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RESUMO

"ASSINATURA PARA A DIAGNOSE DA INSTABILIDADE GENETICA E DA

AGRESSIVIDADE DO CANCRO DE MAMA"

A presente invencdo se refere a um método para
diagnosticar a agressividade e/ou a instabilidade genética
de um cancro de mama em um paciente a partir de uma amostra
de cancro de mama do referido paciente, compreendendo: a)
medir in vitro o nivel de expressdo do gene POLQ e o nivel
de expressdo de um gene de controlo na referida amostra de
cancro de mama do paciente; b) calcular para o referido
gene POLQ uma relacdo do nivel de expressdo do nivel de
expressdo de POLQ para a expressdo do referido gene de
controlo na referida amostra de cancro de mama do paciente;
c) comparar a referida relacdo do nivel de expressdo da
POLQ a um valor limiar correspondente, e d) diagnosticar um
cancro de mama agressividade e instabilidade genética se a
referida relacdo do nivel de expressdo da POLQ é superior a
um dos valores limiares correspondentes. 0Os microarranjos
dedicados e os kits sdo também descritos, assim como um

método de selecdo de um tratamento adequado.
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DESCRICAO

"ASSINATURA PARA A DIAGNOSE DA INSTABILIDADE GENETICA E DA

AGRESSIVIDADE DO CANCRO DE MAMA"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo estd no campo do controlo de
cancro de mama, incluindo a diagnose da agressividade e da
instabilidade genética do referido <cancro de mama, e
selecdo de um tratamento apropriado. A invencdo & com base
na constatacdo de que a super-expressdo de POLQ estéa
altamente relacionada a agressividade de um tumor de mama,
e deste modo a sobrevivéncia do paciente. A mesma super-
expressdo estd também correlacionada a instabilidade
genética, dque pode entdo ser empregada para matar as
células tumorais. A radioterapia, por exemplo, € mais
eficaz no DNA que j& estd danificado. Da mesma maneira, oS
inibidores do reparo de DNA pode impedir reparacdo de
quebras de DNA, deste modo, levando a morte da célula do

tumor.

TECNICA ANTECEDENTE

O cancro de mama ¢é a malignidade mais comum entre
mulheres e tem uma das maiores taxas de mortalidade de

todos os cancros afetando fémeas. A maioria dos cancros de
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mama aparece como uma massa de crescimento lento, indolor.
Existe um numero de sinais fisicos que podem sugerir a
presenca de cancro de mama, € estes podem ser descoberto
através de um exame de mama. O cancro de mama metastatiza
por meio da extensdo direta, e através da circulacéo

sanguinea, e dos linféaticos.

Existe um nUmero de métodos empregados atualmente
para tratar e} cancro de mama, incluindo cirurgia,
radioterapia, terapia hormonal, e guimioterapia. A terapia
de cancro bem sucedida é direcionada ao tumor primdrio e a
quaisquer metastases, quer clinicamente evidente ou
microscdpica. Porgue os tumors de mama podem ser curados
com a modalidade da terapia combinada, cada um dos métodos
acima pode ser empregado sozinho, ou em conjunto com uma ou

mais outras terapias.

A selecdo de um tratamento adequado é crucial para
o paciente. E essencial saber quando usar imediatamente um
protocolo de tratamento pesado e agressivo a fim de evitar
a extensdo de um cancro de mama agressivo. De outra forma,
a sobrevivéncia do paciente pode ser altamente
comprometida: se bem que muitas técnicas para a deteccéo,
diagnéstico, e tratamento de cancro de mama existem, a
doenga permanece a maioria dos cancros mais comuns em
mulheres, e uma maioria letal (Jemal e outros, Cancer
Statistics 59: 225-249, 2009). Em comparacdo, realizando um
tratamento pesado e agressivo quando nédo é necessario tumor

transportado pelo paciente é também desvantajoso para o
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paciente. Na verdade, os tratamentos pesados e agressivos
sempre levam a toxicidades adversas que podem afetar
significativamente a qualidade de vida do paciente. Além
disso, tais tratamentos pesados e agressivos sdo geralmente
muito dispendiosos, e devem ser, deste modo, realizados

apenas quando é necessario.

Atualmente, a selecdo do tratamento €& baseada no
estadiamento do tumor, gque normalmente é realizado através
do teste Tumor/ Nédulo/ Metédstase (TNM) de American Joint
Committee on Cancer (AJCC). O sistema TNM designa um numero
baseado em trés categorias. "T" indica o tamanho do tumor,
"N" o grau de envolvimento dos linfonodos, e "M" o grau de
metadstase. A mais ampla fase de um cancro ¢ geralmente
citada como um nutmero I, II, III, IV derivado do valor TNM
agrupado por progndéstico; um numero mais elevado indica um

cancro mais avancado e provavelmente um pior resultado:

- Etapa 0 descreve o cancro de mama ndo invasivo.
Ndo se espalhou dentro da mama da mama ou para outras

partes do corpo.

- Etapa I ¢é uma fase precoce do cancro de mama
invasivo em que o tumor mede ndo mais do que 2 centimetros
(cm) de didmetro de nenhum dos linfonodos est&do envolvidos.

Nesta etapa, o cancro nao se espalhou para fora da mama.

- Etapa II, subdividida em IIA e IIB, descreve oS
cancros de mama invasivos em que uma das seguintes é

verdadeira:
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- O tumor mede menos do que 2 cm, mas se espalhou

para os linfonodos sob o braco

- Nenhum tumor € encontrado na mama, mas O Cancro

é encontrado nos linfonodos auxiliares

- O tumor estd entre 2 cm e 5 cm (de cerca de 1 a
2 polegadas) e pode ter se espalhado para os linfonodos sob

o braco

- O tumor é maior do que 5 cm, mas ndo se espalhou

para quaisquer dos linfonodos

- Etapa III dos cancros de mana é subdividida em
trés categorias - IIIA, IIIB e IIIC e com base em um numero
de diferentes critérios. Por definicdo, a etapa III dos

cancros ndo se espalhou (metdstase) para locais distantes

- Uma etapa IIIA do tumor, por exemplo, é maior do
que 5 cm e se espalhou para de um a trés dos linfonodos sob
0 braco. Uma etapa IITIA os tumores podem ser de qualquer
tamanho e se espalhado para multiplos linfonodos. Os
linfonodos formam grumos juntos e se ligam a um outro ou ao

tecido circundante

- Na etapa IIIB do cancro de mama, um tumor de
qualquer tamanho se espalhou para tecidos perto da mama -

da pele e dos musculos do peito - e pode ter se espalhado
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para os linfonodos dentro da mama ou sob o braco. A etapa
ITIB também inclul cancro de mama inflamatdério, um incomum,

mas tipo agressivo de cancro de mama.

- Etapa IIIC do cancro ¢ um tumor de qualquer

tamanho que se espalhou:

- Para 10 ou mais linfonodos sob o braco
- Para os linfonodos acima ou abaixo da clavicula

e perto do pescogo

- Para os linfonodos dentro da mama em si e para

os linfonodos sob o braco

- Etapa IV do cancro de mama se espalhou para
outras partes distantes do corpo, tais como, pulmdes,

figado, ossos ou cérebro.

Ao mesmo tempo que este sistema de teste e de
estadiamento fornece algumas informacdes valiosas sobre a
etapa em que o cancro de mama foi diagnosticado no
paciente, falha ao identificar as etapas iniciais da
progressdo tumoral Tem sido mostrado que a instabilidade
genética ¢é um dos primeiros eventos de tumorigénese
(Bartkova e outros, Nature, 434: 864-870, 2005; Gorgoulis e
outros, Nature, 434: 907-913, 2005). No entanto, este nédo
pode ser detectado com o teste de TNM, mas apenas por
ensaios que sdo dificeis para usar em uma base de rotina na

clinica. Além disso, o teste de TNM ndo ndo d& informacéo
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sobre a agressividade do tumor e sua utilidade para o
prognéstico é deste modo limitado. Na verdade, a fim de
fazer um prognéstico fiavel, ¢é importante ser capaz de
distinguir nas primeiras fases entre os tumores agressivos
e ndo agressivos. Ao mesmo tempo em que € claro que o0s
pacientes em etapa IV tém um progndéstico ruim, o fato & que
o cancro de mama ¢ diagnosticado em uma fase inicial né&o
exclui a possibilidade de gue tumor, embora, em fase
inicial, possa ainda se desonvolver muito rapidamente. Em
comparacdo, quando os linfonodos sdo invadidos por células
tumorais, o teste de TNM d& um mau progndstico e o paciente
¢ geralmente submetido a cirurgia pesada seguida por
quimioterapia intensiva. No entanto, se alguns destes
pacientes estdo realmente sofrendo de um cancro de mama né&o
agressivo, a qguimioterapia, que ¢ um tratamento agressivo
emutagénico, pode ser evitada sem diminuir o progndéstico de

sobrevivéncia do paciente.

Existe deste modo uma necessidade real de melhores
testes do progndéstico de cancro de mama, ndo sb para
melhorar a sobrevivéncia global do paciente, mas também
para melhorar a sua qualidade de vida e para manter as
quimioterapias agressivas e dispendiosas para 08 pacientes
que realmente vdo se beneficiar dela. A descoberta de novos
testes progndésticos e confidveis &, deste modo, um campo de

pequisa mais ativo.

Na proliferacdo de células normais, a replicacéo

do DNA ¢é realizada por 3 polimerases de DNA conhecidos como
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polimerases replicantes (POLA, POLD e POLE). No entanto, 10
outras polimerases de DNA foram identificados em células
humanas, que sdo conhecidas como polimerases especializadas
e cujas funcdes sdo ainda em grande parte desconhecidas.
Estas polimerases especializadas parecem ter sido mantida
através da evolucdo ©por causa de sua capacidade de
processar sua capacidade de processar apesar da lesdo de
DNA. Também aparece que estas polimerases sdo muito

mutagénicas e que sua atividade é rigorosamente controlada.

POLQ (também conhecido como POL teta ou POLO) é
uma destas polimerases especializadas de DNA, e contém um
dominio de helicase na sua porcdo de terminal de N e um
dominio polimerase em seu terminal de C. Se bem que a
funcdo desta polimerase particular especializada de DNA é
ainda em grande parte desconhecida, se aparece estar
envolvida na manutencdo da estabilidade do genoma e no
reparo de DNA (Seki e outros, EMBO J, 23: 4484-4494, 2004;
Masuda e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 102: 13986-
13991, 2005, Yoshimura e outros, Mol Cell, 24 : 115-125,

2000) .

Kawamura e outros (Kawamura e outros, Int J
Cancer, 109: 9-16, 2004) compararam o nivel de expressdo de
POLQO nos diversos tecidos ndo tumorais, incluindo na
glédndula mamaria, e no pulmdo (27 pacientes), no cdlon (26
pacientes) e no tecido do estbmago com cancro (28
pacientes). Foi descoberto que POLQ é apenas dificilmente

detectavel no tecido com ndo tumor, mas dque ¢é sobre-
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expressa em uma proporc¢do significativa de estdmago, pulmio
e tecidos do cancro. 0Os autores indicam também que a sobre-
expressdo de POLQ no tecido tumoral, estd correlacionada
com o progndstico sobre sobrevivéncia. No entanto, eles néo
testar para o nivel de expressdo POLQ tanto em mama linhas

de células tumorais ou de tumores de mama.

Os inventores analisaram a variacdo da expressédo
do gene em POLQ tumorais em relacdo adjacente a tecidos
mamadrios normais e em comparacdo destes dados com a
progressdo da doenca e caracteristicas c¢linicas. Eles
mostraram que POL Q foi significativamente superexpresso em
tecidos de tumor de mama. Além disso, eles demonstraram que
POLQ expressdo desregulada contribuiu activamente para a
progressdo do tumor. Na verdade, a superexpressdo POLQ leva

a instabilidade genética e quebras nomeadamente de DNA.

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo deste modo fornece um método
para diagnosticar a agressividade de um cancro de mama em
um paciente. De acordo com o método da invencdo, o0s niveis
de expressdo elevados do gene POLQ indicam agressividade do

referido cancro da mama.

Por esse motivo, a presente invencdo fornece um
método para diagnosticar a agressividade de um cancro de
mama em um paciente a partir de uma amostra de cancro de

mama do referido paciente, compreendendo:
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a) medir in vitro o nivel de expressdo do gene
POLQ e o nivel de expressdo de um gene de controlo na

referida amostra de cancro de mama do paciente,

b) calcular para o referido gene POLQ uma relacgédo
do nivel de expressdo do nivel de expressido de POLQ para a
expressdo do referido gene de controlo na referida amostra

de cancro de mama do paciente,

c) comparar a referida relacdo de POLQ do nivel de

expressdo a um valor limiar correspondente, e

d) diagnosticar um cancro de mama agressividade se
a referida relacdo de POLQ do nivel de expressido é superior

a seu valor limiar correspondente.

Em particular, numa concretizacdo, o método da
invencdo pode ser utilizado para prognose a sobrevivéncia
de um paciente com um elevado numero de linfonodos
metastidticos. Nesta forma de realizacdo, um elevado nivel
de expressdo POLQ em um paciente com um elevado numero de
linfonodos metastédticos indica agressividade do tumor, e
resulta em progndéstico pobre sobrevivéncia, enguanto dque
baixo nivel de expressdo POLQ em um paciente com um elevado
nimero de invadido linfa nodos estd associado a um
diagnéstico muito melhor. Um numero baixo de linfonodos
metastidticos pode ser definido, por exemplo, como uma

contagem invadido nédulo linfatico igual a 1 ou menos,
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enquanto um grande numero de linfonodos metastaticos pode
ser definido como uma contagem invadido ndédulo linfético

igual a 2 ou mais.

Em outra modalidade, o método da invencdo pode ser
utilizado para prognose a sobrevivéncia de um paciente que
tem um tumor expressando um p53 ~ DNAc (a sequéncia néo
contém quaisquer mutacdes por referéncia a sequéncia NC
000.017-9 do GenBank). Nesta forma de realizacdo, um
elevado nivel de expressdo POLQ em um paciente com um tumor

A

expressando um p53 DNAc indica agressividade do tumor, e
resulta em progndéstico pobre sobrevivéncia, engquanto dgue
baixo nivel de expressdo POLQ em um paciente com um tumor

A

expressando um p53 DNAC estéd associado a um diagndstico
muito melhor. Com efeito, os inventores demonstraram que um
baixo nivel de expressdo POLQ em um paciente com um tumor
expressando um p53 ~ DNAc estd associado com uma

probabilidade de sobrevivéncia de 98%.

