinium | and Infinium I1) in the lllumina Methylation
chip
(3) Annotations for the CGls genomic location in relation to gene sequence were done according to

lllumina’s CpG loci database.

The heatmap using the beta values of the CpGs mapped to LHX6 of patients
and controls C1 (Fig. 2a) revealed that mostly, four patients in the IVF group (P1, P4,
PS5, and P6) contributed to the identification of the DMR, although patients P3, P7 and
P8 also contributed to this pattern of increased methylation. Considering this
observation, we added a second control group to this study (control C2), based on the
recovery of lllumina Infinium MethylationEPIC germline data previously obtained from
16 children who developed pediatric cancer and were naturally conceived: five children
with neuroblastoma and 11 children with acute myeloid leukemia. Methylation levels of
the nine CpG sites mapped to LHX6 were retrieved from all cases for comparison
between the three groups: the four IVF patients, the control C1 (healthy children) and
the cancer control C2 groups (Fig. 2b). Seven out of nine CpGs (cg00485681,
cg17434149, cg21237939, cg06347782, cg04201727, cg22254104, and cg02539128)
exhibited higher methylation levels in the subgroup of patients when compared to both

control groups (Fig. 2¢c and Supplemental Table S3).
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Fig. 2. DNA methylation (DNAm) pattern from the CpGs located in the LHX6 DMR that was found in all
analyses. a. Heatmap (image extracted from Plotly) (PLOTLY TECHNOLOGIES INC., 2015) showing
the DNAm level of nine DMPs located in the original DMR revealed in the analysis (P and C1 groups
separated by the black line). b. Regions of the LHX6 gene with the CpG sites from the DMR depicted
as numbered lollipops. Promoter region image extracted from UCSC genome browser. c. Boxplots
(images extracted from ChAMP) (TIAN et al., 2017) of each CpG site with the respective methylation
level for the three groups (orange: 4 patients - P, green: healthy controls - C1, blue: cancer controls -

C2). n.s. are non-significant DMPs. *Statistically significant DMPs.

Discussion

Parental subfertility, parental age at conception, children sex, low birth weight,
and other environmental factors, such as tobacco and alcohol consumption during
pregnancy, can result in a biased risk of childhood cancer associated with ART
(LATINO-MARTEL et al., 2010; HARGREAVE et al., 2013; WANG et al., 2019). Thus,
a link between ART and pediatric cancer remains controversial. Considering the yet
disputed association between pediatric cancer and ART (RAIMONDI; PEDOTTI,
TAIOLI, 2005; HARGREAVE et al., 2013; GILBOA et al., 2019; WANG et al., 2019), in
which ART is suggested to cause epigenetic modifications that could increase the risk
of cancer, it is crucial to investigate DNA methylation in these patients (CORTESSIS
et al., 2018; WANG et al., 2019). In previous studies, increased risk rates for specific
types of cancer such as leukemia and neuroblastoma were detected among children
born following fertility treatment (HARGREAVE et al., 2013; WANG et al., 2019).
Likewise, our study IVF cohort included eight patients diagnosed with leukemias or

neuroblastoma.

Current research regarding epigenetic alterations associated with ART are
generally related to imprinting disorders (CORTESSIS et al., 2018; HENNINGSEN et
al., 2020). Previous studies that investigated the association between ART and
pediatric cancer did not explore the presence of DNAm changes in patients conceived

by IVF that developed pediatric cancer.

DMPs were not detected after multiple testing adjustments. A possible
explanation for this situation can be the small number of patients. Small group analysis
may not identify real changes because they do not reach statistical power when

evaluating hundreds of thousands of sites simultaneously (MANSELL et al., 2019). In
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addition, one could argue that robust DNAmM changes were not detected because the
methylation analysis was done in peripheral leukocytes obtained from patients and not
on tumor tissues which presents a higher specificity (MOORE et al.,, 2008;
TESCHENDOREFF et al., 2009). Even though DNAmM changes in blood samples are
generally small, most epigenetic alterations related to diseases occurring during
development can be detected in surrogate tissues (WOO; KIM, 2012). Recently, a large
study evaluated the cord blood DNAm from 205 ART cases and 2,439 naturally
conceived controls revealing two CpG sites associated with ART , as well as related
to cancer, aging and HIV infection by EWAS studies (WOZNIAK et al., 2013; GROSS
et al.,, 2016; XU et al.,, 2017; CARAMASCHI et al., 2021). Therefore, the use of
peripheral blood samples seems to be a suitable strategy for searching for epigenetic

variations, which may serve as good biomarkers for cancer risk.

The most significant DMR found in this study maps to the promoter region of the
transcriptional factor LHX6, which is involved in embryogenesis and head development
(GRIGORIOU et al., 1998; LIODIS et al., 2007). Thus, an additional control group was
included to verify the LHX6 methylation status in children with similar cancers who
were not conceived by ART. These analyses excluded the possibility that this DMR
was driven by the occurrence of the cancer and not the IVF itself. The higher LHX6
methylation levels in IVF patients compared to both control groups, healthy children
and children conceived naturally who developed similar pediatric cancers
(neuroblastoma and leukemia), suggested that hypermethylation at the promoter of the
LHXE6 is likely due to the IVF process and not secondary to the cancer itself. During
neurodevelopment, LHX6 is expressed in the ventral forebrain and in tangentially
migrating GABAergic interneurons from the neocortex and hippocampus (LIODIS et
al., 2007; YUAN et al., 2020). This gene is a potential tumor suppressor gene in glioma
(YAN et al., 2018), pancreatic (ABUDUREXITI et al., 2020), head and neck (ESTECIO
et al., 2006), breast (HU; XIE, 2015), lung (LIU et al., 2013), and cervical (JUNG et al.,
2011) cancer. Particularly, LHX6 may affect signaling pathways such as the Wnt/-
catenin in breast (HU; XIE, 2015), lung (YANG et al., 2017) and liver cancer (CHEN et
al., 2019), TP53 in hepatocarcinoma (CHEN et al., 2019) and PI3K/Akt/mTOR in breast
cancer (Bl et al., 2018). LHX6 promoter hypermethylation has already been related to
transcriptional silencing, and it is described as either hypermethylated or partially

methylated in cervical, head and neck, pancreatic, lung and liver cancers (ESTECIO
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et al., 2006; JUNG et al., 2011; LIU et al., 2013; NATHALIA et al., 2018; CHEN et al.,
2019; ABUDUREXITI et al., 2020). Likewise, the DMR we found is hypermethylated in

the promoter region.

Therefore, the LHX6 promoter hypermethylation previously associated with
cancer and detected in this study, can be suggested as an epimutation that increases
the risk of cancer in the patients herein reported. There are possible confounding
factors such as low birth weight, parental age, type of infertility leading to IVF, use of
fertility drugs, maternal smoking, and patient tumor, which can result in methylation
alterations (WANG et al., 2019). Another aspect not investigated here was the genetic
susceptibility to cancer of this group of patients. A recent study that analyzed the
methylation profile of 23,116 individuals (GARG et al., 2020) reported that 2/3 of the
epivariations segregated according to underlying sequence variants, while the other
1/3 occurred post-zygotically. Therefore, the identified epimutations in these patients
could also be attributed to genetic variants, driving both the methylation pattern and

increased cancer risk.

In conclusion, we searched for possible variations in DNAm that could be linked
to increased risk of childhood cancer in children conceived by IVF. A hypermethylated
DMR in patients was detected in the promoter region of LHX6, a gene previously
associated with cancer when its promoter region is hypermethylated. Therefore, this
DMR can be an epimutation contributing to increased cancer risk in some children

conceived by IVF and thus deserves additional investigation.
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Supplementary materials

Supplemental Table Sla. Control group 1 description

ID Sex Age at blood extraction (years)
C1 M 1
C2 M 10
C3 M 11
C4 M 5
C5 M 8
C6 M 10
C7 F 2
Cc8 F 7
C9 F 5
Ci10 F 6
Ci11 F 10
Ci12 F 6

M = Male. F = Female

Supplemental Table S1b. Control group 2 description

D Sex exﬁggt;ic}nbl(sggrs)
NB1 M 5
NB2 M 2
NB3 F 7
NB4 F 3
NB5 M 2.5
AML1 (GSM3532210) F 6.8
AML2 (GSM3532392) F 5.6
AML3 (GSM3532243) F 1.9
AML4 (GSM3532249) M 14.3
AMLS5 (GSM3532204) M 10.2
AML6 (GSM3532212) F 1.9
AML7 (GSM3532350) M 9.3
AMLS8 (GSM3532258) F 3.2
AML9 (GSM3532425) M 3
AML10 (GSM3532203) F 3.9
AML11 (GSM3532269) F 8.8

M = Male. F = Female
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Supplemental Table S2a. DMRs found and their respective information.

52

genomic . - . . .

DMR ID chromosome  position (start) genomic position  DMR width CpG number pvalue family-wise Gene
(hg19) (end) (hg19) (bp) error rate

DMR_1 9 124990632 124991435 803 9 0.000491591 0.224 LHX6
DMR_2 2 30669385 30670170 785 9 0.000560586 0.24 LCLAT1
DMR_3 6 33084479 33085063 584 14 0.001578266 0.484 HLA-DPB2
DMR_4 6 24910720 24911615 895 15 0.002138853 0.608 FAM65B
DMR_5 6 33560953 33561264 311 7 0.002690815 0.692 C6orf227
DMR_6 7 27170241 27170994 753 13 0.003536007 0.732 HOXA4
DMR_7 6 32118204 32118457 253 13 0.004510565 0.808 PRRT1
DMR_8 9 124989052 124990276 1224 11 0.005062527 0.864 LHX6
DMR_9 5 135415693 135416613 920 12 0.005743855 0.904 MIR886
DMR_10 6 151646540 151647133 593 7 0.011030617 0.936 AKAP12
DMR_11 5 157079404 157079825 421 8 0.011410091 0.948 SOX30
DMR_12 6 31148332 31148666 334 12 0.008063821 0.952 n.a. (intergenic region)
DMR_13 17 7253308 7253720 412 7 0.012031048 0.956 KCTD11; ACAP1
DMR_14 5 102898463 102898733 270 8 0.013540319 0.964 NUDT12
DMR_15 18 77623199 77623598 399 8 0.018197499 0.968 KCNG2
DMR_16 7 142494148 142494595 447 9 0.014118154 0.972 n.a. (intergenic region)
DMR_17 2 43903227 43904011 784 9 0.016179388 0.972 CEEE\E?FCZH_
DMR_18 12 122356033 122356852 819 10 0.013764554 0.976 WDR66
DMR_19 16 14402939 14403425 486 8 0.021129797 0.976 MIR365A; MIR365-1
DMR_20 5 132113601 132114055 454 10 0.014877102 0.984 SEPT8
DMR_21 19 46998786 46999307 521 9 0.021931867 0.988 PNMAL2
DMR_22 12 130821962 130822674 712 9 0.024381199 0.988 PIWIL1
DMR_23 6 31650735 31651158 423 11 0.014454506 0.992 n.a. (intergenic region)
DMR_24 6 31760521 31761055 534 8 0.025545494 0.992 VARS
DMR_25 21 36259067 36259623 556 8 0.029814575 0.996 RUNX1




Supplemental Table S2b. ANEXO C.