Em outro aspecto, o método da invencdo permite a
deteccdo de células cancerigenas visualizar instabilidade
genética. Expressdo desregulada de POLQ leva a danos no DNA
e aumento da instabilidade cromossdmica, desencadeando a
ativacdo constitutiva do checkpoint danos yH2AX-ATL-CHK2

DNA.

Por esse motivo, a presente invencdo fornece um
método para diagnosticar a instabilidade genética em um
cancro de mama em um paciente a partir de uma amostra de

cancro de mama do referido paciente, compreendendo:
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a) medir in vitro o nivel de expressdo do gene
POLQ e o nivel de expressdo de um gene de controlo na

referida amostra de cancro de mama do paciente,

b) calcular para o referido gene POLQ uma relacgédo
do nivel de expressdo do nivel de expressido de POLQ para a
expressdo do referido gene de controlo na referida amostra

de cancro de mama do paciente,

c) comparar a referida relacdo de POLQ do nivel de

expressdo a um valor limiar correspondente, e

d) diagnosticar uma instabilidade genética do
cancro de mama se a referida relacdo de POLQO do nivel de

expressdo é superior a seu valor limiar correspondente.

Entende-se que ambos o0s métodos podem ser combi-
nados. Por conseguinte, num aspecto adicional, a invencéo
refere-se a um método para diagnosticar a agressividade de
um cancro da mama num paciente e para a deteccdo de células
cancerigenas visualizar instabilidade genética. O método da
invencdo, portanto, apresenta a vantagem de permitir a
deteccédo de um evento genético associado com um progndstico

de sobrevivéncia mau e instabilidade genética.

Tal como aqui utilizado, o termo "POLQ" refere-se
ao gene humano que codifica a DNA polimerase de teta

(Entrez numero de identificacdo Gene: 10.721; referéncia
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sequéncia de mRNA: NMJ99420.3; referéncia sequéncia de
proteina: NP 955452.3). Além disso, a 1nvencdo abrange
todas as isoformas do gene POLQ disse. Isoforma, tal como
aqui utilizado, refere-se a todas as formas diferentes do
gene POLQ e pode ser produzido por mutacgdes, ou podem
surgir a partir do mesmo gene por splicing alternativo. Um
grande nUmero de isoformas é causado por um polimorfismo ou
SNPs, pequenas diferencas genéticas entre alelos do mesmo
gene. Estes ocorrer em especificas individuais posicdes de
nucledétidos dentro de um gene. Também incluidos dentro
desta definicdo é a situacdo em que diferentes versdes de
RNA mensageiro sdo <criadas a partir do mesmo gene,
empregando diferentes promotores, o que provoca a transcri-
cdo para saltar exdes determinados. Assim, compreende-se
que o0s métodos da invengdo ndo estdo restritos a POLQ per
se, mas também englobam isoformas POLQ um ou varios. De
acordo com os métodos da invencdo, o nivel da expressdo do
gene POLQ e/ou um ou varios dos seus isoformas sdo medidos,

e as razdes de expressdo sado calculadas.

De acordo com a presente invencdo, "agressividade"
de um cancro da mama, pretende significar a propensado do
referido cancro da mama para invadir a parede intestinal,
linfonodos e para gerar metédstases e a rapidez com que as
ditas invasbes podem aparecer. Agressividade do cancro da
mama €&, obviamente, correlacionada com a sobrevivéncia, e€o
método acima pode ser usado para a sobrevivéncia prognose
do paciente, caso em que o diagndstico dos resultados de

agressividade em um progndéstico de sobrevivéncia mau e
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diagnéstico da auséncia de resultados de agressividade em

um progndstico de sobrevivéncia boa.

Tal como aqui utilizado, "instabilidade genética"
de um cancro da mama, pretende significar a propensido de
células tumorais das ditas cancro da mama a sofrer de danos
no DNA. Instabilidade genética é a principal caracteristica
do cancro de mama em que o dano ao DNA é mais frequentes.
Por "danos no DNA" significa lesdo ao DNA que afecta a
funcdo normal do DNA, fazendo <com que a modificacédo
covalente do DNA ou fazendo com que ele se desvie da sua
conformacdo helicoidal dupla normal. Danos no DNA incluem
distorgdes estruturais que interferem com a replicacédo e
transcricéo, bem como mutacdes pontuais que podem
interromper pares de bases e pode alterar a sequéncia de
DNA. Em geral, quando uma célula incorre danos no DNA, o
ciclocelular ¢é preso em um de trés pontos de controlo
(G1/S, intra-S ou G2/M). A paragem do ciclocelular pode
conduzir a activacdo de processos de reparacdo de DNA (no
caso de danos no DNA relativamente menor), ou resultar na

inducdo de apoptose (no caso de danos no DNA catastréfica).

Danos no DNA podem ser causados espontaneamente
por processos enddgenos, tais como a oxidacdo de bases e de
geracdo de interrupc¢des cadeia de DNA por oxigénio reactivo
e o0s radicais livres produzidos a partir de metabolismo
normal, a metilacdo de bases, depurinacdo, depyrimidination
desfasamento de bases por polimerases de DNA durante a

replicacdo do DNA, etc. Danos no DNA também pode ser
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causada por insultos ambientais tais como a radiacdo (por
exemplo, a radiacdo wultravioleta, raios-x, raios gama,
radiacdo ionizante), toxinas naturais (por exemplo, as
toxinas de plantas), toxinas sintéticas, farmacos (por
exemplo, cancro da guimioterapia, radiacdo terapia),
agentes alquilantes, etc danos no DNA pode levar a ou
resultar de uma variedade de desordens, incluindo doencas
genéticas hereditédrias e disturbios, como resultado da

exposicdo a insultos ambientais.

Os métodos acima sdo realizados usando uma amostra
de cancro da mama do paciente a ser testado. Em alguns
casos, o0s métodos de acordo com a invengdo podem ainda
compreender um passo preliminar de recolha de uma amostra
do cancro da mama a partir do paciente. Por uma "amostra de
cancro de mama", ¢ referido a uma amostra de tecido do
tumor de mama. Mesmo num paciente canceroso, o tecido da
mama ainda compreende tecido de tumor ndo saudavel. A
"amostra cancro da mama" deve, portanto, ser limitada ao
tecido mamdrio tumor retirado do paciente. Disse "amostra
de cancro de mama" pode ser uma amostra de bidpsia ou uma
amostra retirada de uma terapia cirlrgica da mama

resseccao.

Além disso, os métodos de acordo com a invencédo
pode compreender mais um passo preliminar, entre a tomada
da amostra do paciente e as etapas de a) como definido
acima, correspondente a transformacdo da amostra cancro da

mama (e opcionalmente da amostra saudavel tecido mamario )
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num mRNA (ou a amostra de cDNA) correspondente ou em uma
amostra de proteina, que é entdo pronto a ser usado para

medicdo in vitro dos niveis de expressdo de genes no passo

a). Preparacdo ou extraccdo de RNAm (bem como
retrotranscription em cDNA) ou proteinas a partir de uma
amostra de tecido ¢ apenas procedimento de rotina bem

conhecidas dos peritos na arte.

Uma vez que um pronto-a-usar mRNA do cancro da
mama (ou cDNA correspondente) ou amostra de proteina esté
disponivel, a medida dos niveis de expressdo POLQ de genes
pode ser realizada, dependendo do tipo de transformacdo ea
amostra pronto-a-usar disponivel, quer no o RNAm (ie com
base no teor de mRNA da amostra) ou ao nivel da proteina
(ou seja, com base no teor de proteina da amostra). Em
algumas concretizacdes, o0s niveis de expressdo de alguns
dos genes pode ser medida no nivel de RNAm, enquanto que oS
niveis de expressido de outros genes sdo medidos ao nivel da
proteina. Neste caso, parte da amostra do cancro da mama
retirado do paciente, foi transformado em um RNAm (ou cDNA
correspondente) da amostra e uma outra parte foi transfor-
mada em uma amostra de proteina. Noutras concretizacgdes, o0s
niveis de expressdo de todos o0s genes testados sdo medidos

tanto no RNAm ou ao nivel da proteina.

Quando os niveis de expressdo sdo medidos ao nivel
do mRNA, pode ser realizada nomeadamente usando tecnologias

bem conhecidas, tais como PCR quantitativo ou tecnologias
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de &cidos nucleicos microarranjo (incluindo microarranjos
de cDNA e oligonucledétido). Estas tecnologias sdo agora
utilizadas rotineiramente por agqueles peritos na arte e,
portanto, ndo precisa ser detalhados agui. Exemplos de
formas de realizacdo usando PCR quantitativo s&do descritos
na seccdo experimental. Alternativamente, qualgquer tecno-
logia conhecida ou futuro permitindo para avaliar os niveis
de expressdo de genes com base no contetdo de mRNA pode ser
usado. Por exemplo, microarranjos tecido acoplado a
hibridizacdo in situ fluorescente pode ser usado. Tissue
microarranjos (também conhecido como TMAs) consistem em
blocos de parafina em que até 1000 ntUcleos de tecidos
separados s&do montadas em forma de matriz para permitir a
andlise histoldgica multiplex. Na técnica de microarranjo
tecido, uma agulha oca é usada para remover fragmentos de
tecido tdo pequeno como 0,6 mm de didmetro a partir de
regides de interesse em tecidos embebidos em parafina, como
bidpsias clinicas ou amostras de tumor. Estes nlUcleos de
tecido sdo entdo inseridos num bloco de parafina receptor
num padrdo matriz precisamente espacados, . Seccdes a partir
deste bloco sdo cortadas com um micrdédtomo, montado sobre
uma lamina de microscdépio e, em seguida, analisado por
qualguer método de anédlise histoldgica padrdo. Cada bloco
de microarranjo pode ser cortado em seccgdes 100 - 500, que
podem ser submetidos a testes independentes. Testes
vulgarmente empregues em microarranjo tecido incluem imuno-
histoquimica, e hibridizacdo in situ fluorescente. Para a
andlise ao nivel de RNAm, a tecnologia de tecido microar-

ranjo pode ser acoplado a hibridizacdo in situ fluores-
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cente.

Quando os niveis de expressdo sdo medidos ao nivel
da proteina, pode ser realizada nomeadamente utilizando
anticorpos especificos, em particular utilizando tecnolo-
gias bem conhecidas, tais como Western blot, ELISA ou
ELISPOT, microarranjos anticorpos, ou microarranjos tecido

acoplados a imuno-histoquimica.

A comparacdo dos niveis de expressdo dos genes
medidos na referida amostra do paciente de cancro da mama é
feita calculando um réacio nivel de expressdo do nivel de
expressdo do gene POLQ para o nivel de expressido de um gene
de controlo na referida amostra do paciente cancro da mama,
e por comparacdo o racio nivel obtido expressdo para um
valor de limiar correspondente. 0O referido gene de
controlo, de acordo com a presente invencdo, € um gene Jque
é expresso em todos os tipos de células. Mais
especificamente, 0 gene de controlo de acordo com a
invencdo é um gene que & expresso em todas as células que
constituem o peito. Em outro aspecto, o nivel de expresséo
do gene de controlo ndo é afectada pelo estado da célula,
isto &, o gene é expresso de controlo para o mesmo nivel de
uma célula saudédavel e em uma célula de tumor. Numa
concretizacdo especifica, o gene de controlo é& um gene de
limpeza. Um gene de limpeza é um gene expresso em todos 0S8
tipos de células, o que proporciona uma funcdo de Dbase
necesséaria para a manutencdo de todos os tipos de células.

Uma lista de genes humanos de limpeza pode ser encontrada
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na Eisenberg et ai. (Trends in Genetics 19: 362-365, 2003).
Um gene de limpeza preferido de acordo com a invencdo & um
gene seleccionado no grupo gque consiste em B2M, TFRC,
YWHAZ, RPLO, 185, GUSB, UBC, TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A,
ACTB, PGK1l, HPRT1, IP08 e HMBS. Um gene de limpeza mais
preferida de acordo com a invencdo ¢é IP08 ou HMBS. De
acordo com a presente invencdo, um "valor de limiar"
pretende significar um valor dque permite a discriminar
amostras em que a relacdo nivel de expressdo do gene de
interesse corresponde a um nivel de expressdo do referido
gene de interesse no paciente amostra cancro da mama que é
baixa ou elevada. Em particular, se um gene racio nivel de
expressdo ¢ inferior ou igual ao valor limiar, entdo o
nivel de expressdo deste gene no paciente amostra cancro da
mama ¢ considerado baixo, enquanto gque se um gene racio
nivel de expressdo ¢é superior ao valor limiar, entdo o
nivel de expressdo deste gene em amostra do paciente cancro
da mama ¢é considerado elevado. Para cada gene, e,
dependendo do método wutilizado para medir o nivel de
expressdo dos genes, o valor de limiar éptimo pode variar.
No entanto, pode ser facilmente determinada por um perito
na arte com base na andlise de varias amostras de controlo
do cancro da mama em que o nivel de expressido (baixa ou
alta) ¢é conhecido para este gene em particular, e sobre a
sua comparacdo com a expressdo de um gene de controlo , por
exemplo, um gene de limpeza. Em particular, os inventores
determinaram que um valor limiar TtGnica de 15,8 &
particularmente 1util. Os inventores demonstraram gue a

sobrevivéncia do paciente ¢é significativamente diminuida
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para os racios de expressdo de nivel acima deste valor.
Este wvalor limiar Unica de 15,8 ¢é especificamente util
quando o nivel de expressdo de todos os genes é medida na

mR um nivel usando PCR quantitativo.

A presente 1invencdo diz ainda respeito a um
microarranjo dedicado a aplicacdo dos métodos de acordo com
a invencédo, compreendendo no maximo 500, de preferéncia, no
maximo, 300, no maximo 200, mais preferencialmente no
maximo 150, no méximo 100, ainda mais preferencialmente no
maximo 75 , no maximo, 50, no maximo, 40, no maximo, 30, no
maximo, 20, na maioria das sondas 10 distintos, pelo menos,
uma das gquais se liga especificamente a POLQ RNAm (ou cDNA

correspondente) ou proteina.

Em uma modalidade preferida, o referido microar-
ranjo é uma micromatriz de 4cido nucleico, compreendendo no
maximo 500, de preferéncia, no maximo, 300, no méximo 200,
mais preferencialmente no maximo 150, no maximo 100, ainda
mais preferencialmente no méximo 75, no maximo, 50, no
maximo 40, no maximo, 30, no méximo, 20, no méximo 10
sondas distintas (excluindo assim, por exemplo, microarran-
jos pangendmicos), pelo menos, um dos quais especificamente
hibrida com POLQ RNAm (ou cDNA correspondente). Disse
microarranjo pode também conter pelo menos uma sonda que
hibride especificamente a um gene de limpeza para além da
sonda hibridizar especificamente para POLQ. Em uma
modalidade, disse gene housekeeping é selecionado no grupo

constituido por B2M, TFRC, YWHAZ, RPLO, 18S, GUSB, URC,
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TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A, ACTB, PGK1l, HPRTI1, IP08 e HMBS.
Mais preferencialmente, o gene de limpeza estd a IP08 ou o
gene HMBS. De acordo com a invencdo, um "microarranjo
nucleico" consiste em diferentes sondas de &acido nucleico
que estdo ligados a um substrato, que pode ser um circuito
integrado, uma la&mina de vidro ou um granulo de microsferas
de tamanho. Um microchip pode ser constituida ©por
polimeros, plasticos, resinas, polissacarideos, silica ou a

base de silica materiais, de carbono, metais, vidros

inorgédnicos, ou nitrocelulose. Sondas podem ser &cidos
nucleicos, tais como c¢DNAs ("cDNA microarranjo") ou oligo-
nucledétidos ("microarranjo oligonucledétido"™, os oligonu-

clebtidos que s&o cerca de 25 a cerca de 60 pares de bases

ou menos de comprimento).

Alternativamente, numa outra forma de realizacéo,
disse microarranjo pode ser um microarranjo anticorpos, que
compreende, no maximo, 500, de preferéncia, no maximo, 300,
no maximo 200, mais preferencialmente no maximo 150, no
maximo 100, ainda mais preferencialmente no maximo 75, no
maximo, 50, no mais de 40 anos, no maximo, 30, no maximo,
20, na maioria dos 10 anticorpos distintos, pelo menos, um
dos quais se ligam especificamente a proteina POLQ. Disse
microarranjo pode também conter pelo menos um anticorpo que
se liga especificamente a uma proteina de limpeza, em
adicdo ao anticorpo se ligar especificamente a proteina
POLQ. Em uma forma de realizacdo, a referida proteina de
limpeza é seleccionado no grupo que consiste no B2M, TFRC,

YWHAZ, RPLO, 18S, GUSB, UBC, TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A,
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ACTB, PGK1l, HPRT1, IP08 e proteinas BLHs. Em uma modalidade
preferida, a referida proteina de limpeza estd a proteina

IP0O8 ou HMBS.

Como alternativa para o A&acido nucleico ou tecno-
logia de anticorpos microarranjo, PCR quantitativo pode ser
utilizado e iniciadores de amplificacdo especificos para os
genes a serem testadas sdo, assim, também é muito util para
a realizacdo dos métodos de acordo com a invencdo. A
presente invencdo portanto refere-se ainda a um kit para o
diagnéstico de agressividade e instabilidade genética de um
cancro da mama num paciente a partir de uma amostra de
cancro da mama do referido paciente, compreendendo uma
micromatriz dedicado, tal como descrito acima ou inicia-
dores de amplificacdo especifica para POLQ. Aqui também,
quando o kit compreende iniciadores de amplificacéo,
enquanto o referido kit pode compreender iniciadores de
amplificacdo especifica para outros genes, o referido kit
compreende de preferéncia no maximo 100, no maximo, 75, 50,
no maximo, 40, no maximo 30, de preferéncia, no maximo, 25,
no mais 20, no maximo, 15, mais preferivelmente no maximo
10, no maximo 8, no maximo, 6, ainda mais preferencial-
mente, no madximo, 5, no maximo 4, no maximo 3 ou mesmo 2 ou
um ou mesmo nulo pares de iniciadores de amplificacéo
egspecifica para a outra genes que POLQ. Por exemplo, ©
referido kit pode compreender pelo menos um par de
iniciadores de amplificacdo por pelo menos um gene de
limpeza, para além dos iniciadores para POLQ. Em uma

Z.

modalidade, disse gene housekeeping é selecionado no grupo
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constituido por B2M, TFRC, YWHAZ, RPLO, 18S, GUSB, URC,
TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A, ACTB, PGKl, HPRT1, IP08 e HMBS.
Em uma modalidade preferida, o referido gene de limpeza

estd o gene IP08 ou HMBS.

Como mencionado acima, a capacidade de prognose
evolucdo do cancro da mama, que estd ligado a sua agressi-
vidade, é muito importante para a selecdo de um tratamento
adequado, uma vez que o0s tratamentos pesados e dispendiosos
com potencialmente graves efeitos adversos deve ser
utilizado, em adicdo ao tratamento cirurgico tradicional,
cada vez qgue 8s&d0 necessiarias, mas apenas gquando eles séo
necessarios. A presente invencdo, portanto, também diz
respeito a um método para a escolha de um tratamento

adequado de cancro da mama num paciente, compreendendo:

a) diagnosticar ou ndo a agressividade do referido
cancro de mama no referido paciente empregando o método de

acordo com a invencdo como descrito acima, e

b) adicionar a radioterapia ou a quimioterapia
adjuvante ao tratamento cirurgico se o referido cancro de

mama é diagnosticado como agressivo na etapa a).

Em adicdo ao seu valor progndéstico para a agressi-
vidade de cancro da mama, os inventores também descobriram
que o mesmo teste com base na anédlise dos niveis de
expressdo de POLQ também permite o diagndéstico da presenca

ou auséncia de instabilidade genética, resultando assim no
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método acima descrito para o diagndéstico de instabilidade
genética. Em particular, os presentes inventores demons-
traram que a expressdo desregulada de POLQ estéd associada
com um aumento da frequéncia de quebras de DNA. Em uma
forma de realizacdo preferida, o método da invencdo & assim
utilizado para diagnosticar as quebras de DNA. Instabi-
lidade genética tal, e nomeadamente a frequéncia aumentada
de quebras de DNA, podem ter consequéncias sobre a selecédo
de uma terapia adjuvante. Em particular, enquanto gque a
instabilidade genética pode favorecer mutacdes células
tumorais e, assim, desregulacdo da proliferacdo e adesdo, a
presenca de quebras de DNA pode também ser usado contra as
células tumorais. Com efeito, para a proliferacdo continua,
as quebras de DNA tém de ser reparado, e as células com um
elevado numero de quebras de DNA sdo geralmente propensas a
morte celular. Como resultado, enquanto que a radioterapia
pode nédo ser eficaz em todas as circunsténcias, a sua
eficiéncia em células tumorais que Jj& apresentem um aumento
da frequéncia de quebras de DNA podem ser melhoradas. Por
exemplo, a radioterapia pode ser altamente eficaz contra as
POLQ-superexpressando células de mama tumoral identificadas
pelo método da invencdo, porque estas células contém altos
niveis de quebra do DNA cromossdémico e instabilidade. Da
mesma forma, o uso de inibidores de reparacdo do DNA pode
permitir para congelar as quebras de DNA e levar a morte

das células tumorais.

Mais geralmente, o0s inventores demonstraram que a

inibicdo do ponto de verificacdo danos no DNA (DDC) ou o
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metabolismo do DNA leva a uma diminuicdo da viabilidade de
POLQ-superexpressando células. Por exemplo, as células
afectadas na actividade de qguinase Chk2 s&o incapazes de
detectar as POLQ lesdes induzidas por sobre-expressdo de
DNA e/ou parar o ciclocelular em resposta a referida
lesbdes. Da mesma forma, POLQ-superexpressando células mos-
tram um aumento da sensibilidade a inibicdo do metabolismo

DDC ou nucledétidos.

A presente invencdo deste modo também diz respeito
a um método para progndéstico da eficiéncia de radioterapia
ou reparo de DNA DNA lesdo sinalizacdo or inibidores do
metabolismo de nucleotideo no tratamento do cancro de mama

em um paciente, compreendendo:

a) diagnosticar ou ndo a instabilidade genética no
referido cancro de mama no referido paciente empregando o

método de acordo com a invencdo como descrito acima, e

b) eficiéncia prognéstica de radioterapia ou
reparo de DNA, sinalizacdo da les&do de DNA or inibidores do
metabolismo de nucleotideo se a instabilidade genética foi

diagnostica na etapa a).

De acordo com a invencéao, um "inibidor de
reparacdo do DNA" pretende significar uma molécula que é
capaz de inibir a reparacdo de qguebras de DNA, em
particular duplas quebras de DNA de cadeia. Embora esta
expressdo ndo deve ser entendido como limitativo, exemplos

de inibidores de reparacdo de DNA incluem inibidores de
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proteina de reparacdo de DNA PARP (ver por exemplo, WO
2004080976, WO 2005/053662, WO 2009/046205), os inibidores
de histona desacetilase, tailis como os descritos em PCT WO
2008/082856, e os inibidores de B Polimerase de DNA (ver
W02007001684). Um "inibidor de DDC" é uma molécula que é
capaz de blogquear a actividade de qgualquer das proteinas
envolvidas no ponto de verificacdo danos no DNA. Exemplos
de tais proteinas incluem ATM/ATR, Chk2 e Chkl. "Inibidores
do metabolismo Nucleotide"™, tal como agqui utilizado, inclui
todos os compostos, que resultam em um desequilibrio das
piscinas de nucledétidos, porque referidos inibidores de
metabolismo de nucledétidos sdo, por exemplo, nucledtidos
(ex: 6TG) ou porque eles inibem as enzimas de biossintese

de nucleotideos (ex: HU).

Em outra modalidade, a presente invencdo deste
modo também abrange um método para o isolamento dos novos
compostos capazes de inibir o reparo de DNA, sinalizacdo da
lesdo de DNA ou metabolismo de nucleotideo, o referido

método compreendendo as etapas gue seguem:

a) contatar wum composto com uma POLQ super-
expressando a célula ou com uma célula gque ndo faz

superexpressam POLQ, e

b) ensaio se o composto afecta a viabilidade da
célula POLQ-superexpressdo mais do gue a viabilidade da

célula ndo superexpressido POLQ.
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A célula superexpressdo POLQ pode ser qgualquer
tipo de célula em que a expressdo de POLQ é desregula-
mentada, enquanto que a célula que ndo superexpressam POLQ
¢ uma célula em que a regulacdo da expressdo POLQ ¢é
mantida. Por exemplo, a referida célula superexpressdo POLQ
podem ser obtidas por transfeccdo de uma célula hospedeira
com um vector de coluna vertebral que transporta o gene
POLQ ou cDNA sob o controlo de um promotor forte ubiquo.
Neste caso, a referida célula é vantajosamente a referida
célula hospedeira transfectada com o vector de espinha
dorsal mesmo, em que o referido vector ndo contém a

insercdo POLQ.

Em ainda outro aspecto, a invencdo também se
relaciona com a utilizacdo de um ou mais de reparacdo do
DNA, a sinalizacdo de danos ao DNA ou inibidores metabolim
de nucledétidos para a preparacdo de um medicamento
destinado ao tratamento de cancro da mama em pacientes cuja
mama tumor sobre-expressa POLQ. De acordo com a presente
invencdo, um gene é considerado como "superexpresso" em uma
amostra de cancro da mama se a razdo entre o nivel de
expressdo do referido gene para o nivel de expressdo de um
gene de controlo na referida amostra cancro da mama é
superior a um valor de limiar, tal como definido acima.
Numa forma de realizacdo particular, o referido wvalor de

limiar pode ser 15, 8.

A presente invencdo também se refere a um método
para tratar um paciente que sofre de um cancro da mama

superexpressdo POLQ, compreendendo sujeitar o referido
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paciente a radioterapia e/ou a administracdo ao referido
paciente uma quantidade eficaz de inibidores de reparacéo

um minério de mais de DNA.

LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. A expressdao relativa de genes do
Polimerase de DNA em tumores de mama do conjunto 1 (Frang¢a,
n = 105). récios de mRNA de expressdo para tumor (T) e
normais amostras (n) mama (T/N) foram calculados (niveis de
expressdo foram previamente normalizados em relacdo ao
controlo genes). T/N> 1 e <1 indicam os niveis de expressdo
superiores e inferiores em comparacdo com tumores agrupados
tecidos normais, respectivamente. Os valores de p do teste
exacto bilateral binomial sdo dadas ndo corrigidos; o nivel
de significéncia é avaliado usando o procedimento Benjamini
2001 para uma FDR global de 0,05. As amostras de doentes
indicados pelo eixo x s&do classificadas na mesma ordem para
cada painel. + E - repousar durante expressdo mais elevada
e mais baixa no tumor (T) em relacdo aos normais (N) os
tecidos, respectivamente. Para o grafico de representacédo
T/N valores inferiores a 1 foram transformados nos inversas

N/T valores.

Figura 2. A expressdo relativa de genes do
Polimerase de DNA em tumores de mama do conjunto 2 (Frang¢a,
n = 101). récios de mRNA de expressdo para tumor (T) e
normais amostras (n) mama (T/N) foram calculados (niveis de
expressdo foram previamente normalizados em relagdo ao

controlo genes). T/N> 1 e <1 indicam os niveis de expressdo
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superiores e inferiores em comparagdo com tumores agrupados
tecidos normais, respectivamente. 0Os valores de p do teste
exacto bilateral binomial s&o dadas ndo corrigido; o nivel
de significéncia é avaliada usando o procedimento Benjamini
2001 para uma FDR global de 0,05. As amostras de doentes
indicados pelo eixo x s&o classificadas na mesma ordem para
cada painel. + E - repousar durante expressdo mais elevada
e mais baixa no tumor (T) em relacdo aos normais (N) os
tecidos, respectivamente. Para o grafico de representacéo
T/N valores inferiores a 1 foram transformados nos inversas

N/T valores.

Figura 3. Gene para comparacdo gene da expressao
do gene relativa em tumores. Visualizacdo grafica de todas
as correlacdes entre pares de sédbios a expressdo das
polimerases de DNA em tumores de mama franceses (correlacédo
ndo paramétrico de Spearman; (A) conjunto 1 (n = 105), (B)
conjunto de 2 (n = 101)). Quanto mais préximo de 1 o
coeficiente de Spearman rho ¢ (ilustrado por uma zona de
vermelho ou amarelo, na interseccdo do eixo horizontal e
vertical), a maior associacdo entre a expressdo dos dois
genes considerados. Inversamente, rho valores inferiores a
1 (ilustrado por uma zona verde) indica que as expressdes

sob comparacdo sdo independentes um do outro.