Supplemental Table S3a. P x C1 - Statistically significant CpG differences and their respective individual information.

53

DMP location  DMP location Average beta Average beta
CGI ID chromosome | genome gene (in relationto  (in relationto  pvalue pyalue value (P value (C1 AB
ocation (hg19) (Adjusted)
gene) CpG) group) group)
cg00485681 9 124990761 LHX6 TSS1500 island 6.83E-10 8.23E-05 0.213955569 0.054686233 0.159269337
cgl7434149 9 124990763 LHX6 TSS1500 island 2.36E-07 1.76E-02 0.140839906  0.050040469 0.090799438
€g21237939 9 124991047 LHX6 TSS200 island 6.31E-13 2.28E-07 0.292814295 0.042700771 0.250113523
cg06347782 9 124991182 LHX6 TSS1500 shore 1.18E-12 2.83E-07  0.44355872 0.067031034 0.376527685
cg04201727 9 124991209 LHX6 TSS1500 shore 4.50E-13 2.28E-07 0.327284874  0.035137422 0.292147452
€g22254104 9 124991432 LHX6 TSS1500 shore 2.23E-09 2.31E-04 0.169926509 0.027793116 0.142133393
€g02539128 9 124991435 LHX6 TSS1500 shore 7.64E-11 1.10E-05 0.187014555 0.041197246 0.145817308

Supplemental Table S3b. P x C2 - Statistically significant CpG differences and their respective individual information.

DMP location  DMP location Average beta Average beta
CGI ID chromosome | genome gene (inrelationto  (in relationto  pvalue p\_/alue value (P value (C2 AB
ocation (hg19) (Adjusted)
gene) CpG) group) group)
cg00485681 9 124990761 LHX6 TSS1500 island 6.09E-09 1.27E-03 0.213955569 0.071110667 0.142844903
cgl7434149 9 124990763 LHX6 TSS1500 island 9.44E-08 6.82E-03 0.140839906 0.062625577 0.078214329
€g21237939 9 124991047 LHX6 TSS200 island 1.74E-08 2.09E-03  0.292814295 0.07861953  0.214194765
cg06347782 9 124991182 LHX6 TSS1500 shore 2.37E-08 2.45E-03  0.44355872 0.115451584  0.328107135
cg04201727 9 124991209 LHX6 TSS1500 shore 3.07E-08 2.47E-03 0.327284874 0.070945082 0.256339792
€g22254104 9 124991432 LHX6 TSS1500 shore 8.55E-09 1.27E-03 0.169926509 0.042641443 0.127285067
€g02539128 9 124991435 LHX6 TSS1500 shore 4.83E-11 3.49E-05 0.187014555 0.057203841 0.129810714
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O hepatoblastoma é um tipo raro de tumor pediatrico com etiologia desconhecida e
geralmente associado com diversos fatores de risco, como malformagdes congénitas
e baixo peso ao nascer. Por outro lado, ha poucas sindromes genéticas que sao
associadas com aumento no risco de hepatoblastoma. No presente estudo,
reportamos o caso de um paciente com hepatoblastoma, atraso global do
desenvolvimento, dismorfismos craniofaciais e drenagem andémala total de veias
pulmonares. Apos o0 sequenciamento do exoma completo do probando e seus
genitores, identificamos a presenga de uma variante germinativa frameshift de novo
no gene JAGT, classificada como provavelmente patogénica. O gene JAGT
geralmente esta associado com a sindrome de Alagille, dentre outras condi¢cbes
clinicas. Essa sindrome, além da escassez dos ductos biliares intra-hepaticos, esta
associada com um aumento e risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.
Além disso, a proteina jagged-1 é crucial para o desenvolvimento dos sistemas
cardiovascular, renal, esquelético e nervoso. Portanto, o presente estudo sugere o
gene JAG1 como candidato para o fendtipo de drenagem andmala total de veias
pulmonares, além de reforgar a associacdo do gene JAG7 com tumores hepaticos,

em especial hepatoblastomas.

Palavras-chave: hepatoblastoma; JAG1; Jagged1; drenagem andmala total de veias

pulmonares; sindrome de Alagille

Este artigo foi publicado no peridédico Pediatric Blood & Cancer em margo de 2023:
https://doi.org/10.1002/pbc.30311
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To the Editor:

Hepatoblastoma is a rare type of embryonal tumor with unknown etiology,
associated with several risk factors, including congenital malformations, low birth
weight (<2,500 g), preterm birth, and parental smoking (SPECTOR; BIRCH, 2012;
CHEN et al., 2021; NUSSBAUMER; BENESCH, 2022). A few genetic syndromes
increase the risk for hepatoblastoma development, although the full mutational
spectrum remains poorly elucidated (TAN et al., 2014; TROBAUGH-LOTRARIO et al.,
2018; AGUIAR et al., 2022; SOBEL NAVEH et al., 2022).

Herein, we describe a male child presenting with global developmental delay,
facial dysmorphisms and a complex congenital heart defect (scimitar syndrome with
total anomalous pulmonary venous return) who developed hepatoblastoma, evolving
to a fatal outcome (detailed clinical data available in Supporting Information). Physical
examination at age 2 years revealed craniofacial dysmorphisms (Figure 1A),
holosystolic heart murmur, abdominal distention, umbilical hernia, and prominent
calcanei. Tumor analysis disclosed a high risk mixed epithelial-mesenchymal
hepatoblastoma, PRETEXT 4; he died after a month of etoposide treatment. A male
twin brother (diamniotic and dichorionic pregnancy; Figure 1B), who presented the
same cardiac anomaly, died during the cardiac surgery; no DNA was available. Exome
analysis of the proband identified a heterozygous de novo frameshift 4bp deletion in
exon 26 of the JAG7 gene (c.3445 3448delATAA) (Supplemental Figure S1),
classified as likely pathogenic according to American College of Medical Genetics and
Genomics and Association for Molecular Pathology guidelines (RICHARDS et al.,
2015; BIESECKER; HARRISON, 2018).

Cardiovascular manifestations are present in 77% of individuals with JAG1
mutations (MCELHINNEY et al., 2002; MENON et al., 2022). Germline JAG 1 mutations
are commonly associated with tetralogy of Fallot (OMIM#187500), (MORGENTHAU;
FRISHMAN, 2018) and Alagille syndrome (OMIM#118450), which is a multisystem
disorder mostly caused by JAGT truncating variants (83%), through a
haploinsufficiency mechanism (GROCHOWSKI; LOOMES; SPINNER, 2016;
GILBERT et al., 2019). The majority (60-70%) of JAG1 mutations are de novo
(CROSNIER et al., 1999; SPINNER et al., 2001).
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1-week-old 1-month-old 2 years and 2 months old

Pulmonary Total anomalous
insufficiency ﬂ pulmonary venous return | // Hepatoblastoma

Figure 1. Patient images and family pedigree (parental permission was obtained to publish these
images). (A) Patient craniofacial features at the age of 2 years, showing turricephaly, with a prominent
forehead, downslanting palpebral fissures, short nose, depressed nasal bridge, anteverted nares, low-

set ears, thin upper lip, and a short neck. (B) Family pedigree

In addition to other clinical signs, the proband had a rare complex cardiac
anomaly, scimitar syndrome with total anomalous pulmonary venous return, which
exhibits genetic heterogeneity (WANG et al.,, 2018; FICK et al., 2022). A similar

occurrence of total anomalous pulmonary venous return was reported in a case of
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Alagille syndrome with a frameshift mutation affecting exon 25 (ZENG et al., 2022).
Taken together, these cases point to JAG7 as a candidate gene for total anomalous
pulmonary venous return and/or scimitar syndrome, perhaps associated with variants

located in the last exons.

Bile duct paucity was not observed in the patient; however, this feature, even
though considered the most frequent characteristic of Alagille syndrome, is not
observed in ~10% of cases and is not always present in infancy (SPINNER et al.,
2019). Because of his critical condition, a complete investigation of associated
anomalies, including those seen in Alagille syndrome, could not be performed.
Nonetheless, analysis of chest X-rays did not reveal butterfly vertebrae or other spine
anomalies. The proband’s twin brother was born with the same cardiac defect; while
this finding suggests a shared genetic basis, the lack of DNA hampered confirmation.
Although dichorionic twins, there is still a possibility that they were identical and
therefore shared the genome. Alternatively, in the hypothesis of being fraternal twins,
parental mosaicism for the JAG 7 mutation should be considered, as has been reported
in ~8% of Alagille syndrome cases (GIANNAKUDIS et al., 2001).

JAG1 encodes a protein with a large extracellular component, a transmembrane
domain and a small intracellular domain, which plays a critical role in Notch signaling,
which is important in the development of the cardiovascular, renal, skeletal and
nervous systems (GROCHOWSKI; LOOMES; SPINNER, 2016). The maijority of JAG1
pathogenic variants associated with Alagille syndrome are mapped to the extracellular
or transmembrane domains (exons 2-25). Variants in exon 26, as detected here,
affecting the intracellular domain, are rare (YUAN; KOHSAKA; KOBAYASHI, 1997;
GIANNAKUDIS et al., 2001; BAUER et al., 2010; JURKIEWICZ et al., 2014; Ll et al.,
2015; HUANG et al., 2017; MORGENTHAU; FRISHMAN, 2018; GILBERT et al.,
2019). JAG1 upregulation has been associated with several types of cancer
(GROCHOWSKI; LOOMES; SPINNER, 2016; KIM et al., 2022). It is noteworthy that
Alagille syndrome is associated with hepatocellular carcinoma risk, with 21 reported
pediatric patients (KAMATH; SPINNER; PICCOLI, 2014; VALAMPARAMPIL et al.,
2020; SCHINDLER et al., 2021). Furthermore, rare pediatric cases of Alagille
syndrome with hepatoblastoma, hepatic adenomas and giant hepatic regenerative
nodules have also been described (RAPP et al., 2017; PACHECO; MONROE;
HORSLEN, 2018; SAHOO et al., 2022).
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Molecular mechanisms related to hepatoblastoma involves oncogenic signaling
pathways such as Wnt, Sonic Hedgehog, PISK/AKT, MAPK, IGF and Notch, the latter
considered crucial in the JAG1-NOTCH interaction (GROCHOWSKI; LOOMES;
SPINNER, 2016; SHARMA; SUBBARAO; SAXENA, 2017). The JAGT1 intracellular
domain, here found to be germline mutated, was reported to act as a transcriptional
cofactor, establishing an oncogenic transcriptional complex that promotes cancer cell
stemness and aggressiveness (KIM et al., 2022). Considering the location of the
germline mutation in the last exon, the mRNA could escape from the nonsense-
mediated RNA decay, resulting in a truncated protein with an oncogenic signal that

could contribute to hepatoblastoma development.

In the absence of paucity of bile ducts and other extracardiac features, the
patient here described did not fulfill the full clinical spectrum of Alagille syndrome.
However, the detection of a de novo mutation in the intracellular domain of the JAG1
protein in a patient with hepatoblastoma and the clinical overlap with Alagille syndrome
is intriguing, since mutations within this domain are rare. Therefore, this case
implicates JAG1 as a candidate gene for scimitar syndrome and/or total anomalous
pulmonary venous return, and reinforces the association of JAG7 with hepatoblastoma

risk, thus expanding the set of genes linked to hepatoblastoma susceptibility.
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Supporting Information

Detailed clinical data

This patient was enrolled in a research protocol aiming to characterize the molecular
aspects of syndromic pediatric cancer after written informed consent was signed by
parents.

Herein, we describe a male child presenting with facial dysmorphisms and a complex
congenital heart defect who developed a hepatoblastoma at the age of 2 years,
evolving to a fatal outcome. His parents are healthy and nonconsanguineous and had
a previous premature child who died in the first week of life because of respiratory
distress. The proband is the product of a diamniotic and dichorionic twin pregnancy,
born at 32 3/7 weeks, with a birth weight of 1,820 g. He evolved with respiratory
distress soon after birth, followed by apneic episodes on the second day of life requiring
mechanical ventilation, as well as peritoneal dialysis, the latter for three days because
of renal failure. Complementary exams revealed a normal renal ultrasound and an
echocardiogram with scimitar syndrome with total anomalous pulmonary venous
return, restrictive atrial septal defect, and pulmonary hypertension, which required two
cardiac surgical procedures in a period of three months. He was released from the
hospital after six months, with oxygen supplementation. His male twin brother
presented the same cardiac anomaly and died during the surgical procedure. At the
age of two years, showing developmental delay, the proband evolved with worsening
of the respiratory pattern and abdominal distension. Physical examination revealed an
abdominal mass in the right liver quadrant, with an extremely high level of a-fetoprotein
(32,417 ng/mL). Abdominal computed tomography scan showed hepatomegaly and
hypoattenuating hepatic lesions with progressive heterogeneous enhancement, the

largest one measuring 7.3 X 6.8 X 5.7 cm in liver segments VIII/IV. Histopathological
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analysis disclosed a mixed epithelial-mesenchymal hepatoblastoma, with staging
PRETEXT 4, classified as a high-risk tumor. At that time, no abnormalities of the intra-
and extrahepatic bile ducts were observed. The physical examination at the age of 2
years and one month, under orotracheal intubation and mechanical ventilation in the
intensive care unit, showed a weight of 9,800 g and a length of 77 cm (Z scores of -2
and -3, respectively); craniofacial dysmorphisms, such as turricephaly, with a
prominent forehead, downslanting palpebral fissures, short nose, depressed nasal
bridge, anteverted nares, low-set ears, thin upper lip, and a short neck; holosystolic
heart murmur, a sternal scar; abdominal distention, umbilical hernia; and prominent
calcanei. As the child was critically ill, the oncology team decided to start etoposide
treatment, but he died after one month.

Analysis of chest X-rays did not reveal butterfly vertebrae or other spine anomalies.
Chromosomal microarray analysis (CMA; Agilent 180K array-based comparative
genomic hybridization) was performed using genomic DNA extracted from the patient’s
peripheral blood. No clinically relevant copy number variant was identified. Genomic
libraries for whole-exome analysis were constructed with the xGen Exome Research
Panel V2.0 - Integrated DNA Technologies, Inc. The analysis was based on a trio
approach (patient and parents) and a heterozygous de novo frameshift 4bp deletion in

exon 26 of the JAG71 gene (c.3445 3448delATAA) was identified.
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parents, and at right, Sanger sequencing (reverse strand) segregation analysis of the region of the
mutation. The mutation was classified as likely pathogenic according to American College of Medical
Genetics and Genomics and Association for Molecular Pathology guidelines (PVS1_Moderate: null
variant in a gene where loss of function is a known mechanism of disease; PM2: absent from controls
in population databases; PS2_Moderate: de novo variant, both maternity and paternity confirmed, in a

patient with the disease and without family history).
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Capitulo 7. Discussao Geral e Conclusoées

O cancer pediatrico apresenta sobrevida de 80%, a considerar a condigao como
um grupo e avaliando paises desenvolvidos. Entretanto, € uma das principais causas
de morte em criangas no mundo e tem previsdo de incidéncia de 7.930 criancas
brasileiras por ano no triénio de 2023 a 2025 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER,
2023). Adicionalmente, existem inumeros efeitos secundarios nocivos decorrentes do
préprio tratamento do cancer, que € baseado em drogas antigas e estratégias que
pouco evoluiram para a maioria dos subtipos, cujo impacto num organismo em

desenvolvimento é grande.

A etiologia do cancer pediatrico permanece pouco elucidada; embora muitos
fatores de risco ja tenham sido associados ao desenvolvimento do cancer pediatrico,
dentre eles fatores genéticos, poucos fatores ambientais apresentam significancia
estatistica robusta (SPECTOR; PANKRATZ; MARCOTTE, 2015; PLON; LUPO, 2019;
SCHRAW et al., 2020). Além da predisposi¢cdo ao cancer causada pela presenga de
variantes genéticas patogénicas em modelo monogénico, alteragbes epigenéticas
podem ser postuladas como mediadoras da atuagao de fatores ambientais, resultando
em aumento de risco. Dessa forma, o presente estudo foi direcionado para a
investigacdo de duas vertentes de mecanismos genémicos que podem aumentar o
risco de desenvolvimento de cancer na infancia: a presenga de variantes patogénicas
em genes de predisposi¢cao a cancer (conhecidos ou candidatos), bem como a
etiologia genética subjacente de casos sindrémicos, e a ocorréncia de modificagdes

epigenéticas, especificamente DNAm, derivadas da FIV.

Alteragdes epigenéticas aberrantes durante o desenvolvimento embrionario
podem estar associadas a aumento de risco de cancer pediatrico. Nessa hipétese, os
procedimentos relacionados as tecnologias de reprodugéo assistida sdo candidatos a
gerar tais alteracbes epigenéticas. Visando explorar essa hipotese, utilizamos o chip
Infinium MethylationEPIC (lllumina) para analise de metiloma de sangue periférico de
11 pacientes que desenvolveram cancer pediatrico e foram concebidos por FIV, em
comparagao ao metiloma de criangas concebidas naturalmente, sendo 12 delas
clinicamente saudaveis e 16 pacientes com cancer pediatrico (dados obtidos de cinco

criangas com neuroblastoma e 11 criangcas com leucemia mieloide aguda). O principal
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objetivo deste braco do estudo foi a identificacdo de sitios CpG ou regides
diferencialmente metiladas potencialmente associadas a FIV. Identificamos 25 regides
diferencialmente metiladas no grupo de pacientes com cancer pediatrico concebidos
por FIV em comparagao ao grupo de criangas higidas. A alteragdo mais significante
foi a hipermetilagdo da regido promotora do gene LHX6, contendo nove sitios CpGs
diferencialmente metilados. O gene LHX6 € um provavel supressor tumoral
reconhecidamente associado com diversos tipos de cancer, como de cabecga e
pescoco, células gliais, pAncreas, mama, colo do Utero, e de pulméo (ESTECIO et al.,
2006; JUNG et al.,, 2011; LIU et al., 2013; HU; XIE, 2015; YAN et al.,, 2018;
ABUDUREXITI et al., 2020). A hipermetilacdo da regiao promotora de LHX6 ja foi
descrita em cancer de cabecga e pescogo, pancreas, pulmao, do colo do utero, e figado
(ESTECIO et al., 2006; JUNG et al., 2011; LIU et al., 2013; NATHALIA et al., 2018;
CHEN et al., 2019; ABUDUREXITI et al., 2020).

Posteriormente, comparamos o padrdao de metilacdo de pacientes com cancer
pediatrico concebidos por FIV com pacientes com cancer pediatrico de subtipos
similares concebidos naturalmente, para verificar se a hipermetilagdo identificada
seria um efeito da FIV ou do préprio cancer. Como resultado, a diferenca de metilagéao
identificada entre pacientes FIV e grupo de criangas higidas se manteve
estatisticamente significante também nessa comparagdo, sugerindo que a
hipermetilagdo da regido promotora do gene LHX6 seria decorrente do processo de

FIV, e ndo do cancer pediatrico.

Portanto, a hipermetilagcdo da regido promotora do gene LHX6, que ja foi
previamente associada com cancer, foi sugerida em nosso estudo como uma
epimutagao que pode ter contribuido para aumento do risco de cancer na infancia no
grupo de pacientes concebidos por FIV aqui avaliado. Esse achado é preliminar e
baseia-se em grupo pequeno, embora raro de pacientes; a investigagcédo do padrao de
metilacao da regido promotora do gene LHX6 em grupo maior de criangas concebidas
por FIV em comparagdo a controles poderia determinar se devida modificacdo
epigenética € um fenbmeno que ocorre com frequéncia neste procedimento. Ha
variaveis que nao foram avaliadas em nosso estudo, como idade dos genitores e uso
de medicamentos de fertilizagdo, que também podem resultar em alteragées nos
niveis de metilagdo (WANG et al., 2019). Outra limitagdo a ser mencionada foi a

utilizacdo de microarranjo de metilagdo, que, embora abrangente, ndo compreende
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todos os sitios CpG do genoma; o microarranjo de metilagéao utilizado possui 850 mil
sondas, contendo apenas 58% dos enchancers do projeto FANTOMS5, 7% dos
elementos regulatérios distais e 27% dos elementos regulatérios proximais do projeto
ENCODE (PIDSLEY et al., 2016). O sequenciamento de bissulfito em escala
genbmica, embora de alto custo, continua sendo considerado o padrao-ouro na
deteccao de DNAm. Adicionalmente, outros mecanismos epigenéticos, além da
metilacdo do DNA, como modificagdes de histona, estrutura da cromatina e arquitetura
do nucleo, devem ser analisados para obter uma visdo ampla do epigenoma humano
(RIVERA; REN, 2013).

Cerca de 8% dos casos de cancer em adultos sao decorrentes de variantes
germinativas patogénicas altamente penetrantes em genes de predisposi¢do ao
cancer (HUANG et al., 2018). De maneira similar, a frequéncia de variantes
germinativas patogénicas em genes de predisposicdo a cancer em criangas e
adolescentes tem sido estimada entre 6-25%, a depender do estudo, da composig¢ao
da coorte de pacientes averiguada e também do painel de genes avaliado (ZHANG et
al., 2015; GROBNER et al., 2018; NEWMAN et al., 2021; VON STEDINGK et al., 2021;
SYLVESTER et al., 2022). Se considerarmos que parte dos estudos de predisposi¢cao
a cancer baseia-se em avaliagdo apenas de painel restrito de genes reconhecidos de
predisposi¢cao a cancer, e que parte da etiologia genética do cancer pediatrico ainda
nao foi elucidada, é possivel inferir que essa prevaléncia pode estar subestimada.
Dessa forma, avaliagbes mais abrangentes, como sequenciamento de exoma ou
genoma, visando a prospecgao de variantes germinativas patogénicas em genes
reconhecidos e candidatos de predisposi¢cdo a cancer, bem como pesquisa de novos
genes, podem revelar frequéncias mais altas em alguns subgrupos de pacientes,
associagdes novas entre tipos tumorais e genes especificos, com identificacdo de

novos mecanismos moleculares subjacentes.