Figura 4. Efeito da POLQ nivel de expressdo génica
em cancro especifico sobrevida dos pacientes. (A) de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier de pacientes com cancro da
mama, de acordo com o nivel de expressdo de DNA POLQ no

tumor primadrio. Os pacientes da coorte francés (n = 203 em
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vez de 206, 3 amostras sem determinacdo POLQ de ser
descartado), valores de p colhidas em cada teste log-rank
sdo indicados. (B) de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de
comparacdo par de matrizes entre POLQ a expressido do gene
no tumor da mama primdrio e do numero de linfonodos
positivos. Os pacientes da coorte francés (n = 203)). Log-
rank qgui-quadrado (X2) e valores de p sdo dadas. Pg

significa POLQ e Ln para linfonodo positivo

Figura 5. Homeostase celular de POLQ excesso de
expressar clones (A) Validagcdo de clones estavelmente
sobre-expressar POLQ. Extractos de células (100 wug) de
células de controlo transfectadas estavelmente com um
vector wvazio (CTL2), bem como a partir de <clones
estavelmente transfectadas com c¢DNA POLQO (Ql, Q2 e Q3)
foram separados em 5% de SDS-PAGE, electro-transferidas
para membranas de PVDF e analisados por imunotransferéncia
com anticorpos purificados por afinidade anti-POLQ (15) e
anti-vinculina como um controlo interno de carregamento.
Purificada POLQ (50 ng) ¢é wusado como um controlo do
tamanho; (B) Consequéncias no ciclocelular. O nuUmero de
células em cada fase do ciclocelular foi determinado por
citometria de fluxo, apds coloracdo de DNA por iodeto de
propidio. Pelo menos 3 experiéncias independentes foram
analisadas. A média e o erro padrédo foram determinados e p-

valores foram calculados pelo teste t de Student.

Figura 6. ATM-CHK2 checkpoint danos no DNA das
POLQ sobre-expressar clones. Quantificacdo do nUmero médio

de células positivas para 7Yy-H2AX (A) e PT68-CHK2 (B)
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coloracdo. Controlo (CTL) clones tratados com UV (10 Jm-2)
foram utilizados como controlos positivos. Para a
quantificacdo, um minimo de 100 células foi analisado em
pelo menos 3 experiéncias independentes. A média e o erro
padrdo foram determinados e p-valores foram calculados por
teste t de Student; (C) representativos imagens de
microscopia confocal de células sobre-expressando POLQO (Q1,

02, 03).

Figura 7. y-H2AX detecgdo. 250.000 sub-confluentes
células foram colhidas em seguida sonicada. Extracto de
proteina total foram resolvidos por electroforese num gel
de 15% de poliacrilamida SDS. O gel foi transferido para
uma membrana Hybond-P (Amersham, Arlington Heights, 1IL),
que foi sondado com anticorpo anti-H2AX monoclonal (Upsta-
te, Lake Placid, NY) durante a noite a 4°C. A peroxidase de
rédbano-cabra anticorpo anti-rato foi usado como o anticorpo
secunddrio (Sigma, St. Louis, MO). A membrana foi enté&o
incubada com o reagente de quimioluminescéncia amplificada
(Amersham) . Quantidades equivalentes de extractos carre-
gadas foram avaliados por imunotransferéncia da membrana

com um anticorpo anti-actina.

Figura 8. Quebras de DNA e anomalias cromossdémicas
em POLQ sobre-expressar clones (A) Quantificacdo de
metafases aberrantes em clones de controlo (CTL2Z e CTLY9) e
em clones sobre-expressando POLQ (Ql, Q02 e Q3). As células
foram recolhidas 3 horas apdés o tratamento Colcemid e
espalha-se em metafase foram preparados. Para a

quantificacdo, um minimo de 100 células em metafase foi
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analisado em 3 experiéncias independentes. A média e o erro
padrdo foram determinados e p-valores foram calculados pelo
teste t de Student; (B) Imagens de microscopia de
representacdo de metidfase de CTLY9 e Q3 clones. As setas

indicam anormalidades cromossdédmicas.

Figura 9. Sensibilidade a agentes alquilantes.
Sensibilidade ao farmaco foi determinada por ensaio
clonogénico. A sensibilidade da POLQ superexpressdo (Q1,
Q2, Q3) e de controlo isogénica (CTL2, CTL5) para células
de metilo metanossulfonato (MMS) e N-metil-N-nitrosoureia
(MNU) . Sobrevivéncia ¢é expressa como a eficiéncia de
plaqueamento relativa de células tratadas com os controlos.
As doses de MMS e MNU s&o mostradas no eixo dos x em uma
escala linear, enquanto que as fraccgdes de coldnias sobre-
viventes estdo no eixo y em escala logaritmica. Os resulta-
dos sdo a média +/- SD de pelo menos trés experiéncias

separadas realizadas em duplicado.

Figura 10. DNA velocidade forquilha de replicagédo
em células sobre-expressando POLQ (A) Imagens
representativas de uma fibra de DNA penteado e imunocoradas
em células de controlo ou de células sobre-expressam POLQ;
(B) Histogramas mostrando a vreplicacdo distribuicdo de
velocidade garfo em um clone de controlo (CTL2) e em dois
clones excesso de expressar POLQO (Q2 e Q3); (C) Comprimento
total é a soma de todas as fibras Mb de DNA qgue foram
estudadas para cada clone, "n" é o numero de faixas do UDI
e CldU marcados em cada clone. O valor da mediana da

populacdo é dada em kb/min. A incerteza da velocidade média
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de replicacdo garfo é dado em unidades de desvio absoluto
mediano. Mann-Whitney foi aplicado para comparar Q2 e Q3

conjuntos de dados com o controlo do experimento, CTL2.

Figura 11. Efeito da POLQ nivel de expressdo do
gene da pb53 especifico de sobrevivéncia de pacientes. (3)
Sobrevivéncia de Kaplan-Meier de pacientes com cancro da
mama (n = 150), de acordo com o estado do gene pb53 (de tipo
selvagem vs mutado sequéncia de DNAc). Para comparar estas
curvas de sobrevida, o teste de log-rank foi usado. Este
teste calcula um valor de p testar a hipdtese nula de que
as curvas de sobrevida sdo idénticas nas duas populacdes, p
valor retirado do teste log-rank & indicado. (B)
Sobrevivéncia de Kaplan-Meier de pacientes com cancro da

A

mama com P53 tumores (n = 84) de acordo com o nivel de
expressdo do POLQ. Para comparar estas curvas de sobrevida,
o teste de log-rank foi usado. Este teste calcula um valor
de p testar a hipdbdtese nula de que as curvas de sobrevida

sdo idénticas nas duas populacgdes. O valor p é dado.

Figura 12. Efeito do nivel de expressdo do gene
POLQ sobre a sensibilidade a um inibidor de Chk2. (3)
Células MCF7 mostram uma maior sensibilidade a Chk2 Hidrato
IT inibidor (Sigma RefC3742) do gque de MDA-MB231 células. A
sobrevivéncia ¢é determinada num ensaio clonogénico. MCF7:
quadrados; MDA-MB231: diamantes (B) Expressdo POLQ € maior
em MCF7 que no MDA-MB231. 0Os niveis de expressdo de genes
sdo ensaiadas por RT-PCR. C51 ¢é uma 1linha de células

normails da mama.
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EXEMPLOS

1.Material e métodos

1.1. Desenho do estudo, pacientes e amostras de

tumor, expressdo génica diferencial

Os pacientes incluidos consistiram em um sub-
conjunto de pacientes a partir de uma fase multicéntrica
adjuvante III ensaio clinico (ensaio PACS0l). Os resultados
de este ensaio clinico tém sido publicados anteriormente
(Roche et al J Clin Oncol 24:. 5664-5671, 2006). Amostras
de tumores desta coorte (n = 206) foram divididos em dois
conjuntos de genotipagem (n = 101 e n = 105). Tecidos
mamérios normais foram obtidos na Regaud Claudius Institute
(Toulouse, Franca) e retirados da peca cirurgica, em mais
de 3 cm do cancro da mama. Caracteristicas dos pacientes e

tumores da coorte estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: As caracteristicas de linhas de base dos

pacientes e tumores

Coorte Francés

Conjunto 1 (n = 101) Conjunto 2 (n = 105)
Caracterisitcas n. de pacientes % n de pacientes %

Idade (anos)
Média 49 50,8
Faixa 29-64 31-64
Cirurgia Pré-menopausal 70 09,31 58 55,24
Excisdo local 60 59,41 54 51,43
Mastectomia 41 40,59 51 48,57
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(continuacéao)

Coorte Francés

Conjunto 1 (n = 101) Conjunto 2 (n = 105)

Q Q

Caracterisitcas n. de pacientes % n de pacientes %

Tamanho do tumor patoldgico (mm)
Média 23 25
Faixa 6-70 10-150

Tipo histoldgico

Carcinoma ductal 82 81,19 80 76,19
Carcinoma lobular 12 11,88 11 10,48
Outros 7 6,96 14 13,33
Grau

I 22 1,78 9 8,57
11 34 33,66 39 37,14
IIT 42 41,58 54 51,43
Ndo graduado 2 1,98 2 1,9

Ausente 1 0,99 1 0,95

Nimero de Nodulos Positivos
<1 43 42,57 30 28,57
> 1 58 57,42 75 71,42

Receptores estrogénicos

Positivo 68 67,33 74
Negativo 30 29,7 29
Ausente 3 2,97 2

Receptores de progesterona

Positivo 42 1,58 41 39,05

Negativo 56 55,45 62 59,05

Ausente 3 2,97 2 1,9
HER2

Positivo 16 15,84 13 12,38

Negativo 66 65,35 87 82,86

Ausente 19 18,81 5 4,76
Tratamento

FEC (apenas) 49 48,51 57 54,29

FEC + TXT (apenas) 52 51,49 48 45,71

Outros 0 0 0 0

Tamoxifeno 57 56,43 o7 63,8
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Todas as amostras de tecido de tumor foram
recolhidas e cirurgicamente snap-imediatamente congelado em
azoto liguido e armazenado até extraccdo de RNA. RNA tumor
francesas foi preparada com a mesma plataforma (IPSOGEN,
Marselha, Franca) por meio da técnica de CsCl-almofada como
descrito (Chirgwin J. et ah Biochemistry 18:5294-5299,
1979). Durante o processo de extraccdo, todas as amostras
de tumor foram controladas ©para celularidade tumoral
suficiente (células tumorais ou seja, superiores a 50%)
através da <realizacdo de hematoxilina e eosina. RA
extracgcdo a partir de 7 tecidos mamdrios normais foi
realizada em trinta 10 pm de espessura do tecido congelado.
Este método permitiu o controlo da morfologia do tecido
processado para extragdo de RNA. As laminas para cada
amostra foram coradas com hematoxilina-eosina léaminas e
analisadas por um patologista. Cada amostra de mama normal
foi revisto de modo a (i) a auséncia do saber de qualqguer
lesdo neoplésica; (ii) quantificar o percentual de
componentes normais do epitélio, fibroso e adiposo .. A
qualidade ea quantidade de todas as amostras de RNA
francesas foram avaliados utilizando o Bioanalyzer Agilent
2100 e apenas RNA apresentando um 28S/18S proporgdo

adequada (> 1,5) foi seleccionado para analise.

Para a coorte francés, o RNA total foi transcrito
inverso utilizando o Kit de alta capacidade Arquivo DNAc
(Applied Biosystems). O nivel de transcritos foi medido em
triplicado wusando o TagMan matriz de Dbaixa densidade

(Applied Biosystems). Todos o0s genes estudados foram
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amplificados em triplicado a partir de amostras tumorais e
normais utilizando o TagMan Universal PCR Master Mix eo
TagMan tecnologia de matriz de Baixa Densidade (Applied
Biosystems). As amplificag¢®es por PCR foram realizadas com
a tecnologia de matriz TagMan de Baixa Densidade e, ou o
7900HT réapido PCR em tempo real do sistema (Toulouse, lote
1). Para a coorte francés, qgque a expressdo do gene
normalizada entre as amostras usando dois controlos (BLHs,
IPOs), que foram amplificados a partir de cada DNAc. Estes
dois genes de controlo foram selecionados usando o programa
Genorm como o mais estavel entre os 16 testados (B2M, TFRC,

YWHAZ, RPLO, 18S, GUSB, UBC, TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A,

ACTB, PGK1l, HPRT1, IP08, HMBS ) sobre a Baixa Densidade
matriz de controlo TagMan humana enddbgena (Applied
Biosystems). As sequéncias de DNA de iniciadores de

contexto, bem como as referéncias da Applied Biosystems
usados para a anadlise de cada Polimerase de DNA e oS genes
de controlo estdo listados (Tabela 2). Para analisar a
variacéo de expressao, T/N razdes entre valores
normalizados foram calculados onde T e N correspondem,
respectivamente, para o valor do tumor e mediana dos
valores normais. Caso contrédrio, para andlises relativas
expressdo POLQ e sobrevivéncia do paciente, IP08 foi
escolhido como um normalizador como era o gene mais estéavel
dos trés genes de controlo escolhidos. Na verdade, os
desvios calculados relacionados para definir 1/n = 101 e
set 2/n = 105 foram os mesmos (0,0033 para 0,0031 SETL e
para o conjunto 2, o teste T valor p estar de 0,6510, dados

ndo mostrados).
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Tabela 2: D Um sequéncias de contexto e referéncias AB
SEQ ID do Ensaio Sequéncia do Contexto Simbolo [Seq Ref Locali-
ID N° do Gene zacao
1 Hs00183533 ml |AGGGGAATTGATCAGTGCATTCCAC IP08 MN 006390,2 |exon 20-21
2 Hs00609297 ml |GCGGCTGCAACGGCGGRAAGARARCA HMBS NM 000190, 3 |exon 1-2
3 Hs00213524 ml |TACAACCAACCAGGTGIGGIATTTC POLA NM 016937,1 [exon 30-31
4 Hs00172491 ml |CTGTTTGAAGCGGGATGGATGGCAA POIDI  |NM 002691,1 |Exon 1-2
5 Hs00173030 ml |CTTTGAAGAGGTGTGIGATGAGATT POLE NM 006231,2 [exon 16-17
6 Hs00249411 ml |GGGRAAACATGGGGTGGGTATATGEC REVIL, [NM 016316,1 |exon 2-3
7 Hs00197814 ml |TCACACAATAAGGTCCTGGCRAARAC POLH MM 000502,1 [exon 5-6
8 Hs00958495 ml |GCAGRAAGCGGGGCTCCAGCACCAC POLM NM 013284,1 |exon 6-7
9 Hs00211963 ml |GCCACGRAGGGGTCCAGATTTTATG POLK NM 016218,1 |exon 2-3
10 Hs00161301 M1 |AARAGCCCAGGGAGATTGGTGGACG REV3L M 002912,1 |exon 13-14
11 Hs00203191 ml |GATTGAGCAGACAGTCCAGAARGCA POLL NM 013274,2 |exon 7-8
12 Hs00160263 ml |GAGTTAGTGGCATTGGTCCATCTGC POLB MM 002690,1 [exon 7-8
13 Hs00394916 ml | TGGAGCAGGGAAGGAGCGGECTGECT POLN NM 181808,1 |exon 18-19
14 Hs00200488 ml |CCAGCTCGCAGGGAGTTCATGATCA POLI NM 007195,1 |exon 1-2
15 Hs00198196 ml |GCCTTTCCCAGGIGGTTCAATACTG POLQ MM 006596, 3 |exon 26-27

1.2. Andlise Estatistica

Na coorte francés, os principais parédmetros de
anadlise, quando comparando as expressdes em tecidos cance-

rosos foram os individuais T/N ré&cios normalizados para a

expressdo dos controlos e HMBS IPOS. Caso contrdrio, nas
andlises de expressdo POLQ em relacdo a sobrevivéncia, T/N
rdcios de POLQ foram normalizados para IP08 sbé. As

correlacbes entre genes foram avaliadas com uma correlacédo

ndo paramétrico de Spearman (rho de Spearman). Além destas

andlises, o0s dados de expressdo foram transformados em

dados binomiais (mais ou menos do que 1): assim, pode-se
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usar testes binominais exatos para avaliar a significéncia
do gene sobre e sub-expressdo definidas como grupos
desequilibradas cerca de 1. Quantidades relativas de niveis
de mRNA POLQ foram transformados em dados binomiais. Na
coorte francés todos os tumores com niveis de expressédo
inferiores ou iguais a 0,063 foram definidos como a baixa
expressédo. Este fora corte foi definido em relacdo a
sobrevivéncia de modo a identificar duas populacdes
estatisticamente diferentes de pacientes. Disse cortado
corresponde a uma relacdo de niveis de mRNA POLQ de 15,8.
Um numero baixo de linfonodos metastédticos foi definida
como um né de linfa conta igual a 1 ou menos, distinto de
pacientes com 2 ou mais ndés axilares metastadticos. A
sobrevida cancro especifica foi definido como o intervalo
entre a data da cirurgia de mama ea data da morte ou Ultimo
follow-up de noticias (dados censurados). Pacientes que
morreram de outra causa s&do considerados ~como uma
observacdo censurada. As taxas de sobrevivéncia foram
estimadas de acordo com o método de Kaplan-Meier e do teste
log rank foi utilizado para avaliar as diferencas entre os
grupos. O modelo de Cox de regressao de riscos
proporcionais usando um procedimento de selecdo para tras e
teste da razdo de verossimilhanca foi aplicado ©para
investigar o impacto de fatores prognbdésticos na sobrevida
cancro especifica. Todas as varidveis associadas com p
<0,05 na anédlise wunivariada foram incluidas no modelo
inicial. Todos os valores de p foram de dois lados. Para
todos 0s testes estatisticos, as diferencas foram

consideradas significativas ao nivel de 5%.
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1.3. Subclonagem 0iPOLQ

O POLQ c¢DNA humano foi transferido para o vector
pcDNA 3,1 (Invitrogen) em duas etapas. Primeiro, o pFast
Bac HTC POLQ contendo POLQ DNAc (Seki et ai. Nucleic Acids
Res. 31:6117-6126, 2003) foi digerido com Xhol e RsrIl para
dar o N-terminal da peca de POLQ DNAc (1,2 kb). Este
produto foi subsequentemente inserida PCcDNA 3,1
(Invitrogen), previamente digerido com EcoRV e Xhol. A
parte C-terminal de POLQ DNAc (6,7 kb) foi entdo isolado
por digestdo do Bac pFast HTC POLQ com Xhol e SaclIl e
inserido no vector pcDNA 3,1 j& contendo a parte N-terminal
da POLQ DNAc apds digestdo deste wvector com Xhol. A

sequéncia completa do c¢DNA POLQ foi entdo confirmada.

1.4. Engenharia celular

MRC5-35V células (ATCC) foram cultivadas e
transfectadas como descrito (Pillaire et al Ciclocelular
6:. 471-7, 2007). Superexpressdo imuno-POLQ foi detectado
como publicou (Seki et al Nucleic Acids Res 31: 6117-6126.,
2003), utilizando proteina purificada como um controlo de

tamanho.

Estudos celulares de andlise de ciclo foram
realizados como também publicada (Bergoglio et ai J Cell
Science 115:. 4413-4418, 2002). A anédlise do ciclocelular e

estudos de citotoxicidade foram realizados como previamente
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publicado (Bergoglio et ai J Cell Science 115:. 4413-4418,
2002). O tratamento foi 1h a 37°C durante metil metanos-
sulfonato (MMS) e continuo para a N-metil-N-nitrosoureia
(MNU) . Imunodeteccdo de y-H2AX e PT68-CHK2 foi realizada de
acordo com Rao et ai. (Rao et ai. Mol Cancro Res. 5:713-24,
2007). Para cada clone, um minimo de 100 células em
metafase foram analisados em 3 experiéncias independentes

(Bergoglio et ai, Cancro Res. 62:. 3511-3514, 2002).

1.5. A andlise do DNA de pentear e estatistica

As experiéncias foram realizadas como descrito
anteriormente (Pillaire et al Ciclocelular ©o6:. 471-477,
2007) . Basicamente, o DNA é replicado primeiro marcado com
dois impulsos consecutivos de nucledésidos halogenados,
iododeoxyuridine (IDU) e chlorodeoxyuridine (C1ldU) durante
20 min cada, e, em seguida, isolado e esticada como
descrito recentemente (Pillaire et al Ciclocelular 6:. 471-
477, 2007). Regides recentemente replicadas ("faixas de
replicacdo”) nas moléculas de DNA esticados pode entdo ser
visualizado e medido por imuno coloracgdo com anticorpos que
sdo especificos para CldU ou CDI. No presente caso, as
células foram sucessivamente rotulados durante 20 minutos

com 100 uM IDU e CldU (Sigma-Aldrich).

1.6. A sequenciacdo de p53 e andlise de mutacdes

Exdes 4 a 9 da pb3 foram amplificados numa reacédo

de PCR semi-nested realizada de acordo com as recomendacdes
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do fabricante: 2 ul de cDNA foi adicionado a uma mistura
contendo 45 da PCR Supermix (Invitrogen) e Gil iniciadores
(5'"TGA TGC TGT CCC ACG CGG ATA TTG AAC3 ') e RevlO (5'CTT
CCC AGC GGC ATC CTG CTT G3'). 1 ul do presente produto de
PCR foi entdo adicionada a uma segunda reacdo de PCR com
iniciadores Gil e Rev9 (5'CTT CTT TGG CTG GGG AAG GGA3 '").
A reacdo de amplificacdo consistiram em um ciclo de 94°C
durante 3min, seguido por 35 ciclos de 94°C durante 30 seg,
60°C durante 45sec e 72°C durante 1min30sec e um passo

final de 72°C durante 8 min.

Os produtos amplificados foram purificados a par-
tir de 1% gel de agarose com QIAquick Gel Extracdo Kit
(Qiagen) e apresentado para sequenciamento em Ninewells
instalacd&o de anédlise de DNA hospitalar (Abi Analyser 3730
Genética), utilizando iniciadores Gil e MP9ER (GGA 5'CTC
CCA CAG GCA CAA ACA CG3'). Sequéncias obtidas foram ali-
nhadas para sequenciar pb3 NC 000.017-9 do GenBank utili-
zando o programa Multalin (alinhamento de sequéncias multi-
plas com agrupamento hierdrquico) (Corpet F; Acidos Nuclei-
cos Res. 16 (22): 10881-90, 1988). As mutacdes foram con-
firmadas por re-amplificando a amostra e re-sequenciacéo.
Somente exons 4 a 8 foram analisados (de nucleotideo 11407-
14067 em sequéncia NC 000017-9) Mutagdes foram ainda
validados usando as ferramentas de validacdo de mutacdo do
p53 IARC banco de dados (http://www-pb3.iarc.fr/Muta-
tionValidationCriteria.asp) (Petitjean et al Hum Mutat 28

(6..) :622-9, 2007) As sequéncias foram entdo classificados



PE2499258 - 42 -

de acordo com o tipo de mutacdo gque continham: WT ou

silencioso (0), missense (1) e Nonsense (2).

2. Resultados

2.1. POLQ é o gene da polimerase de DNA mais

sobre-regulada em tumores da mama.

PCR em tempo real foi realizada para gerar perfis
de expressdo de genes a partir de uma série de carcinomas
da mama (n = 101, Tabela 1). Os niveis de expresséo
relativa da polimerases de DNA de cada tumor, normalizada
para o nivel de expressdo mediana de 7 tecidos ndo-tumor de
mama, sdo mostrados na Figura 1. 0Os dados indicam
claramente que o gene POLQ é mais altamente expresso em
tecidos tumorais de quase todos 0s pacientes em comparacéo
com o0s tecidos normais, provavelmente porque a expressdo em

tecidos ndo-tumorais é excepcionalmente baixa (Tabela 3).

Entre todos os genes da polimerase analisados,
para a replicacdo (POLA, POLD e POLE) ou especializado
(POLH, POLL, POLM, POLN, POLK, POLB, POLI, POLZ/REV3L e
REV1) enzimas, POLQ apresentou o maior nivel de T em
relacdo/N expressdo. A expressdo de POLQ foi sobre-regulada
por 3 a 26-vezes em amostras de tumor em comparacdo com
tecidos normais. Em 70 dos 101 tumores (69,3%) expressédo

POLQ foi sobre-regulada por 5 vezes ou mais.
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Tabela 3: valores Ct em tecidos tumorais e normails para cada gene da polimerase de DNA, tal como

derivados de Q-PCR

Em

RIDL

8

Timores

EACS(1-BEG-BRO01

26,%

26,0

26,%

26,83

2,4

26,2

21,88

30,85

26,3

254

21,30

BACS(01 -2 BR-003

21,9

26,%

26,79

7747

25,9

26,9

21,40

29,7

20,8

25,9

20,3

PACSO1 -2VR- BRO04

21,9

26,%

26,83

26,

5,61

2%

21,85

2,81

26,01

25,06

29

BACS(01 -2R- BR-005

21,%

26,9

AR

AR,

25,%

741

21,81

3,59

26,4

25,

26,%

PACSOL -AVR- BROO6

2191

21,46

26,%

AR,

26,10

26,9

2191

30,9

28,79

26,33

28,61

PACS0L -AVR- BROQY

21,01

26,9

2,8

27,8

26,81

26,63

28,4

30,84

28,%

26,71

26,3

PACSO! - BRO02

21,63

26,93

26,%

26,88

5,1

26,83

21,7

28,81

2,9

25,%

21,88

PACS(L CRU- BRI0B

26,9

26,72

21,98

7,8

26,06

26,4

26,09

30,66

%

25,81

26,0

PACS01 CRJ- BRI09

26,%

26,93

26,%

21,98

25,8

213

28,31

3,81

28,81

26,11

26,9

PICSOL CJP- BRILO

26,%

26,41

26,89

26,%

25,83

21,8

21,15

29,7

2,15

25,88

26,69

PACSOL CJP- BRILL

26,9

26,%

2,2

26,05

26,%

26,69

28,78

30,%

26,91

26,13

26,8

PACSOL CJP- BRI12

21,8

20,47

21,07

21,5

25,86

26,81

21,%

29,81

21,9

26,0

28,40

BACSOL -CJP- BR114

2,68

26,9

26,80

26,91

25,2

26,60

2%

25,7

7%

26,05

29

BACS0L CJP- BRILS

26,91

26,42

26,88

26,89

25,68

21,1

21,4

28,91

26,02

2,18

28,01

EACS(1 CJP- BR16

21,7

26,89

26,7

21,61

25,89

26,98

2,5

30,63

26,00

25,9

21,9

BACS01 -CaP- BRLLT

711

26,20

%91

219

5,18

26,18

2,5

30,%

%%

25,%

29,15

PACS(1 -FBA- BRO92

70

26,88

26,89

5,9

26,40

26,7

28,4

29,15

21,00

%8

26,9
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(continuacdo)