Por meio da analise de microarranjo gendmico e de sequenciamento de exoma
completo de 22 pacientes com cancer pediatrico, sendo dez deles sindrémicos com
fendtipos clinicos adicionais, foi possivel identificar em 14% dos pacientes (3/22)
variantes germinativas patogénicas/provavelmente patogénicas em genes com
padrao de herangca dominante e reconhecidos de predisposicdo ao cancer,
compativeis com o respectivo tipo tumoral. Tais genes sdo: TP53, em uma paciente

com carcinoma de ovario; RB7, em uma paciente sindrébmica com retinoblastoma
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bilateral; e APC, em uma paciente com tumor embrionario do sistema nervoso central.
No entanto, se considerarmos também variantes monoalélicas em genes
reconhecidos de predisposicdo com padrédo de heranga recessivo (MUTYH e
RECQL4), em genes candidatos para a predisposi¢do ao cancer (JAG1, KAT6A,
SETD5 e TNFRSF13) e/ou tumores que nao sao associados com o respectivo gene

de predisposicao, a taxa de detecgéo de variantes clinicamente relevantes foi de 45%.

Do mesmo modo que em estudos recentes e similares (NEWMAN et al., 2021,
SYLVESTER et al., 2022), uma porcao significativa dos casos avaliados tinha
variantes em genes sem associagao prévia com o respectivo tipo tumoral. Foi possivel
estabelecer novas associagbes entre o gene JAG7 e hepatoblastoma; KAT6A em
astrocitoma; PTEN e leucemia mieloide aguda; SETD5 com o neuroblastoma;

TNFRSF13B e histiocitose de células de Langherans.

Além disso, dez pacientes com cancer pediatrico exibiam fendtipos clinicos
adicionais (sindrémicos), para os quais pudemos identificar em quatro deles (40%)
variantes associadas ao quadro clinico completo. Portanto, em 60% dos pacientes
sindrédmicos, o fendétipo nao foi totalmente elucidado, mesmo apds a realizagao da
analise de microarranjo e sequenciamento de exoma completo. Considerando as
limitagdes dos testes utilizados, como o fato da analise ter sido restrita a variantes do
tipo CNVs e SNV/indels codificadoras, € provavel que outras variantes de alta
penetrancia ainda nao identificadas existam. Além disso, mecanismos mais
complexos, em modelos oligogénicos ou poligénicos de predisposi¢do a cancer, nao
foram explorados em nosso estudo. A identificagdo de mecanismos causais de
condic¢des raras pela aplicagao de testes genéticos com melhores taxas de detecgao
é crucial. Como exemplo de outras estratégias, o sequenciamento do genoma
completo permite a avaliacdo de uma gama maior de variantes genéticas, incluindo
variantes estruturais além das CNVs, assim como a analise de variantes nédo
codificadoras que podem ser responsaveis pela regulacdo epigenética (SEABY;
ENNIS, 2020). Adicionalmente, analises de transcricdo envolvendo amostras
tumorais, como realizado por Newman e colaboradores (2021), podem contribuir na

elucidagao da causa molecular subjacente.

Como conclusao, a identificac&o de variantes germinativas deletérias em genes
de predisposicédo ao cancer (APC, JAG1, KAT6A, LZTR1, MUTYH, PTEN, RB1,
RECQL4, SETD5, SQSTM1, TNFRSF13B e TP53), bem como a andlise de alteragbes
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do epigenoma (hipermetilagdo no gene LHX6 em criangas com cancer geradas por
FIV), contribuiram respectivamente para o diagndstico molecular de parte dos casos,
elucidagdo de possiveis causas do cancer pediatrico, com proposi¢cdo de novas
associagdes gene/subtipo tumoral, bem como proposicdo de novos mecanismos
biolégicos (modificagdes epigenéticas na embriogénese). Abaixo estédo listados os

principais achados e conclusdes do presente estudo:

e Deteccdo de 25 regides diferencialmente metiladas apdés a anadlise de
DNAmM em amostras de sangue periférico de 11 pacientes com cancer
pediatricos gerados por FIV em comparagao a grupos-controle.

e |dentificacdo de hipermetilacdo da regido promotora do gene supressor
tumoral LHX6 no grupo de pacientes com cancer pediatrico gerados por FIV,
com significancia estatistica, em comparagéo a grupos controle de criangas
concebidas naturalmente (sem cancer e com cancer pediatrico).

e Taxa de detecgdo de variantes genéticas germinativas potencialmente
patogénicas em 45% na casuistica de 22 pacientes.

e Na anadlise por CMA de 22 pacientes, identificagdo de duas CNVs
patogénicas abrangendo genes reconhecidos de predisposi¢cao a cancer.

e Na analise por sequenciamento de exoma, identificacdo no grupo de 20
pacientes, dez variantes classificadas como patogénicas/provavelmente
patogénicas.

e Novas associagdes entre genes de predisposi¢céo e subtipos tumorais.

e Proposi¢ao do gene TNFRSF13B como novo candidato a aumento de risco

para histiocitose de células de Langherans.
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DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.305.596

Apresentacéo do Projeto:
O presente projeto investiga cancer na infancia: predisposicdo genética e mecanismos de origem.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar fatores genémicos e epigendmicos que atuam no desenvolvimento de cancer na infancia, por meio
da investigacdo de variantes genéticas germinativas e somaticas e da investigacdo das alteracGes
epigenéticas.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

O unico desconforto & a coleta de sangue periférico das criancas, ou jovens, e seus progenitores. Ha
potencial em resultar no aconselhamento genético adequado das familias nas quais forem encontradas

variantes genéticas que resultem em predisposicdo aumentada a cancer.

Comentérios e Consideracées sobre a Pesquisa:

Analise do projeto:

a) Amostra a ser analisada: 50 pacientes afetados por tumores infantis e seus progenitores.

b) Procedimentos a que as pessoas serdo submetidas: coleta de sangue periférico para extragéo do material
genético.

c) Infraestrutura disponivel: Laboratorio da proponente e equipamento do Centro de Pesquisa sobre o
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Genoma Humano e Células-tronco.
d) Armazenamento da amostra: A colecdo de amostras ficara sob os cuidados da proponente, a
pesquisadora responsavel, em seu laboratorio.

e) Apoio financeiro: E relatado que foi pedido apoio financeiro & FAPESP para execucéo do projeto.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Adequados.

Recomendacodes:
Cabe a pesquisadora responsavel encaminhar a este Comité, relatorios anuais (parciais e final), de acordo
com a Resolucéo n°® 466/12, item Il, [1.19 e 11.20, do Conselho Nacional de Saude.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Respostas referentes ao parecer do CEP n° 3.206.345, emitido em 18/03/2019.

(1) explicitar se havera entrega de relatorios com resultados dos exames genéticos, como e onde sera feito
o aconselhamento genético das familias participantes e se a pesquisadora principal sera responsavel por
essa etapa; (2) esclarecer se sera realizado sequenciamento de nova geracdo somente do DNA de sangue
periférico, somente do DNA tumoral, ou de ambos, para comparacéo; (3) no item sobre metodologia é
referido que o sequenciamento do exoma sera realizado com o Kit One Seq, que permite avaliacdo do
numero de cépias; no entanto, no cronograma ha mencéo a array-CGH, técnica que néo foi abordada na
metodologia; esclarecer se ambhas serdo utilizadas. (4) deixar claro se a avaliacdo das alteracbes
epigenéticas sera feita em amostras dos tumores ou de DNA extraido de sangue periférico, se ha
necessidade de amostras controle para comparacéo entre padrées e, em caso afirmativo, quais amostras
serdo utilizadas como controle.

Resposta: A pesquisadora responsavel encaminhou as respostas as pendéncias apontadas acima. Foram
esclarecidas as duvidas sobre o delineamento experimental e na verséo revista do projeto foram
acrescentadas informacdes referentes as duvidas levantadas, incluindo as questdes relacionadas a
constituicdo de um grupo controle para os estudos de metilacéo.

A esse respeito convém destacar que as amostras controle ja coletadas ou que serfo coletadas se destinam
somente a avaliacdo de padrdes de metilacdo, avaliamos que os termos de consentimento e de
assentimento ja apresentados sdo adequados para esse estudo.

Anélise: Pendéncias atendidas.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - Seres Humanos do Instituto de Biocigncias -
USP, na reuniéo realizada em 09/04/2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacbes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/04/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1270416.pdf 16:34:25
Brochura Pesquisa |Projeto_de_Pesquisa_Detalhado_respos| 03/04/2019 |Ana Cristina Victorino| Aceito

ta parecer.pdf 16:32:55 | Krepischi

Qutros Resposta_ao_CEP.pdf 03/04/2019 | Ana Cristina Victorino| Aceito
16:31:43 | Krepischi

TCLE / Termos de | Termo_de_Assentimento.pdf 07/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito

Assentimento / 11:46:16 |BARBOSA TEIXEIRA|

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |TCLE_maior_de_18_anos_area_de_gen| 07/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito

Assentimento / etica.pdf 11:45:57 |BARBOSA TEIXEIRA|

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termosde |TCLE_menor_de_18_anos_area_de_ge| 07/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito

Assentimento / netica.pdf 11:45:38 |BARBOSA TEIXEIRA|

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de Declaracao_de_Compromisso_do_Pesq| 07/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito

Pesquisadores uisador_Responsavel_area_de_genetical] 11:45:21 |BARBOSA TEIXEIRA|

pdf

Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 07/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito
11:44:42 |BARBOSA TEIXEIRA

Projeto Detalhado / | Projeto_de_Pesquisa_Detalhado.pdf 05/12/2018 |ANNE CAROLINE Aceito

Brochura 13:27:38 |BARBOSA TEIXEIRA|

Investigador

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo
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ANEXO B. Caracteristicas clinicas dos pacientes sindrémicos (redigida por
colaboradores).

TP1

Crianca portadora de quadro sindrémico que tem relacdo com Cowden-Lhermite-
Duclos. Fendtipos clinicos: Hidrocefalia, hipotonia. macrocefalia, déficit de atencao e

aprendizagem. Historia familiar: meia-irma paterna com 32 anos e quadro similar.

TP7

O quadro clinico do paciente € composto por atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, deficiéncia intelectual com atraso de fala, convulsdes, baixa
estatura, assimetria craniana com afundamento direito, microcefalia e plagiocefalia,
hipertelorismo ocular, palato alto, estreitamento bitemporal, orelhas baixas e giradas
posteriormente, estrabismo, raiz nasal proeminente com ponte nasal ampla
proeminente, labio superior fino e canos da boca virados para baixo, escoliose, prega
palmar unica bilateral, ceratocone, pé torto, hipotonia neonatal e defeito cardiaco
congénitos. Aos 14 anos, houve diagnostico de glioblastoma de células gigantes grade
IV (OMS 2007). A mae e o tio materno apresentavam pé torto congénito, enquanto o

pai e o tio paterno apresentavam ceratocone.