Em

RIDL

RN

X

8

Tumores

PACS0L -FRA- BRO%

26,%

26,%

26,01

26,79

26,89

25,4

2,%

29,30

%,

30,7

25,%

7,9

PACS01 -FRA- BRO97

o

77

26,9

26,91

26,80

25,80

2,8

28,79

29,%

7,94

30,63

25,86

21,83

PACS01 -FRA- BR1(1

26,83

26,9

26,9

26,89

26,8

26,02

21,83

20,4

29,3

26,20

29,41

25,83

26,5

PACS01 -FRA- BRI03

21,8

26,9

20,21

271,83

26,9

21,84

28,7

30,20

9

30,86

26,28

PACS01 -FRA- BR105

25,60

26,29

26,0

26,91

4,7

20,3

21,80

29,03

21,8

29,44

25,16

PACS01 -FBA- BR106

21,%

249

26,84

26,9

20,8

25,80

21,91

29,80

26,99

27,80

3,0

25,81

PACS(1 -HCL- BR119

21,81

26,91

26,81

21,76

28

2,81

2,4

26,93

28,78

003

33,69

26,43

PACS(1 -HCL- BR122

25,16

5,1

21,8

2,9

28,70

26,31

21,91

26,81

30,03

29,5

26,8

25,83

PACSOL -HC- BRI23

21,02

25,3

26,21

26,8

21,3

25,9

21,%

25,69

26,88

277,19

25,51

5,31

PACS(1 -HCL- BR126

26,88

25,9

26,91

71,8

2,9

25,89

2%

21,03

3,26

26,76

2,79

25,%

PACS(0L -HCL- BRL2T

21,7

26,89

26,64

2,3

21,8

26,15

21,%

2,4

25,8

26,%

3,50

26,83

PACS(1 -HTE- BRLM

%2

25,9

%1

21,%

26,89

25,80

71,8

26,%

29,39

21,8

3,30

5,1

PACS(1 -IGR- BRI

26,97

26,8

26,78

26,%

7,8

25,%

71,55

21,%

29,01

7,9

30,69

25,9

26,20

PACS(1 -IGR- BRI

7118

26,91

26,81

21,18

21,%

25,81

71,9

28,80

29,89

26,%

26,80

25, %

21,89

PACS(L -IGR- BRL3S

2,3

25,4

%01

26,89

26,%

24,8

26,91

254

26,5

25,%

26,81

24,%

21,0

BACSOL -IR- BRI3R

25,%

4,91

26,5

%1

5,00

71,5

20,9

28,4

26,9

21,%

25,60

26,%

BACSOL -IR- BRI3Y

21,83

%%

26,%

21,8

7,64

25,9

7,7

26,89

7Kl

21,63

31,06

2,87

26,91

BACS(1 -IGR- ER141

71,40

26,

26,9

2,40

2,9

26,%

26,9

28,26

30,9

29,80

26,85

25, %

26,31

BACS(L -IGR- ER142

21,%

26,%

21,68

7747

26,39

2,9

2%

2,47

28,31

3,9

26,81

26,8
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(continuacdo)

Em

RIDL

X

REVAL

8

Tumores

PACS0] -IR- BRI43

26,81

77,4

26,31

%7

26,89

25,88

74

28,89

20,8

25,9

21,68

PACS0] -IR- BR144

7,19

71,55

26,%

2,9

9

26,43

2,9

30,84

26,9

26,23

26,%

BACS(0L -IGR- ER14D

26,%

26,80

26,84

26,84

25,8

2,8

2,7

26,01

25,

21,68

BACS(1 -IGR- ER146

26,88

26,9

26,8

26,89

26,01

21,09

30,8

26,80

26,21

21,9

BACS(OL -IGR- BRI4T

21,9

0%

21,89

26,%

ARy,

29,60

2,9

30,%

21,01

BACS01-TGR-BRI48

28,60

26,%

21,89

21,86

26,69

28,01

30,88

26,63

26,49

EACS01-TGR-BRI49

21,40

2,03

2,4

20,7

26,9

28,3

30,%

30,11

26,62

PACS(1-TGR-BRI50)

21,40

26,63

26,93

21

5%

21,8

29,08

2802

26,08

EACS01-TR-BRI5L

21,

26,%

26,8

270,85

26,16

2,40

30,73

AR,

25,9

PACS(1 -IGR- RIS

26,5

2%

25,%

25,9

24,6

26,83

26,87

2,1

24,65

PACS(0L -IGR- ERIS3

21,4

26,20

2,41

VA

26,84

2,%

26,84

26,89

25,%

EACSOL -0~ BROLL

21,8

7,8

7,9

21,8

26,81

3,01

30,78

26,61

26,89

EACSOL -0~ BROLS

26,6

26,39

21,%

26,31

26,9

2,%

5,9

2,78

26,%

PACS(01 T-FEE- BR259

7,4

26,18

26,83

7,6l

25,88

71,49

%1

26,83

25,81

BACS(0L T-HCI- BR3O7

71,6l

%M

2,87

26,89

26,0

2,18

29,4

7,8

25,81

BACSOL T-HCL- BR306

26,08

26,81

21,3

7,1

26,9

2,9

29,93

26,9

26,78

BACSOL T-HCL- BR309

7,9

26,80

71,5

20,09

2%

%1

30,00

28,9

2%,

BACS(01 T-HCI- BR310

2,9

26,%

26,79

7155

25,81

21,8

29,%

7%

%7

BACS(01 T-HCI- BR313

28,3

719

21,8

20,8

26,80

2,87

30,18

26,80

26,93
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(continuacdo)

Em

RIDL

X

8

Tumores

PACS0L T-HCL- BR314

71,79

26,79

26,83

25,20

21,8

2,9

3,7

25,%

PACS0L T-HCL- BR3IT

%%

26,60

774

25,80

21,9

29,80

7,94

32,%

26,%

26,%

FACS(01 T-HCI- BR3I8

26,89

26,8

26,91

25,9

28,91

29,34

7,9

26,%

25,9

26,8

BACS(01 T-HCI- BR310

21,61

21,4

26,60

25,9

28,8

29,25

27,68

0,7

25,9

2,9

PACS0L T-HIE- BR256

26,8

53

26,2

25,8

21,83

28,08

21,65

26,9

25,4

BACS(0L T-IGR- BR260)

2,10

27,00

9

26,81

28,41

30,87

26,7

3,78

26,24

PACS0L T-IR- BR26!

2,3

2,4

21,2

26,80

28,76

3,8

21,60

29,70

26,91

PACS0L T-IR- BRO62

26,8

26,51

26,%

21,%

3,02

2,81

30,00

26,19

PACS0L T-IGR- BR265

21,91

26,88

A,

26,31

21,9

29,8

AR,

2,28

5%

PACS(0L T-IGR- ER266

2%

26,63

2,9

26,81

21,7

0,7

26,7

26,8

26,04

PACS(0L T-IGR- BR26T

21,84

21,65

21,61

26,01

26,48

30,28

20,3

3,57

26,48

BACS(01 T-IGR- ER268

21,00

%9

21,8

%4

7,9

30,9

7,0

25,9

25,%

BACS(01 T-IGR- BR2T0

21,65

26,%

26,69

26,20

28,0

28,60

21,88

3L,89

25,8

BACS(L T-IR BR2T2

21,8

%8

%9

26,%

3,9

29,83

29,78

26,4

BACS(01 T-IGR- BR2T3

21

2%, 1

26,9

26,22

21,8

29,93

21,63

26,5

25,9

BACS(1 T-IGR- BR27A

21,8

26,81

7105

26,68

2,18

30,83

%,

3,87

26,22

BACS(01 T-IGR- BR2TS

26,%

25,9

26,9

2,11

26,84

3,87

29,4

26,9

26,84

BACS(01 T-1GR- BR2TT

21,48

26,60

7117

26,48

28,60

X0, 8

2,9

30,8

25,9

BACS(1 T-IGR- BR2T8

2,8

21,76

21,66

20,07

26,68

2141

3,87

26,80

3,7

26,%
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Em

RIDL

RN

X

REVAL

8

Tumores

PACS0L T-IR- BR20

28,9

20,05

7N

%%

2519

26,8

21,8

2,02

28,81

30,9

2,9

PACS0L T-IR- BR2R2

21,66

26,%

26, 09

21,86

%7

%8

2,98

2,51

28,4

2,84

2,8

BACS(01L T-IGR- BR283

21,%

21,5

70,49

7, 8

26,8

2,9

31,04

26,9

31,8

26,80

BACS(01 T-IGR- ER284

2%

77,03

21,80

21,8

25,4

26,4

2,9

30,%

26,11

30,60

26,93

BACS(0L T-IGR- BR286

28,8

21,85

26,69

21,19

26,81

26,76

2%, 78

26,89

3,%

26,40

BACS(01L T-IGR- ER288

21,05

26,%

2%

26,%

25,9

2,9

19

70,9

30,09

25,9

PACS0L T-IR- BR28Y

24

26,93

2,8

26,80

25,80

28,4

29,08

28,79

30,67

25,4

PACS0L T-IR- BR2Y()

21,83

26,80

21,81

7,8

21, 4

26, 86

30,97

28,63

29,78

25,8

BACS(01 T-IGR- BR91

26,71

26,86

26,02

26,8

26,88

25,74

35,02

26,%

30,5

25,88

PACS(01 T-BG- ER2Y4

AL

26,34

21,%

21,6

26,83

26,88

0,7

26,89

3,39

26,9

FACS(0L T-TRC- ER-298

26,16

26,9

21,8

7,9

26,83

2,9

3,9

26,63

3,68

26,83

EACS(1 T-IRC- BR29)

26,9

26,22

21,40

29

26,68

28,16

0,72

26,88

26,88

26,63

EACS(01 T-TRC- BR300

21,8

26, 19

717

7.4

%87

21,8

29,89

26,%

2,9

5,2

BACS(01 T-TRC- BR3(L

71,4

712

21,81

77

26,20

28,71

31,04

29,4

30,62

25,8

BACS(01 T-TRC- BR303

25,%

5,8

26,%

26,5

25,68

26, 89

29,9

26,83

2,%

25,26

BACS(01 T-TRC- BR34

28,29

26,88

714

26,9

%11

23,61

29,9

77,84

3,9

25,%

BACS(01 T-TRC- BR305

711

25,8

26,89

26,9

25,9

21,9

2,3

21,40

11,5

25,9

BACS(01 T-PRA- BR23T

26,97

5,8

26,%

26,89

25,8

21,8

2,%

28,5

26,%

25,65

BACS(01 T-PRA- BR241

7177

25,8

2,87

21

25,89

2141

29,88

2,4

30,00

26,89
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Em

RIDL

RN

X

8

Tumores

PACSOL T-PRA- BRA3

26,%

25,3

26,26

% %

26, 33

25,4

21,81

26,61

2%

21,%

30,00

25,88

PACS0L T-PRA- BRO4

26,00

26,89

26,89

26,89

29,18

26,4

2,%

2%

30,9

2,81

26,4

26,23

PACSOL T-PRA- BR246

21,09

26,4

2114

9

21,9

25,9

21,81

21,9

29,%

26,4

26,89

25,9

PACSOL T-PRA- BR249 | 2

26,30

25,41

26,89

26,19

26,99

25,60

29,61

27,4

26,43

254

PACS0L T-PRA- BR2S()

26,00

26,9

20,21

0%

21,9

26,80

21,4

2,9

26,02

31,83

25, %

PACSOL T-PRA- BR2S1

26,%

25,80

21,51

26,83

25,91

21,9

26,8

31,89

26,3

2041

24,80

PACS0L T-PPA- BRS3

21,9

26,8

26,74

26,%

25,6

21,9

21,%

29,83

0,9

3L, T

25,21

PACS0L T-PPA- BR2O4

26,8

25,4

26,78

25,8

5%

21,81

26,91

29,62

7,9

2,12

25,%

Tecidos Nommais

26,9

5,4

21,%

26,61

5,1

26,%

21,7

20,9

29,93

21,80

26,4

25,3

26,88

29,13

26,88

29,48

26, 91

26,%

29,88

2,9

32,88

29,88

3,9

21,51

30,66

29,6

28,8

29,67

2,

30,00

2,9

33,60

29,3

3,02

7,9

29,1

26,89

2,9

26,88

26,83

21,69

2,9

21,81

32,8

26,89

2,8

26,81

29,76

28,5

2,03

26,9

%8

21,9

2,8

21,89

31,67

%5

33,8

21,2

B8 |B|& B |=

2,9

28,9

21,%

2,13

710

21,69

29,%

28,61

3,8

26,86

33,63

26,9
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21

FIE

Rel

FIH

FOIH

HIK

REV3L/P

(L2

HILL

KIB

EIIN

HIL

HIY

IR8

BES

Ttmores

PACS01 -AVR- BROQT

21,8

26,89

21,88

26,33

28,91

28,0

26,13

PACS01 -AVR- BROOB

20,7

26,93

2, 5

26,93

28,11

30,61

26,24

PACS01 -FRA- BROBS

26,8

25,9

21,02

25,88

2%

29,7

25,88

PACS01 -FRA- BROST

21,3

26,31

26,40

5,1

2,8

29,85

26,08

PACS01 -FRR- BRO8Y

26,8

2,40

26,7

26,84

21,8

29,04

26,31

PACS0L -FRA- BRO9L

21,40

26,88

26,91

26,33

2% 13

30,9

25,81

PACS01 -FIE- BRO24

21,19

26,07

26,91

25,86

21,81

28,4

26,8

PACS(01 -FIE- BRO25

21,00

25,9

26,91

25,07

2,9

26,60

25,1

PACS(1 -FIE- BR027

25,9

26,93

25,41

5,7

21,88

29,79

24,9%

PACS(1 -FIE- ER028

26,89

26,78

25,%

25,9

21,%

23,9

25,9

PACS(01 -FLE- BRO29

26,93

25,8

26,83

25,9

21,83

28,7

2,8

PACS0L -FIE- BRO3)

25,31

25,4

26,71

25,81

20,

28,78

25,19

PACS0L -FIE- BRO31

2,03

74

%8

5,8

IAK

29,%

25,9

PACS01 -FIE- BRO2

26,9

26,60

25,69

26,%

%,

25,18

PACS01 -FIE- BROS3

21,8

26,19

2,83

25,3

21,8

2,87

26,04

PACS01 -FIE- BRO34

20,

26,76

26,60

25,88

29,91

25,80

PACS01 -FIE- BRO35

2,8

25,84

26,9

25,88

21,8

29,%

25,80

BACS(1 -FLi BRO36

26,%

2, 31

26,72

25,80

21,8

25,711

25, %
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2

RIAL

21

FIE

Rel

FIH

FOIH

HIK

REV3L/P

(L2

HILL

KIB

EIIN

HIL

HIY

IR8

BES

Ttmores

PACS01 -FIE- BRO3T

24,68

4,9

26,28

2,8

2

25,1

25,9

28,06

30,20

25,12

21,9

25,3

20,8

PACS01 -FIE- BRO3B

26,%

25,3

26,%

26,78

21,06

25,7

21,80

21,31

29,9

2,9

26,9

25,8

2,8

PACS01 -HBE- BRO45

26,]

4,9

26,84

26,10

2,78

25,9

26, 48

21,8

28,40

0,3

21,

25,4

26,8

PACS01 ~IRC- BR(IB

21,8

26,89

26,10

26,79

21,8

25,8

26,80

21,8

28,91

25,9

28,8

PACS01 ~IRC- BR(21

26,4

26,24

26,83

26,87

21,69

25,4

25,%

21,1

29,%

30,00

25,41

2,94

PACS0L ~IRC- BR0Z2

21,%

26,89

26,83

21,5

2%

25,9

26,47

21,83

30,85

21,8

340

25,%

28,3

PACSOL -Ja)- BRO12

26,83

25,86

21,1

26,0

21, 3

25,88

26,80

21,8

29,45

21,66

28,9

26,46

21,88

PACSOL -J- BRO14

2,10

26,8

21,91

25 9

21,8

25,9

26,9

28,9

0,7

28,%

26,83

25,86

21,80

BACSO1 U0~ BR016

21,81

26,40

26,74

26,89

219

25,48

26,83

2,6

29,9

21,8

2,9

2,8

A0

BACS(O1 01~ ER04L

26,68

25,83

%91

25,%

26,9

4,3

%7

21,8

2,87

090

8,5

25,19

%91

PACSO1 01~ BRO42

26,84

26,81

21,61

26,88

2178

26,03

21,%

28,04

30,64

7%

25,91

5,9

21,86

PACSOL -OLA- ERO43

21,03

26,40

26,%

2%,81

21,30

25,1

2%,

26,5

29,25

21,49

30,9

2,8

21,89

PACS0L (13- BRO44

20,31

%%

7,81

26,9

21,76

21,8

30,%

9

0,7

%02

26,87

PACS01 -PRA- BRO4T

25,88

25,9

2151

9

26,89

26,08

2,83

L7

21,64

2,04

25,19

21,30

PACS01 -PPA- BR(4B

21,88

26,0

26,%

21,5

26,31

26,76

28,67

31,80

27,8

26,31

26,41

26,08

PACS0L -PRA- BRO49

2,91

2,0

26,89

730

25,9

2, 24

21,16

29,10

21,4

2,49

25,80

21,69

BACS01 -PPA- BROS(

21,07

26,91

26,78

25,89

26,60

26,5

28,8

2,9

0%

26,89

26,02

26,9

PACS01 -PPA- BROS3

2,7

26,91

26,19

26,19

26,84

26,20

21,9

30,85

26,%

26,80

26,92

21,4
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Rel

FIH

FOIH

HIK

REV3L/P

(L2

HILL

KIB

EIIN

HIL

HIY

IR8

BES

Ttmores

PACS01 -PRA- BR(ST

21,8

26,9

26,%

2,02

26,83

26,91

28,40

29,82

20,5

26,3

PACS01 -PRA- BR(ST

26,%

26,72

26,4

20,00

26,29

26,3

21,40
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Curiosamente, o POLN polimerase mais recentemente
descoberto DNA, que ¢ 0 mais estreitamente relacionados com
POLQ (Marini et al J Biol Chem 278:. 32.014-32.019, 2003),
também foi significativamente sobre-expressos em tumores.
Observou-se também uma significativa sob-expressido de
transcritos de tumor para o especializado Polimerase de DNA
POLB gene (Fig. 1). Dados muito semelhantes foram encon-
trados quando uma andlise de genotipagem independente (isto
¢, utilizando um lote independente de matrizes de Baixa
Densidade) foi realizada em um segundo conjunto de tumores
(n = 105, Tabela 1 e Fig. 2.), Exceto que, para além POLB,
REV I e Polk T/N récios eram principalmente inferior a 1
nesta série. Ao utilizar um visor de correlacdo ndo para-
métrico de Spearman grafica, verificou-se que no conjunto
de tumor primeiro (n = 101), os defeitos de expressdo de
genes que codificam as polimerases especializados POLN,
POLM, Polk, poll e POLI foram significativamente
correlacionados (Fig. 3), todos Spearman> 0,5). Em con-
traste, o perfil de expressdo especifica que encontramos
para POLQ n&o foi agrupado neste padrdo, mostrando gque POLQ
upregulation gene em tumores era independente da regulacéo

de outras polimerases especializados.

2.2. Intra-tumoral-regulacdo de POLQ estd asso-

ciada com um progndstico clinico

Para investigar se o0s niveis de expressdo de
polimerases de DNA em tumores poderiam estar relacionados

com a sobrevivéncia do paciente, um teste log-rank foi



PE2499258 - 57 -

realizado (Fig. 4). Para a coorte francés, a alta expresséo
do gene POLQ foi significativamente associado com pior
sobrevida (p = 0,0001) (Fig. 4A), sugerindo fortemente que
POLQ gene-regulacdo estd associada com pior sobrevida em

pacientes com cancro de mama.

Metéstase linfonodal estd associada a uma pior
sobrevida no cancro de mama, como confirmado em ambas as
nossas coortes (dados ndo mostrados). Resultados da coorte
francés (Fig. 4B) indicam que o0s pacientes com elevado
numero de linfonodos positivos (2 ou mais ndés envolvidos
com cancro da mama metastédtico), mas a expressido POLQ baixo
tinha uma taxa de sobrevivéncia significativamente melhor
do que os pacientes com uma elevada expressdo de POLQ e um
elevado numero de linfonodos (andlise comparativa, de
coorte francés, p = 0,0001). Deve-se ressaltar que os
pacientes com um elevado numero de linfonodos e um baixo
nivel de expressdo POLQ teve uma sobrevida comparavel aos
pacientes com baixo numero de linfonodos e alto nivel de
expressdo POLQ (andlise comparativa, de coorte francés, p =
0,793 ). Apenas o grupo de pacientes com um numero elevado
de linfonodos positivos e um elevado nivel de expresséao

POLQ tinha uma sobrevivéncia pobre.

A associacdo estatisticamente significativa foi
demonstrada entre POLQ expressdo eo numero de linfonodos
positivos (p = 0,0172), grau histoldégico III (p <0,0001),
tamanho do tumor (Spearman 0,1611, p = 0,0237), receptor de
estrbégeno (ER) status (p <0,0001), receptor de progesterona

status (PGR) (p = 0,0034), Kio7 expressdo (p <0,0001) e
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HER2 status (p = 0,0032) (Tabela 4). Curiosamente, o0s
pacientes exibindo "triplo-negativos"™ os tumores (ou seja,
ER negativo, PgR negativo, negativo HER2) apresentaram
maiores niveis de expressdo POLQ (p = 0,0422). A anédlise
multivariada foi realizado incluindo o numero de linfonodos

envolvidos, grau histoldégico, receptores hormonais, invaséo

vascular e de expressao POLQ. (Tabela 5). Muito
interessante os modelos finais contém envolvimento
linfonodal (HR = 2,78, IC95% = 1[1,29; +o6,01]) e POLQ
expressdo (HR = 3,33, IC95% = [1,56; 7,12]1).

Tabela 4: Correlacdo entre POLQ expressdo e estado clinico

Baixo Pol Q (N = 138) Elevado Pol Q (N = €5)

n % n % P

Idade (cl) p = 0,5589 (chi -2)
< 50 64 (46, 4) 33 (50, 8)
250 74 (53, 6) 32 (49,2)

Nodulos positivos p = 0,0172 (chi -2)
1-3 94 (68,1) 33 (50, 8)
>3 44 (31,9) 32 (49,2)

Tipo histoldgico p = 0,0003 (chi -2)
Carcinoma ductal 97 (70, 3) 62 (95, 4)
Carcinoma Lobular 21 (15, 2) 2 (3,1)
Outros 20 (14,5) 1 (1,5)

Grau Histoldgico p < 0,0001 (chi -2)
I-IT 89 (67,4) 12 (18,5)
111 43 (32, 6) 53 (81,5)
Ausente 6 0

Tamanho do tumor p = 0,0432 (chi -2)
<2 40 (29, 6) 10 (16,1)
=2 95 (70, 4) 52 (83,9)

Ausente 3 3
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(continuacéao)

Baixo Pol Q (N = 138)

Elevado Pol Q (N = &b)

n % n % )
Receptor estrogénico p < 0,0001 (chi -2)
Negativo 28 (20,9) 31 (48,4)
Positivo 106 (79,1) 33 (51, 6)
Ausente 4 1
Receptor de Progesterona p = 0,0034 (chi -2)
Negative 69 (51,5) 47 (73,4)
Positive 65 (48,5) 17 (26, 0)
Ausente 4 1
Ki 67 p < 0,0001 (chi -2)
<20 % 72 (66,1) 19 (33,9)
>20 % 37 (33,9) 37 (66,1)
RAusente 29 9
Estado de HER2 p = 0,0032 (chi -2)
Negativo 109 (89, 3) 41 (71,9)
Positivo 13 (10,7) 16 (28,1)
Ausente 16 8
Sub-tipo molecular p = 0,0422 (chi -2)
Triplo negativo 15 (12,7) 14 (25, 0)
Outros 103 (87, 3) 42 (75,0)
Ausente 20 9
Tabela 5: Andlise multivatiada - sobrevivéncia a cancro
especifico (n = 192)
Modelo Inicial® Modelo Final®
HR CI95% p (Wald) HR CI95% p (Wald)
N° de linfonodos envolvidos
1-3 1 1
>3 2,80 [1,29; 6,07) 0,009 2,78 [1,29; 6,01] 0,009
Grau histoldgico
I-1I 1
11T 2,33 [0,91; 6,01] 0,079 NS ©
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(continuacéao)

Modelo Inicial® Modelo Final®
HR CIS5% p (Wald) HR CIS5% p (Wald)

Receptores de hormonas
Negativo 1,54 [0,71; 3,36] 0,274 NS
Positivo 1

Invasdo Vascular
Auséncia 1

Presenca 1,71 [0,81; 3,63] 0,161 NS

Expressao de POLQ
BRaixa 1
Elevada 1,99 [0,86; 4,61] 0,109 3,33 [1,56; 7,12] 0,002

a. Modelo inicial: incluindo todas as varidveis com p < 0.05 em andlise univariada.
b. Modelo final: mesmo modelo depois algoritmo por passos retrdgrado.
c. NS, ndo significativo apds algoritmo por passos.

HR. relagdo hazard; CI intervalo de confianca.

2.3. Expressdo ectdépica de POLQ afecta ciclo-

celular e proliferacéo

Os dados sugerem que, ou POLQ é apenas um marcador
prognéstico espectador ou que poderia contribuir activa-
mente para a progressdo do tumor. Para avaliar o impacto
especifico da superexpressdo POLQ sobre a estabilidade
genética e proliferacdo celular geramos trés recombinante
POLQ clones (Ql, 02 e Q3), que de forma estavel sobre-
expresso quantidades <crescentes de proteina POLQ em
comparacdo com oS niveis enddgenos apresentados por
controlos isogénicos (Fig. 5 A). A expressdo de transcritos
sobre-POLQ nestes clones (variando de 10 a 15 vezes) foi
comparavel a observada em tumores (dados ndo mostrados).

Anadlise FACS quantitativa apds coloracdo do DNA (Fig. 5 B)
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revelou que Ql, Q02 e Q3 a um maior extensdo, de forma
significativa acumulado na fase S em compara¢do com OS
controlos. Também foi observado um actmulo significativo de
células 03, gque expressa a maior quantidade de POLQ, na
fase G2/M. Consistente com retardo em fase S e G2/M de
transicédo, verificou-se que as células proliferaram Q3 mais
lentamente em cultura exponencial, com um tempo de
duplicacdo aumento (25,2 h) em comparacdo com células de
controlo (22,5 h para CTL1 e 20,2 h para CTL2) ou para os
clones que expressam a POLQ (20,0 h para Ql e 22,7 h para
Q2) (dados ndo mostrados). Tomados em conjunto, estes
resultados indicam que a sobre-regulacdo de POLQ em células
humanas afecta progressdo do ciclocelular na auséncia de

stress externo.

2.4. Expressdo ectédépica POLQ induz danos no DNA

ruptura sinalizacdo mediada

Para investigar o impacto da sobre-expressido POLQ
na estabilidade gendmica, foi realizado a seguir uma ensaio
de imunofluorescéncia para detectar ¢{-H2AX, a forma
fosforilada da H2AX histonas que se acumula no DSB. Foi
Observado que a sobre-expressa de célula POLQ gue mostram
claramente um aumento significante de 2-3 vezes na formacéo
de focos Yy-H2AX comparados aos controlos isogénicos (Fig.
oA, Q1 p <0,002; Q2, p <0,001; Q3 p <0,003). A andlise por
immunoblotting com-H2AX anticorpos (Fig. 7) confirmou estes
dados. 0O nivel de ativacdo de duas guinases transdutoras

centrais na sinalizacdo de danos ao DNA e CHK1l e CHK2, foi
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entdo determinada. O nivel de CHK1 fosforilada permaneceu
inalterada na presenca de elevado nivel de POLQ (dados né&o
mostrados). Em contraste, as experiéncias de imunodeteccéo
analisando focos formacdo da forma fosforilada da CHK2
revelou uma activacgdo significativa da quinase CHK2 em
todas as trés linhas de células (QL p <0,0018; 02, p
<0,002; Q03 p <0,01) em comparacdo com células de controlo
isogénicas ( Fig. 6B). Estes dados foram confirmados por
immunoblotting (dados n&o mostrados). Curiosamente, a
anadlise indicou que a maioria confocal de PT68-CHK2 focos
em todas as linhas POLQ sobre-expressor de células
colocalized com Yy-H2AX focos (Fig. ©6C), mostrando due
quinase CHK2 activado foi localizado para sitios de danos
no DNA. Isto sugere que a sobre-expressido de POLQ induz a

ativacdo do ponto de verificacdo danos yYH2AX-ATM-CHK2 DNA.

2.5. POLQ excesso de células que expressam exibido

anormalidades cromossdmicas espontaneas

Para investigar as consequéncias de POLQ sobre-
expressdo na estabilidade cromossédmica foi realizada
metédfase do Ql, Q2, Q3 e clones controlos isogénicos. POLQ
a sobre-expressdo resultou num aumento significativo na
frequéncia de células exibindo quadriradials, de ponta a
ponta, fusdes e quebras de cromatideos (25% de células em
metafase aberrantes foram detectados em células POLQ versus
15% nos controlos;. Fig. 8). Estes dados indicam que a
instabilidade cromossoma espontdnea ocorre em POLQ sobre-
expressando células, gque podem ser as consequéncias da

quebra do DNA observada aumentada.
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2.6. Dindmica de replicacdo é perturbada em POLQ-

superexpressdo de células

Um papel proposto de POLQ em BER poderia ser dque
sobre-expresso POLQ interfere com a via BER e conduz a uma
acumulacdo de danos no DNA endbgeno (incluindo danos
gerados por espécies reactivas de oxigénio). Para testar
esta hipdtese, foi medida a sensibilidade do POLQ sobre-
expressando células para metil-metano-sulfonato (MMS) e
nitroso-N-metilureia (MNU) (fig. 9), ambos o0s quais induz
danos no DNA reparados por RIC. Foi descoberto que POLQ
sobre-expressdo ndo afetou significativamente a sobrevi-
véncia de MMS e tratamentos MNU, sugerindo que o defeito
progressdo do ciclocelular, a instabilidade genética, bem
como a ativacdo do ponto de verificacdo danos no DNA, né&o
resultam de um RIC defeito de danos no DNA enddégeno no POLQ

sobre-expressando células.