TP10

Exame clinico-genético aos 09 meses de idade e 27 dias:

Peso=8,800 kg (p50), Comprimento=73,0 cm (p50), PC=44,5 cm (p50). Regular
estado geral, gemente, afebril, eupnéico, hipocorado +/4, hidratado, anictérico,
aciandtico, sem sinais meningeos, boa perfusao periférica. (OBS: Durante a
avaliagao, a crianga sugou seio materno varias vezes). Facies peculiar, dolicocefalia,
fronte ampla e proeminente, cabelos lisos castanho claros e ressecados, epicanto
bilateral; olhos amendoados e levemente assimétricos, DICI=2,3 cm (~p25), DICE=8,0
cm (~p97); fendas palpebrais D=E=2,8 cm (p>97); auséncia de fixacdo do olhar;
estrabismo divergente a E, nistagmo horizontal bilateral; nariz bem formado, ponta
nasal levemente bulbosa; filtro nasal bem delineado, orelhas bem formadas
simétricas, normoimplantadas, orelha D=E=4,5cm (25<p<50); palato integro; pescogo

pouco encurtado; térax simétrico; distancia intermamilar=12,0 cm (75<p<97); ausculta
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cardio-pulmonar sem alteragcdes; abdome globoso, indolor e agrave; palpac¢ao; MMSS
aparentemente simétricos e proporcionais; despropor¢do palmo digital com
predominio da palma, comprimento total da mao D=E=9,0 cm (50<p<75); dedo médio
D= E=3,0 cm (3<p<25); braquidactilia com dedos fusiformes; pés D=E=11,0 cm
(p<<3); auséncia de equimoses, ou petéquias; unhas sem alteracdes.

Sumario dos principais achados clinicos:

- LLA em lactente tipo B com SNC negativo; cardiopatia congénita (ecocardiograma
demonstrou aumento da trabeculagdo do miocardio do ventriculo esquerdo)

- Atraso de DNPM

- Dismorfismos craniofaciais menores-epicanto bilateral, braquidactila, dedos
fusiformes

- Nistagmo horizontal bilateral, estrabsimo divergente a E

- Avos maternos e bisavos maternos primos de 1°. grau; bisavd materno falecido de

leucemia; duas primas de 2° grau da mae do paciente desenvolveram leucemia (SIC).

TP13

Exame clinico-genético aos 03 anos e 04 meses de idade:

Peso=9 kg (p<<<3), Estatura=82,0 cm (p<<<3); PC=43,5 cm (p<<<3). Regular estado
geral, consciente, contatando com a mae e ambiente, gemente e chorosa, afebril,
taquidispnéica+++/4; hipocorada ++/4, hidratada, anictérica, aciandtica, sem sinais
meningeos, regular perfuséo periférica. Facies peculiar, dolicocefalia, fronte bastante
ampla, alongada e proeminente, regido da glabela saliente, cabelos lisos castanho
claros, longos, esparsos e muito ressecados; hipertricose na fronte e regides laterais
da face, epicanto bilateral; DICI=2,3 cm (3<p<p25), DICE=7,5 cm (p50); fendas
palpebrais com inclinacdo para cima, D=E=2,5 cm; ponte nasal rebaixada, nariz bem
formado, ponta nasal levemente bulbosa; narinas antevertidas, filtro nasal bem
delineado e alongado, orelhas simétricas posteriorizadas, anti-hélice e escapa da
hélice proeminentes, orelha D=E=5,0 cm (p25); retrognatia; palato integro e ogival
sem fissuras; dentes em bom aspecto geral aparentemente; pescog¢o encurtado; torax
simétrico e encurtado; PT=48,5 cm (3<p<25), distancia intermamilar= 9,0 cm (p<<3),
pectus excavatum; ausculta cardio-pulmonar: BRNF taquicardicas, sem sopros;
abdome extremamente globoso, volumoso, e doloroso a palpagao; hérnia umbilical

pequena; presenga de circulagdo venosa colateral evidente; genitalia externa
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feminina, proeminéncia dos grandes labios. Membros extremamente emagrecidos
com subcutdneo escasso e hipotrofia generalizada da musculatura; MMSS
aparentemente simétricos; contratura articular em MMSS com deformidades em
flexdo, limitagdo a prono-supinacao e extensdo dos antebracos bilateralmente;
desproporgao palmo-digital com predominio da palma, maos pequenas, comprimento
total da mao D=9,8 cm (p3), E=10,3 cm (p3); dedo médio D= 3,5 (p<3), E=3,8 cm
(p<3); camptodactilia dos 3°, 4°, e 5° dedos a D e E, prega palmar unica transversal
bilateralmente; pés pequenos em aspecto de mata-borrdo com calcaneos
proeminentes, pés planos adutos, pés D=E= ~12,5 cm (p<<3); sulcos plantares
profundos; sulco plantar entre halus e 2° artelho D profundo; auséncia de equimoses,
ou petéquias; unhas sem alteragdes; auséncia de ganglios supra-claviculares e
axilares. OBS: ndo foi possivel examinar regides inguinais e genitalia externa
(pequenos labios ndo foram observados) e regido anal, e sacral em DDH, pois a
paciente estava sentada devido a desconforto respiratorio.

Sumario dos principais achados clicnicos:

- Tumor de Wilms de grandes dimensdes originario no rim E

- Déficit de crescimento acentuado (failure to thrive), déficit-pondero-estatural e
microcefalia acentuados

- Atraso global de DNPM

- Dismorfismos craniofaciais (epicanto bilateral, orelhas posteriorizadas, etc)

- Contraturas articulares congénitas em MMSS com deformidades em flexao

- Pés em mata-borréao

TP14

O probando € uma menina de 4 anos, filha Unica de pais ndo consaguineos. Sua mae
foi diagnosticada com hipertensao arterial sistémica (HAS) aos 22 anos, sendo
necessario o uso de medicamentos para seu controle. Ela apresentou um aborto
espontaneo anterior por conta de insuficiéncia cervical. Durante a gravidez do
probando, foi realizada cerclagem e a HAS foi bem controlada. A ultrassonografia fetal
revelou aumento da translucéncia nucal, exames de cariétipo e hibridizacao
fluoresecente in situ (FISH) para aneuploidias cromossémicas comuns apresentaram
resultados normais. Ela nasceu a termo (39 semanas), de parto vaginal, com peso de

3.070 g (50° percentil), comprimento de 47 cm (25° percentil), circunferéncia occipito-
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frontal (COF) de 33 cm (25° a 50° percentil) e Apgar de 8 e 9 no 1° e 5° minutos,
respectivamente. A paciente evoluiu com desconforto respiratério leve e ictericia,
sendo necessario fototerapia por um dia. A triagem auditiva neonatal foi anormal e a
Audiometria de Tronco Cerebral (BERA) foi inconclusiva naquele momento. A menina
evoluiu com atraso no desenvolvimento psicomotor: sentava sem apoio aos 9 meses,
deambulava aos 20 meses e proferiu as primeiras palavras aos 21 meses. Ela foi
encaminhada para um neurologista e geneticista clinico com os seguintes resultados:
ressonancia magnética cerebral (MRI) mostrou mega cisterna magna; cariotipo
convencional, FISH para sindrome de Williams e triagem para disturbios de
armazenamento lisossémico eram normais. Aos 2 anos de idade, comecaram o0s
tremores nas maos, além de calafrios. Ela foi internada apresentando progressao dos
sintomas e regressdo dos marcos adquiridos, sem diagnéstico adequado. Mais tarde
naquele ano, uma massa toracica foi identificada e a paciente foi diagnosticada com
neuroblastoma. A analise tumoral foi compativel com ganglioneuroblastoma
misturado, consistindo em aproximadamente 30% de areas imaturas (neuroblastos).
Apos a ressecgao do tumor, a paciente evoluiu com melhora progressiva. Entretanto,
ela ainda apresenta dificuldade para realizar atividades cotidianas, comportamento
agitado e fala infantilizada. A mae refere que a paciente tem tido dores de ouvido
ocasionais na auséncia de otorreia. O BERA foi repetido recentemente e apresentou
perda auditiva condutiva unilateral leve. Nao foram detectadas anomalias no
ecocardiograma, ultrassonografia abdominal e avaliagdo oftalmolégica. Foi avaliada
em nossa Instituicdo pela ultima vez aos 3 anos e 5 meses de idade e o exame fisico
revelou: peso de 13,3 kg (10° — 25° percentil), estatura de 92,0 cm (5° — 10° percentil),
COF de 49,0 cm (50° percentil); linha do cabelo frontal baixa, sobrancelhas arqueadas,
sinofris, cilios longos, dobras epicanticas, nariz curto com ponte nasal baixa, filtro
profundo e longo, orelhas com hélice dobrada; pescogo curto; camptodactilia do 5°

dedo direito, geno valgo e pés planos com 3° e 5° dedos desviados.

TP15

Exame clinico-genético aos 01 anos e 10 meses de idade:

Pes0=8,560 kg (p<3), Estatura=85 cm (25<p<50); PC=45,0 cm (P<3). Regular estado
geral, geralmente consciente, contatando bem, afebril, taquipneico +4, hipocorado

++/4, hidratado, anictérico, acianético, sem sinais meningeos, regular perfuséao
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periférica. Facies incaracteristico, cranio de conformacéao dolicocefalica, fronte ampla
e proeminente, cabelos lisos castanhos claros, ressecado; olhos amendoados e
simétricos, epicanto bilateral; fendas palpebrais simétricas=2,3 cm (25<p<50);
DICI=2,5 cm (25<p<50); DICE=8,0 cm (75<p<97); nariz bem formado, filtro nasal bem
delineado; ponte nasal rebaixada, narinas antevertidas; orelhas simétricas, orelha
D=E=5,0 cm (~p50); presenga de mucosite; palato integro, sem fissuras; dentes em
regular aspecto geral; torax simétrico; diminuicdo do tecido subcutédneo acentuado
com costelas salientes e afiladas; disténcia intermamilar=12,0 cm (p75); ausculta
cardio-pulmonar: BRNF, sem sopros; MV presentes bilateralmente, sem ruidos
adventicios, broncofonia diminuida em bases; abdome extremamente globoso,
volumoso, doloroso a palpacgao, hipertimpanico; PA=52,2 cm genitalia externa
masculina, pénis 3cm (em repouso) (25<p<50), testiculos palpaveis bilateralmente,
indolores. Membros muito emagrecidos, MMSS e MMII aparentemente simétricos;
polissindactilia pré-axial completa a D; comprimento total da mdo D=10,0 cm
(25<p50), dedo médio D=4,0 cm (p25); pé D=E=11,0 cm (p3); descamacgéo fina da
palma das maos, e das regides plantares dos pés; auséncia de equimoses, ou
petéquias; unhas sem alteragoes.

Histéria familiar de cancer: bisavd paterno era tabagista e faleceu aos 60 anos com
cancer na regiao cervical; trés primos da avo paterna apresentaram cancer (de mama
aos 66 anos, estbmago aos 60 anos e renal aos 60 anos). A tia avdo materna foi
diagnosticada com linfoma aos 48 anos. A méae do paciente foi diagnosticada com
neuroblastoma aos 31 anos.