Os resultados apresentados acima nos levaram a
examinar a dinédmica de replicacdo em células POLQ
superexpressdo. Para avaliar se POLQ sobre-expressdo afetou
a taxa de progressdo da forquilha de replicacdo, dindmica
molecular foi realizada pentear. Este método permitiu
determinar a polaridade de forquilha de replicagédo in vivo
ao nivel das moléculas individuais de DNA de replicacéo,
bem como a distribuicdo das velocidades de garfo (Fig. 10).
A velocidade média medido em células de controlo foi de

1,699 kb/min (n = 144) enquanto que as células Q2 e Q3
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exibida uma menor velocidade de 1,403 kb/min (n = 113) e
1,402 kb/min (n = 200), respectivamente. Em conclusdo, POLQ
sobre-expressando células exibido uma reducdo substancial
na velocidade de replicacdo em geral, demonstrando que POLQ
excesso constitui um potente indutor de stress replicativo
em células humanas. Uma semelhante sobre-expressido de
qualquer das POLB ou POLK ¢ suficiente para impedir a
progressdo da replicacdo do garfo (Chirgwin et al

Biochemistry 18:. 5294-5299, 1979).

2.7. POLQ-superexpressdo células sdo hipersen-

siveilis a um inibidor de Chk2

MDA-MB231 e MCF7 células de cancro da mama (ATCC)
foram cultivadas em meio RPMI 1640 + médio Glutamax. Um
13,8 mM Chk2 inibidor Hidrato 1II (Sigma RefC3742) de
solucdo stock foi preparada por diluicdo do agente em DMSO
(Sigma) e armazenadas a -20°C. Esta solucdo foi diluida em
meio de cultura para dar como indicado a concentracdo de
fdrmaco final. As células foram expostas a diferentes
concentracdes que variam de IuM para 150uM durante 16
horas. As células foram lavadas com tampdo PBS, meio fresco
foi adicionado e as células foram incubadas durante mais
sete dias. As células foram fixadas com NaCl a 0,9% e
coradas com violeta de cristal (Sigma C3886). 0Os clones
contendo mais de 20 células foram contados. Para o ensaio
clonogénico 400 células foram semeadas em seis pogos e
incubadas durante a noite. A expressdo POLQ foi medida por

PCR em tempo real, tal como descrito acima.
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As células com superexpressdo POLQ acumular danos
no DNA. Disse danos desencadear a ATM-dependente checkpoint
danos no DNA através da ativacdo da proteina quinase Chk2,
eventualmente levando a prisdo do ciclocelular. Isto sugere
que POLQ-superexpressdo células seria hipersensibilidade
aos inibidores de sinalizacdo danos ao DNA. A fim de testar
esta hipdtese, a viabilidade da MCF7 e MDA-MB231 células
foi determinada na presenca de quantidades crescentes de um
inibidor de Chk2. Em paralelo, a expressdao POLQ foi

ensaiada em cada linha celular.

Como mostrado na figura 12, MCF7 que expressam
mais do que duas vezes mais do que POLQ RNA MDA-MB231
hipersensibilidade ao inibidor CHK2. Existe, portanto, uma
correlacdo entre a expressdo de POLQ ea sensibilidade a

inibicdo da via de sinalizacdo de danificar o DNA.
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REIVINDICACOES

1. Método para prognosticar a sobrevivéncia
desfavoravel de um paciente que sofre de cancro de mama,

compreendendo:

a) medir in vitro o nivel de expressdo do gene
POLQ e/ou uma ou diversas de suas formas de 1iso, e o nivel
de expressdo de um gene de controlo na referida amostra de

cancro de mama do paciente,

b) calcular para o referido gene POLQ e/ou a
isoforma de uma relacdo do nivel de expressdo do nivel de
expressdo de POLQ e/ou uma ou diversas de suas isoformas
para a expressdo do referido gene de controlo na referida

amostra de cancro de mama do paciente

c) comparar a referida relacdo do nivel de

expressdo do gene a um valor limiar correspondente, e

d) prognosticar a sobrevivéncia desfavorédvel se a
referida relacdo for superior ao seu valor limiar

correspondente.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, em
que o paciente tem um nUmero elevado dos linfonodos

metastaticos.
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3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, em
que o cancro de mama expressa um cDNA do pb3 do tipo

selvagem

4, Método para diagnosticar a instabilidade
genética num cancro de mama num paciente a partir de uma
amostra de cancro de mama do referido paciente, compre-

endendo:

a) medir in vitro o nivel de expressdo do gene
POLQ e uma ou diversas de suas isoformas, e o nivel de
expressdo de um gene de controlo na referida amostra de

cancro de mama do paciente

b) calcular para o referido gene POLQ e/ou a
isoforma de uma relacdo do nivel de expressdo do nivel de
expressdo de POLQ e/ou uma ou diversas de suas isoformas
para a expressdo do referido gene de controlo na referida

amostra de cancro de mama do paciente

c) comparar a referida relacdo do nivel de

expressdo do gene com um valor limiar correspondente, e

d) diagnosticar a instabilidade genética do cancro
de mama se a referida relacdo for superior ao seu valor

limiar correspondente.
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5. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1-4, em que o referido gene de controlo é um

gene de manutencdo.

6. Método, de acordo com a reivindicacdo 5, em
que o referido gene de manutencdo é& um gene selecionado no
grupo consistindo em B2M, TFRC, YWHAZ, RPLO, 18S, GUSRE,
UBC, TBP, GAPDH, PPIA, POLR2A, ACTB, PGK1l, HPRT1l, IP08 e

HMBS.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6, em

que o referido gene é IP08 ou HMBS.

8. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1-7, em que o referido nivel de expressédo é

medido no nivel de mRNA.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, em
que o referido nivel de expressdo é medido empregando o PCR

quantitativo ou a tecnologia dos microarranjos.

10. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 1-9, em que o referido nivel de expressédo é

medido no nivel de proteina.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10, em
que o referido nivel de expressdo é medido empregando oS

anticorpos especificos.



PE2499258 -4 -

12. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicacgbes 1-11, em que o referido valor limiar & 15,8

13. Utilizacdo de um microarranjo compreendendo
no maximo 500 sondas, em que pelo menos uma das quais
hibridiza especificamente com POLQ e em pelo menos uma
outra sonda hibridiza especificamente com  um gene
selecionado no grupo consistindo no gene IP08 ou no gene

HBMS, no método de qualquer das reivindicacdes 1-12.

14. Utilizacdo de um kit, compreendendo um
microarranjo, em que o referido microarranjo compreende no
maximo 500 sondas, em que pelo menos uma das guais
hibridiza especificamente com POLQ e em pelo menos uma
outra sonda hibridiza especificamente com  um gene
selecionado no grupo consistindo no gene IP08 ou no gene
HBMS, ou iniciadores de amplificacdo especificos para POLQ,
em qgque o referido kit compreende ainda iniciadores de
amplificacédo especificos para um gene selecionado no grupo
consistindo no gene IP08 ou no gene HBMS, no método de

qualquer das reivindicacgdes 1-12.

15. Método para o progndéstico da eficiéncia da
radioterapia ou de reparcdo de DNA, sinalizacdo da les&do de
DNA ou de inibidores do metabolismo de nucleotideos no

tratamento de cancro de mama num paciente, compreendendo:
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a) diagnosticar ou ndo a instabilidade genética no
referido cancro de mama no referido paciente empregando o

método da reivindicacédo 4, e

b) prognosticar a eficiéncia da radioterapia ou

inibidores da reparacdo de DNA se a instabilidade genética

foi diagnostica na etapa a).

Lisboa, 28 de outubro de 2014



PE2499258 1/9

sypetnd 50 | ; o

Py

EE

4 $.% '
ot e e ey ey e g

B3t S
gl i - LR PRk

R RIS . BIURROR nliu ,\i' -n.l -..‘)“>§'-v.~‘- . i v-l" 2. g}z&d& ,
?xf{}é

P TR R T S O D llxu *m:n K e il.\ _w.n.ﬂ.n. ST x‘ ‘xu,l—‘nlﬂm! ;‘a{}i %

peEen

sE0 e e RNA

3

Tavs G winr

T4

1}
34
3.
b
NEr
|

mp».m Fpa:

'#,r-
.

T = POL

,_.,,&
Fo Y

Wb Sdedtiged. B NG
'.‘_t gl CAEEL AT

53

5

XD

o e

%
Rty
i TR
IR RY R RN

LLLAZS

lmlulil . ul tlll“mﬂnli.mli ﬂ:l.hl:lil l&n |

P Y <3
";r:l(!"r.

Tonesd wsl W



PE2499258 2/9

4
a’.

o

"

S

Fanmide s

FIG. 2

+

. ¥ 4 .
e e R

!!..ﬁ.im_..»@dw.;lﬂu_y.u.huik...r-“-!ko..llhIt suninh “» e 590 o 1 llx-‘\l.,..I).{.\ls,,,-‘Q;f.x\-tﬂi.xvi“;.:'!.*‘-.i._. pe[_ I8
: H

+

= . .l:.-,,mm,.ln,.,.l{ u-aJ:g. Es. L-.-mx( i e R lt,ﬂ.’jitiﬂ:t FETRCE O ihnﬂgmiar“ﬁ!ﬁ!ﬂadx. - BPOE A

*

POt e

REV1

L

g 3E

f\_,&xuﬁk““l't@!lfd“&#.;mwm‘,‘qk,kml‘lktl’!h‘ag“”\,Vi"z:,3’[_735,‘;;\\&\&&1'!-»{,11_‘1”,;‘«‘“@ POL

) LR
e&!x{;nﬁ!ln\JXEI: e idiviien Kool Hoabooad ilﬂ.\&\m{e’x&m&;«&-.‘xb;!..‘..’eu!-xv\gek..!.‘.él««k..!‘e«!;v..a&“ P(}L e

L3 8

v .\,\\“.. j;g‘\x%‘;‘s%\;_: : pa L B ;

e RENGE:

N ARSI O S RRE | SUORY SRR RO P S S A
PR gyt = g Ryt X SRS R

Fy
B e

o

A i

1%

1 TR g R O FINCLI E ;B e .xﬂ¥:{§~ e s .l}ln‘\f T T .t

AR I L e
- SR
R

gt
& lal\i! .q!_!ﬂ_i;nx,. i i‘ IS R

*

e ﬂ-""’: -,,f,,,;'p

L s

e

S0 IoE ’
ht a..}&‘gz st FT: TR R FPSCHNE VO JRUCOURCHINE: VA S0 AT URRR - & < S0
G RN A o % .- R Rt SR LR % SN et Sl S

.J[L‘jhnixl

Tusmgres o 10



3/9

PE2499258

B

)

G E

PO

POL.

3

g =%ttt

RS

IR

R

B




¥

Rt RIS

B

<
N

¥
i

o
i

B

T
2

L3
&

¥

i

4/9

¥
PRt

4

e

PE2499258

ey




PE2499258 5/9

SRR
2

AN

N

e T

ik

x5

Céfutng g

Acting




PE2499258 6/9

pELIeS
£ pshaes
T

fases anorma

Meta




7/9

PE2499258

g

o

FIG

00

MNG (M)

)
3

MMS (i

E

}

0

|

F

ach g8 BIeags I i

Veloe

Wil b

n

e




PE2499258 8/9

FIG. 1

Funpbes dos sobraviverdes

Sobravivenias

Y H 3 ™
.00 100G G MGG X0 INI BV

Furgles dos sobraviventas

ohrevivantes oum

5

pdd W, baixs Pulg

WT, slovade “‘o‘q

RERU FOD0.00 PUATMRUE) HRI I AR08



PE2499258 9/9

FiG. 12

Sobraviverdes (B

10 : N

0 20 40 60 80 100

Concantrando de ChkS

Expressdo de POLG

TR

MDA-MB231 MCF7 €51




PE2499258 -

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de
conveniéncia do leitor.
Europeia.

referéncias,

referéncias

citadas pelo

requerente & apenas para

A mesma ndo faz parte do documento da patente
Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as

podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigédo

-

-

Literatura que ndo é de patentes citada

WO 2004080876 A
WO 2005053862 A
WO 2008046208 A

JEMAL ot ‘ab Jancer Stafivtics, 2008 wol. 58
2285249
BARTHOVA of al. Mafure, 2005, vol. 4534, 884870

GORGOULIS et al. Nalure 2005, vol. 434 ab7-843

SERet af, EMBO J, 2004, vot 28 44842494 160001

MASUDA et &1, Prop, Mal Acad Sor L1 &, 2005,
vol. 102, 15886-13861
YOSHEIURA ptab, Mol Colf 2008, vol. 24, 148-125

HAWAMURA ot 3l Int & Cancer, 2004, 815 {0010]
EISENBERG etal. Trends in Genalics, 2603, vol 18,
282385

ROCHE e al. o Oiin Onool 2008 vol, 24, 56648671

CHIRBWIN 3. et i, Bhwhemisty, 1978, vol 18,
5204-5209
SEKE ot al Nudiede: Aot Res, 2003 wol, 34,
G137-6128

WO Z6030G82858 A
WO 2007001884 A
EF 09306098 A

na Descrigao

PILLAIRE st al. Cdif Cpole, 2007 4ol 8.471-7 [0048]
SEKI ot al Nustwe Sciis Res; 2003, vob. 31
H111-616
BERGOGLID efab f Coll Sticnse 2002, ol 115,
44134418
RAG ot ab. Mol Canver Reg 2007, yob 571358

BERGUGLIO ot al. Cancer Res 2002, vol. 88,
38113514
PILLAIRE ot al. Cof Cyole, 2007, ol 8, 471477

CORPET F. Mucfoin Atids Resy 1808, ol 185422),
Hi9R1-89

PETITJEAN et al-Hum Mulagl, 2007, vol 28:8)
8229

MARINI ot 3l J 8ol Oheny 003 vwol 478,
320448218

CHIRGWIN o sl Blochenisyy, 1878 vob 18
5244-5208



	BIBLIOGRAPHY