Sumario dos principais achados clicnicos:

- Neuroblastoma abdominal; mielograma sem infiltragdo neoplasica

- Catecolaminas séricas elevadas

- Hipertensao arterial sistémica em investigacao

- Antecedente de anoxia neonatal grave (APGAR 1-5; submetido a protocolo de
hipotermia)

- Microcefalia p6s natal, dolicocefalia

- Baixo peso acentuado (consumptivo pela doencga de base e QT)

- Polissindactilia pré-axial completa a D

- Dismorfismos craniofaciais minores (epicanto)

- Varios familiares com histérico de cancer

- Uso materno de antiepressivos durante toda a gestacao
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TP16

- Astrocitoma Pilocitico grau |

- Tumor de SNC (imagens sugerem origem glial como hipétese diagndstica)

- Clinidactilia do 4° dedo bilateralmente com leve camptodactilia

- Disfagia de origem central

- Dolicocefalia acentuada, dismorfismos craniofaciais menores

- Anomalias esqueléticas menores; hiperextensibilidade articular generalizada,
principalmente dos punhos e méos

- Vémitos frequentes e diarios desde 2 meses

- Tio paterno do pai do paciente faleceu com cancer com idade >30 anos

TP17

Exame clinico-genético aos 02 anos de idade:

Pes0=9,5 Kg (-2<Z<-3), Estatura=85,0 cm (0<Z<-2); PC=48,0 cm (2<p<50). OBS: o
PC deve ser inferior a medida aferida que incluiu a tumoragcdo no couro cabeludo.
Regular estado geral, consciente, contatando bem, afebril, eupnéico, hipocorado ++/4,
hidratado, anictérico, aciandético, sem sinais meningeos, boa perfusdo periférica.
Facies peculiar, cranio de conformacéo dolicocefalico: fronte bastante ampla e
proeminente, tumoragdo em regiao occipital, de ~4 cm, e na regiao parietal E (~1,5
cm), ambas de consisténcia amolecida; tumoracdo em regido mandibular a D,
endurecida e dolorosa (~4 cm); cabelos lisos castanho escuros, sobrancelhas
espessas e bem delineadas; epicanto bilateral; fendas palpebrais de inclinagédo para
cima; cilios longos e evertidos; fenda palpebral D=E=2,6 cm (75<p<90); DICI=2,9 cm
(75<p<97); DICE=8,0 cm (75<p<97); ponte nasal rebaixada, nariz bem formado,
narinas antevertidas, filtro nasal bem delineado, longo e concavo; orelhas assimétricas
orelha D normoimplantada D=5,8 cm (p97), orelha E de baixa implantagdo=5,5 cm
(75<p<97); labio superior fino; orofaringe e palato integro; dentes irregulares; térax
simétrico e em sino; PT=46 cm; pectus excavatum discreto, costelas salientes,
distancia intermamilar=9,5 cm (~p3); ausculta cardio-pulmonar: BRNF, sopro sistdlico
+/4 em todos os focos; MV presentes bilateralmente, sem ruidos adventicios; abdome
globoso, indolor a palpacgéo; hérnia umbilical anel 1,5 cm; figado palpavel a 1,5 cm

RCD, consisténcia fibroelastica; genitdlia externa masculina, testiculos topicos
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bilateralmente, sobra de pele das regides testiculares; pénis em repouso 2,5 cm
(p<<10); anus bem posicionado; coluna sem deformidades; fosseta sacral em fundo
cego sem secrecao de 1,5 cm de comprimento; MMSS e MMIlI aparentemente
simétricos; subcutdneo diminuido e musculatura hipotrofiada; sem contraturas
articulares ou artrites; comprimento da palma da méo E=5,6 cm (3<p<25), dedo médio
D=E=3,2 cm (p<3), mao D nao foi mensurado devido presenca de cateter e curativo
extenso até punho; pés D=E=13,0 cm (3<p<25); calcaneo proeminente bilateralmente;
sulco profundo entre os halux e 2° artelhos bilateralmente; presenga de linha
hiperpigmentada desde a regido umbilical até pelve; auséncia de maculas café-au-lait
ou hipopigmentadas, auséncia de equimoses, ou petéquias; unhas sem alteracdes;
auséncia de ganglios supra-claviculares, axilares; ganglios inguinais multiplos em
tamanho de grdo de arroz, fibroelasticos e indolores a palpacéo.

Historia familiar de cancer: Primo paterno faleceu aos 12 anos devido a leucemia e o
avbé materno faleceu de cancer na boca (SIC).

Sumario dos principais achados clicnicos:

- Nodulos em regido de cabega e pescogo: Nodulo sélido e heterogéneo, de aspecto
insuflativo, localizado na regido occipital direita, de provavel origem &ssea,
apresentando vascularizagdo central exuberante e na mandibula - Anatomo-
patolégico: HISTIOCITOSE DE CELULAS DE LANGERHANS.

- Malformagdes de SNC - disgenesia parcial do corpo caloso caracterizada por
auséncia de rostro e esplénio, associado a discreta hipertrofia de comissura anterior
e discreto dismorfismo dos cornos frontais dos ventriculos laterais (ha RNM de cranio).
- Atraso global de DNPM e atraso de desenvolvimento de linguagem

- Alteragao auditiva a esclarecer

- Facies peculiar

- Cardiopatia congénita-FOP, veia cava superior E persistente, valva P espessada
sem gradiente, hipertrofia concéntrica moderada do VE (no Ecocardiograma com
doppler)

- Cisto de uraco (na US abdome)

- Micropénis

- Fosseta sacral em fundo cego

- Familiares de 2° 3° grau pelo lado paterno com cancer
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TP18

Exame clinico-genético aos 01 anos e 10 meses de idade:

Peso= 9,75 kg (p15), Estatura=83,0 cm (15<p<50); PC= 45,5 cm (p15). Regular
estado geral, consciente, afebril, eupnéica, hipocorada +/4, hidratada, anictérica,
aciandtica, sem sinais meningeos, boa perfusao periférica. Paciente extremamente
chorosa e irritada ao exame. Facies peculiar, dolicocefalia, fronte ampla e
proeminente, sobrancelhas bem delineadas, pouco espessas; fendas palpebrais
assimétricas (E>D), de inclinagao para cima; epicanto bilateral, olho D com leucocoria
a D, olho E com opacidade corniana acentuada, buftalmia, exoftalmia, presenca de
massa tumoral esbranqui¢cada, hiperemia conjuntival acentuada, com secregao
ocular, cilios longos fenda palpebral D=3,0 cm; E=3,3 cm (ambas p>95); DICI=2,3 cm
(p<3); DICE=8,0 cm (75<p<97); ponte nasal rebaixada, nariz bem formado e bulboso,
narinas antevertidas, filtro nasal bem delineado; orelhas simétricas orelha D=E=4,5
cm (3<p<25); labio superior fino; torax simétrico; pectus excavatum discreto, costelas
salientes, PT=47,5 cm (25<p<50), distancia intermamilar=12,5 cm (75<p<97);
ausculta cardio-pulmonar: BRNF, sem sopros; MV presentes bilateralmente, sem
ruidos adventicios; abdome levemente globoso, flacido, indolor a palpagdo, RHA
presentes, figado a 2 cm RCD; genitalia externa feminina; anus bem posicionado;
coluna sem deformidades; MMSS e MMII aparentemente simétricos; sem contraturas
articulares ou artrites; sinal do polegar e punho presentes; comprimento da palma da
mao D=6,0 cm (25<p<50), dedo médio D= 3,7 cm (3<p<25); pés D=E=14,0 cm (~p75).
Ganglios supra-claviculares, axilares nao palpaveis; ganglios inguinais bilaterais de
tamanho de graos de arroz, sem sinais flogisticos. Pele: lesdes hipocrdmicas e
hipercrobmicas de bordas irregulares e aspecto rendilhado no tronco, no abdome,
regides axilares; presenca de lesdo hipercrbmica linear na regido proximal da face
dorsal da coxa E, com interrupgéo na regido média, e continua em face antero-lateral
da perna E até tornozelo e regiao medial do calcanhar; auséncia de maculas café-au-
lait, auséncia de equimoses, ou petéquias; unhas sem alteragdes.

Sumario dos principais achados clicnicos:

- Retinoblastoma bilateral

- Atraso de DNPM, atraso de desenvolvimento de linguagem.

- Lesdes hiperpigmentadas e hipopigmentadas em tronco, abdome e membros que

seguem as linhas de Blaschko
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HB87

Exame clinico-genético aos 02 anos de idade:

Peso= 9,800 kg (-3<Z<-2); Comprimento=77,0 cm (-3<Z<-2); PC=nao mensurado
devido EOT e fixagdes. Mau estado geral, inconsciente, sem contacto, sob EOT e VM,
hipocorado ++/4, hidratado, ictérico++, aciandético, regular perfusdo periférica,
anasarca acentuada. Facies peculiar, turricefalia acentuada; fronte ampla e
proeminente e alta, sobrancelhas bem delineadas; fendas palpebrais de inclinagao
levemente para baixo; DICI=2,8 cm (75<p<97); DICE=9,5 cm (p>97); ponte nasal
baixa, nariz pequeno/hipoplasico, narinas antevertidas, SNG em narina D, filtro nasal
bem delineado, concavo e alongado; orelhas simétricas de baixa implantagéo, orelha
D=E=4,7 cm (p25); labio superior fino; térax simétrico; cicatriz cirdrgica extensa em
regido medial do esterno; pescogco aparentemente encurtado; distancia
intermamilar=11,0 cm (25<0<50); ausculta cardio-pulmonar: BRNF, sopro
pancardiaco; MV presentes bilateralmente, com ruidos adventicios; abdome bastante
globoso com massa palpavel descrita no EF do Resumo Clinico; hérnia umbilical;
genitalia externa masculina, testiculos palpaveis na bolsa escrotal, pénis com sonda
uretral 2,5 cm (<<p2,5); anus bem posicionado; coluna sem deformidades; MMSS e
MMII aparentemente simétricos; sem contraturas articulares ou artrites; comprimento
da palma da mao D=5,3 cm (p<3); palma E=5,0 cm (p<3); dedo médio D= E=3,5 cm
(p<<3); pés em aspecto de cadeira de balango com calcaneos proeminentes, pés
planos, pés D=E=10,5 cm (p<<3); ganglios supra-claviculares e axilares nao
palpaveis; auséncia de maculas café-au-lait ou hipopigmentadas, presenca de
equimoses e petéquias nos locais de venopungao prévias em MMSS, regides
inguinais e calcanhares; unhas sem alteracdes.

Sumario dos principais achados clicnicos:

- RNPT-AIG (2° gemelar fraterno-diamniético e dicoridnico)

- Cardiopatia congénita complexa: drenagem andmala total de veias pulmonares
subdiafragmatioca/infra-cardiaca; CIA restritiva; PCA

- Atraso de DNPM (devido a hospitalizagao prolongada)

- Hepatoblastoma

- Irméo gemelar (diamniédtica e dicoriénica) falecido com uma semana de vida apés

corregao cirurgica da mesma cardiopatia congénita do paciente



ANEXO C. Supplemental Table S2b.

Supplemental Table S2b. CGls located in the DMRs above and their respective individual information.

DMP

DMP
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DMR genome location (in location (in pvalue P group Is
. CGI ID chromosome location gene . . t-value . hypermethylated or
index (hg19) relation to  relation to (Adjusted) hypomethylated
gene) CpG)
DMR_1 ¢g04201727 9 124991209 LHX6 TSS1500 shore 3,549852122  0,245873297 Hypermethylated
DMR_1 c¢g00774728 9 124990632 LHX6 TSS1500 island 2,803342228  0,325440009 Hypermethylated
DMR_1 ¢g11328695 9 124991348 LHX6 TSS1500 shore 2,492948847  0,370156814 Hypermethylated
DMR_1 ¢g06347782 9 124991182 LHX6 TSS1500 shore 3,72569975 0,233810841 Hypermethylated
DMR_1 c¢g22254104 9 124991432 LHX6 TSS1500 shore 2,931384185  0,308529528 Hypermethylated
DMR_1 ¢g02539128 9 124991435 LHX6 TSS1500 shore 3,208517207  0,276260234 Hypermethylated
DMR_1 ¢g00485681 9 124990761 LHX6 TSS1500 island 3,566803807  0,245208641 Hypermethylated
DMR_1 ¢g21237939 9 124991047 LHX6 TSS200 island 3,723464889  0,233810841 Hypermethylated
DMR_1 c¢g17434149 9 124990763 LHX6 TSS1500 island 3,324818694  0,265243344 Hypermethylated
DMR_1 c¢g03838327 9 124991656 LHX6 TSS1500 shore 1,136905346  0,696264581 Hypermethylated
DMR_2 ¢g19033026 2 30670022 LCLAT1 TSS200 island 2,526780811  0,364678748 Hypermethylated
DMR_2 ¢g15652532 2 30669759 LCLAT1 TSS1500 shore 2,703753497  0,337730039 Hypermethylated
DMR_2 ¢g10326673 2 30669757 LCLAT1 TSS1500 shore 3,144723883  0,283357824 Hypermethylated
DMR_2 c¢gl12454169 2 30669597 LCLAT1 TSS1500 shore 2,832170244  0,321515335 Hypermethylated
DMR_2 c¢gl17749961 2 30669863 LCLAT1 TSS1500 shore 2,976779514  0,301487676 Hypermethylated
DMR_2 ¢g10995359 2 30670170 LCLAT1 1stExon island 0,951825032  0,752843697 Hypermethylated
DMR_2 ¢g03795903 2 30669940 LCLAT1 TSS200 shore 2,790847294  0,327220009 Hypermethylated
DMR_2 ¢g07150166 2 30669952 LCLAT1 TSS200 shore 2,877713142 0,31559275 Hypermethylated
DMR_2 ¢g04618327 2 30669385 LCLAT1 TSS1500 shore 3,117537375  0,286395848 Hypermethylated
DMR_3 ¢g02662362 6 33084814 HLA-DPB2 Body island 2,303992904  0,403766371 Hypermethylated
DMR_3 Q24465429 6 33084825 HLA-DPB2 Body island 2,055375323  0,451393298 Hypermethylated
DMR_3 ¢g13524302 6 33084798 HLA-DPB2 Body island 2,087490492  0,444646159 Hypermethylated
DMR_3 ¢g23075555 6 33084789 HLA-DPB2 Body island 1,526879428  0,582289091 Hypermethylated
DMR_3 ¢g16580391 6 33084479 HLA-DPB2 Body shore 2,160310244  0,430359521 Hypermethylated
DMR_3 ¢g06210070 6 33085063 HLA-DPB2 Body shore 3,091149365  0,288657837 Hypermethylated
DMR_3 ¢g17833071 6 33084770 HLA-DPB2 Body island 1,860488312  0,495405514 Hypermethylated
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DMR_5
DMR_6

cg07460294
€g23640002
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€g18761994
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€Qg26922444
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cg01726103
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€g04329454
€cg19735538
€cg01392313
€g05602975
€cg06289138
cg07873320
cg08301503
€g14359292

e RN o> Ie >IN er R e INe) e R e BNe) e M o) B e) e R e) B> e )R e) B o) RN e ) o) BN o) B e ) RN o) i o) B e ) RN o) BN o) B ) N )]

33084985
33084933
33084840
33084928
33084554
33084608
33084624
24911326
24911555
24911334
24911204
24911313
24911545
24911329
24911615
24911193
24911553
24911111
24911056
24910720
24911414
24911001
33561099
33560953
33561181
33561264
33561186
33561253
33561188
27170892

HLA-DPB2
HLA-DPB2
HLA-DPB2
HLA-DPB2
HLA-DPB2
HLA-DPB2
HLA-DPB2
FAM65B
FAM65B
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FAM65B
FAM65B
FAM65B
FAM65B
Cé6orf227
Cé6orf227
Cé6orf227
Cé6orf227
Cé6orf227
Cé6orf227
Cé6orf227
HOXA4

Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500
TSS200
TSS1500
1stExon
TSS1500
1stExon
1stExon
5'UTR
TSS1500
5'UTR
Body
Body
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500

island
island
island
island
shore
shore
shore
shore
shore
shore
island
shore
shore
shore
shore
island
shore
island
island
island
shore
island
island
island
island
shore
island
shore
island
shore

3,191733684
3,0776181
2,292528498
2,358955326
1,540221887
2,033519719
1,610380556
2,269858501
1,156271952
1,96344618
1,219439403
1,305179666
2,845211591
1,907735174
2,00430042
0,638766966
2,787565593
2,018567132
2,659614235
0,700577902
3,244428622
1,438342677
-3,3275485
-2,177163139
-3,542983758
-3,871097469
-3,029300787
-3,784783836
-4,36580831
1,876824859

0,277745336
0,29067101
0,405729455
0,39345748
0,578564379
0,456422477
0,559064505
0,409953735
0,690240501
0,471988797
0,671633478
0,645892885
0,319931583
0,484124707
0,462392881
0,844733235
0,327744758
0,45964693
0,343587684
0,826841331
0,273283872
0,6064198
0,265076299
0,426938715
0,246037746
0,224087452
0,29595527
0,228896503
0,217129314
0,491206036
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Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
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DMR_6
DMR_6
DMR_6
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DMR_6
DMR_6
DMR_6
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_7
DMR_8
DMR_8
DMR_8
DMR_8
DMR_8

€g11015251
€cg16651126
€g19142026
€Qg24169822
€cgl7457637
€g25952581
€cg04317399
cg03724423
€g22997113
€g08657492
cg07317062
€cgl11410718
cg00254681
€Qg22268510
€g21398794
cg05714552
€cg19227031
€cg13705391
cg08123207
€Qg22849665
cg05764839
€g25845985
€g12320039
cgl1617964
€g15194163
€g11479503
€g13571460
€g04622888
903363289
€g21469772
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27170554
27170552
27170394
27170994
27170717
27170961
27170313
27170755
27170241
27170832
27170388
27170412
32118457
32118420
32118432
32118295
32118315
32118441
32118312
32118375
32118298
32118405
32118204
32118399
32118213
124989052
124989337
124990010
124990165
124989294

HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
HOXA4
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
PRRT1
LHX6
LHX6
LHX6
LHX6
LHX6

TSS200
TSS200
5UTR
TSS1500
TSS1500
TSS1500
1stExon
TSS1500
1stExon
TSS1500
5'UTR
TSS200
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body
TSS200
Body
Body

island
island
island
shore
shore
shore
island
shore
island
shore
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island

1,842496525
1,95639456
2,571650102
2,496156078
2,65713134
2,175337833
2,395618961
2,49660424
2,133312635
1,66641649
2,318223174
2,380769117
2,5266981
2,677612857
2,722682381
2,452379343
2,483067954
2,524738155
2,427561844
2,691293794
2,082552744
2,526882714
2,943779565
2,390273432
3,400163189
0,497184727
0,776125803
0,967558364
1,398938805
0,674115833

0,500074206
0,473509162
0,356917177
0,369611063
0,343899288
0,427252549
0,386623506
0,369498999
0,435791824
0,544748491
0,401152545
0,389177587
0,364688717
0,341368913
0,334987968
0,376903611
0,371973836
0,364998855
0,380879712
0,339143268
0,445602941
0,364675988
0,306887673
0,38761211
0,259384095
0,88516085
0,804779559
0,748012206
0,617961787
0,834545103
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Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
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DMR_8
DMR_8
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DMR_9
DMR_9
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DMR_9
DMR_9
DMR_9
DMR_9
DMR_9
DMR_9
DMR_9
DMR_9

DMR_10

DMR_10

DMR_10

DMR_10

DMR_10

DMR_10

DMR_10

DMR_11

DMR_11

DMR_11

DMR_11

DMR_11

cg00142257
cg05037505
€g21213617
€cg15124400
€cg05136264
cgl13862711
€g11608150
€cg06536614
€g26896946
€g25340688
cg08745965
cg06478886
cg04515200
€g18797653
€g13581155
€g04481923
€cg18678645
cg07158503
€cg04221606
€cg15892964
€g16198990
cg06019170
€g18245460
cg03446012
€g25855249
€g25551243
cg07464716
€g02918872
€cg05349515
€g24986915
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124990276
124989550
124989241
124989839
124989408
124989915
135415948
135416381
135416405
135416398
135416529
135416029
135415762
135416613
135415781
135416205
135416331
135415693
151646552
151646540
151647133
151646957
151646651
151646601
151646817
157079440
157079520
157079463
157079506
157079825

LHX6
LHX6
LHX6
LHX6
LHX6
LHX6

MIR886
MIR886
MIR886
MIR886

MIR886

MIR886
MIR886

AKAP12
AKAP12
AKAP12
AKAP12
AKAP12
AKAP12
AKAP12
SOX30
SOX30
SOX30
SOX30
SOX30

Body
Body
Body
1stExon
Body
Body
IGR
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500
IGR
IGR
TSS1500
IGR
Body
TSS200
IGR
TSS200
TSS200
Body
5'UTR
TSS200
TSS200
5'UTR
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500

island
island
island
island
island
island
shore
island
island
island
shore
shore
shore
shore
shore
island
island
shore
shore
shore
shore
island
shore
shore
island
island
island
island
island
shore

1,27930724
1,410756507
0,695306216
0,776643254
0,847312157
0,681940634
-0,673883709
-0,586886189
-0,602851925
-0,601221257
-0,355928402
-0,734960172
-0,607515919
-0,701698517
-0,277749673
-0,513436688
-0,455515376
-0,673753374
-2,072936235
-2,785182508
-1,739775989
-1,533565409
-1,585685745
-1,925170184
-2,225134386
-1,608610555
-1,695744501
-1,652488748
-2,510357357
-0,959060627

0,653618511
0,614569169
0,828339685
0,80463153
0,78388838
0,832324721
0,834609215
0,859536292
0,85496757
0,855470215
0,922394212
0,816473776
0,85362318
0,826515845
0,941278643
0,880512356
0,896153531
0,834656311
0,447731413
0,327933003
0,525182028
0,580304034
0,565939848
0,480012208
0,417986134
0,5594898
0,536783371
0,548415488
0,367212822
0,75062884
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Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
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Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
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157079404
157079468
157079668
31148383
31148370
31148474
31148409
31148463
31148404
31148666
31148657
31148516
31148524
31148332
31148552
7253720
7253585
7253521
7253340
7253539
7253489
7253308
102898545
102898729
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102898733
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102898648
102898585
102898463

SOX30
SOX30
SOX30

KCTD11
ACAP1
ACAP1
ACAP1
ACAP1
ACAP1
ACAP1

NUDT12

NUDT12

NUDT12

NUDT12

NUDT12

NUDT12

NUDT12

NUDT12

1stExon
TSS200
TSS1500
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
TSS1500
Body
Body
Body
ExonBnd
Body
Body
TSS200
TSS1500
5'UTR
TSS1500
5'UTR
TSS200
TSS200
5UTR

island
island
shore
island
island
island
island
island
island
shore
shore
island
island
shore
island
island
island
island
island
island
island
island
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea

-0,544042855
-2,300563261
-2,661262115
-1,969724503
-1,656850568
-2,227857432
-2,065667042
-2,626903044
-2,433535886
-1,973814223
-1,580626721
-2,113418264
-1,548203268
-2,054364808
-1,713985993
4,003162994
4,242491042
3,826946471
2,391783178
4,221339179
4,15177524
4,005331077
1,436608962
1,754322269
1,852786633
1,323168155
1,625454828
1,472872807
0,915577345
1,582256427

0,871912538
0,404278558
0,34344943
0,470255036
0,54731273
0,41744487
0,449265432
0,347942554
0,380079541
0,469183387
0,567257347
0,439504017
0,576396066
0,451653792
0,531931861
0,220465149
0,218039255
0,225933405
0,387280544
0,218706658
0,219584346
0,220465149
0,60688485
0,521720858
0,497302753
0,640198296
0,555575664
0,597184306
0,763734727
0,566964107
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Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated



Supplemental Table S2b. (continued).

DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_15
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_16
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_17
DMR_18
DMR_18
DMR_18
DMR_18

€Qg27264388
€g25308662
€g18936757
€cg03682112
€g05212510
€Qg21467717
€g23825213
€g12577633
cg09998133
€g16767506
€g13264840
€cgl17230773
€g21785034
€Qg22799656
€cg13378656
€g10576238
cg02745912
909132607
cg02111748
cgl7110364
€g20563666
cg09325404
€g13324389
€Q14454477
cg08726338
€g18817560
€g22618164
€g11867697
€Qg21171335
€g13699009

18
18
18
18
18
18
18

NN NNNNSNSNNSNSNE

e e ol
NN NN

77623570
77623483
77623282
77623598
77623544
77623409
77623475
77623199

142494595

142494244

142494213

142494148

142494439

142494564

142494492

142494399

142494204
43903582
43903650
43903227
43903842
43903470
43903807
43903900
43904011
43903689

122356400

122356394

122356390

122356056

KCNG2
KCNG2
KCNG2
KCNG2
KCNG2
KCNG2
KCNG2
KCNG2

PLEKHH2
PLEKHH2
PLEKHH2
PLEKHH2
PLEKHH2
C1GALT1CI1L
PLEKHH2
PLEKHH2
Cl1GALT1CI1L
WDRG66
WDRG66
WDR66
WDRG66

TSS200
TSS200
TSS1500
TSS200
TSS200
TSS1500
TSS200
TSS1500
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
Body
Body
Body
Body
Body
TSS1500
Body
Body
TSS1500
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500

island
island
island
island
island
island
island
shore
island
shore
shore
shore
shore
island
shore
shore
shore
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
island
island
island
shore

-2,707389698
-2,126418161
-1,940989588
-1,810938674
-2,384592468
-1,52436798

-2,91721929

-1,781588873
0,171766862
2,810111952
2,752652601
3,195984446
3,314564225
1,775901461
3,334346725
3,186106912
3,531835545
-2,485612383
-1,701472187
-4,423716523
-5,519342004
-5,502608628
-6,164586696
-2,339704189
-4,531495399
-4,351175825
0,479791053
0,358396882
0,678228084
1,616204957

0,337509477
0,43702389
0,476831106
0,507672045
0,388727146
0,582963483
0,310710724
0,515112121
0,965371852
0,324060817
0,33189464
0,277482124
0,266506428
0,516494018
0,264326242
0,278812009
0,246610166
0,371606204
0,535209755
0,217129314
0,209846072
0,209846072
0,192590805
0,39673685
0,209890963
0,217129314
0,889666531
0,921730234
0,833318805
0,55794219
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Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated



Supplemental Table S2b. (continued).

DMR_18
DMR_18
DMR_18
DMR_18
DMR_18
DMR_18
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_19
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_20
DMR_21
DMR_21
DMR_21
DMR_21
DMR_21
DMR_21

€g23821619
€cgl12705353
€g22168489
€g21016266
cg01765077
€cg10207240
€cg06916001
€g00928596
€cg02533339
cg00160388
Q16484042
€g22550658
€Qg22388260
€cg02886263
cg08979191
906941635
cgl3334727
901444808
€cg19518672
€cg27309611
€g25212993
€g23077575
€g24951781
€cg10366452
€g24718465
€g11410682
€g18709349
€g04255201
€Qg23716779
€g25806524

12
12
12
12
12
12
16
16
16
16
16
16
16

oo oo oaao g

ol el ol el ol e
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122356039
122356852
122356033
122356598
122356316
122356781
14403004
14403022
14403040
14403425
14403405
14402939
14403138
14403144
132113734
132113776
132113601
132113860
132113620
132113725
132113755
132113608
132114055
132113671
46999118
46999224
46999274
46999307
46998790
46998786

WDRG66
WDR66
WDRG66
WDR66
WDRG66
WDR66
MIR365-1
MIR365-1
MIR365-1

MIR365A
MIR365-1
MIR365-1
SEPT8
SEPT8
SEPT8
SEPT8
SEPT8
SEPTS8
SEPT8
SEPT8
SEPTS8
SEPT8
PNMAL2
PNMAL2
PNMAL2
PNMAL2
PNMAL2
PNMAL2

TSS1500
5'UTR
TSS1500
1stExon
TSS200
5'UTR
TSS200
TSS200
TSS200
IGR
IGR
TSS1500
TSS200
Body
TSS200
TSS1500
TSS200
TSS1500
TSS200
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500
TSS1500
1stExon
TSS200
TSS200
TSS200
1stExon
1stExon

shore
island
shore
island
island
island
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
opensea
shore
shore
island
shore
island
shore
shore
island
shore
shore
island
island
island
shore
shore
shore

1,469950819
-0,907142093
0,505926417
0,026432723
-0,460460722
-0,092797997
1,441074823
1,250135156
2,089474274
1,364498531
0,51539455
1,367861616
1,197557596
1,740560553
2,560741113
2,210977262
3,403970878
1,947156321
2,707973631
2,884863402
2,455052459
2,423753188
1,522117484
2,599851246
2,083008585
2,212891557
2,801867008
2,60666054
2,362638383
1,6692657

0,597870564
0,766354348
0,882692089
0,995048254
0,894903714
0,982181248
0,605598758
0,662027664
0,444276749
0,627787214
0,87994157
0,626815756
0,678412834
0,525068752
0,358870091
0,420385897
0,258995734
0,475179211
0,337401921
0,314229773
0,376529259
0,381514796
0,583522497
0,352140817
0,445487571
0,420064425
0,32550359
0,351052215
0,392961895
0,544196426
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Hypermethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated



Supplemental Table S2b. (continued).

DMR_21
DMR_21
DMR_21
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_22
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_23
DMR_24
DMR_24
DMR_24
DMR_24
DMR_24
DMR_24
DMR_24

€g03969996
€cg04689048
€g16617301
€Qg24838063
€g11931211
€cg18319102
€g24229701
€g19424457
€g23887609
€g26677194
cg13861644
€g27630820
cg07455790
€g25417675
cg08624648
€g18576957
Q22318514
€g18264486
€g02389040
€cg04386400
€g20435535
cg02304584
€cg01297670
cg04018738
€g24771152
€g17619755
€cg04368724
€g11620328
€cg08899667
€g02597894

19
19
19
12
12
12
12
12
12
12
12

=
N
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46999055
46999289
46999109
130822603
130822361
130822256
130821962
130822308
130822674
130822605
130822286
130822294
31650735
31651059
31651029
31651020
31650850
31650916
31650786
31651158
31651151
31650790
31651070
31760616
31760608
31760629
31760593
31760521
31761055
31760796

PNMAL2

PNMAL2

PNMAL2
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1
PIWIL1

VARS
VARS
VARS
VARS
VARS
VARS
VARS

1stExon
TSS200
1stExon
TSS200
TSS200
TSS200
TSS1500
TSS200
1stExon
TSS200
TSS1500
TSS200
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
IGR
Body
Body
Body
Body
Body
Body
Body

island
island
island
island
island
shore
shore
shore
island
island
shore
shore
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
island
shelf
shelf
shelf
shelf
shelf
shelf
shelf

2,64638778
2,478632232
2,553430172
-1,503218247
-1,400686032
-2,77018433
-1,547959153
-1,168992311
-1,169035143
-1,353602683
-1,717617446
-1,035739992
1,399676552
1,882553416
1,173637753
0,342767182
1,252278688
1,726119925
1,216347051
1,833762994
1,455062297
1,573955728
2,266766781

3,22422069
2,122755586
4,265769234
2,440336981
0,812949364
3,498136304
2,938047449

0,34564688
0,372954396
0,360098337
0,588838488
0,617412519

0,32971659
0,576477964
0,686715627
0,686709578
0,631161339
0,531071505

0,72752568
0,617709797

0,48977772

0,68528191
0,925580434
0,661378618
0,528902304
0,672627006
0,502380224
0,601765602
0,569049991
0,410490955
0,275515344
0,437594476
0,218039255
0,379013639
0,794187135
0,248970582
0,307596288
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Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypomethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated



Supplemental Table S2b. (continued).

DMR_24
DMR_25
DMR_25
DMR_25
DMR_25
DMR_25
DMR_25
DMR_25
DMR_25

€g02980249
cg06758350
€g00994804
cgl12477880
€g02869559
€g12083928
€g14937633
€cg09889857
€g20418711

6
21
21
21
21
21
21
21
21

31760762
36259460
36259383
36259241
36259067
36259623
36259397
36259618
36259179

VARS
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1
RUNX1

Body
5'UTR
1stExon
1stExon
Body
1stExon
1stExon
1stExon
1stExon

shelf
island
island
island
island
shore
island
shore
island

3,467979773
1,506544396
1,761573492
1,54408364
0,783654214
1,174358666
1,758046677
1,043119847
1,880518182

0,252648221
0,587945346
0,519710049
0,577477099
0,80269001
0,6851143
0,520661529
0,724854149
0,490092961
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Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated
Hypermethylated




