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RESUMO

A Sindrome de Li-Fraumeni (SLF) e sua variante, Li-Fraumeni-like (SLFL), séo
caracterizadas pelo desenvolvimento de varios tipos de cancer em idade precoce e
estdo associadas a mutacdes germinativas no gene TP53. Estudos sugerem uma
forte associacdo entre estas mutacdes e a superexpressdo da proteina HER2 em
carcinomas de mama de mulheres com a sindrome. No entanto, estudo corrente no
Brasil analisando grupos de mulheres com cancer de mama (CM) HER2-positivo
estd identificando uma baixa prevaléncia de mutacdes germinativas em TP53.
Polimorfismos em genes da via de sinalizacdo de p53 também tém sido relacionados
ao risco de cancer e a modificacdo do fendtipo de pacientes com SLF/SLFL. Sendo
assim, nés avaliamos pela primeira vez a implicacdo dos SNPs ¢.215G/C em TP53
(p53 Arg72Pro), ¢.14+309T/G em MDM2 (SNP309), c.753+572C/T em MDM4 e
€.2719-234G/A em HAUSP no risco e na idade ao diagndstico de pacientes com CM
superexpressando HER2, em um contexto de mutacdes germinativas em TP53. O
gendtipo GG do SNP MDM2 SNP309 foi mais prevalente apenas em pacientes
portadores de mutacdo germinativa em TP53 (TP53+) (P=0,003), enquanto a
frequéncia do alelo T do SNP MDM4 ¢.753+572C/T foi maior apenas em pacientes
sem mutacdo germinativa em TP53 (TP53-) (P=0,042). A presenca do alelo A no
SNP HAUSP ¢.2719-234G/A mostrou ter um efeito protetor, associado a uma idade
ao diagnostico trés anos mais tardia nos pacientes TP53- (P=0,033). Nossos
resultados sugerem que polimorfismos na via de sinalizacdo de p53 estdo
envolvidos com CM superexpressando HER2 de um modo dependente do status
mutacional do gene TP53.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome de Li Fraumeni (SLF)

Em 1969, os pesquisadores Frederick Li e Joseph Fraumeni realizaram um
estudo retrospectivo com a analise de 280 prontuarios e de 418 atestados de 6bito
de criancas com diagnéstico de rabdomiossarcoma nos Estados Unidos entre 1960
e 1964, identificando uma alta incidéncia de diferentes tipos de cancer em idade
precoce entre os seus familiares. Tanto o grande numero de parentes afetados,
guanto a frequéncia elevada de multiplos tumores primarios em jovens, atentaram
para a presenca de uma nova sindrome de cancer familial, denominada Sindrome
de Li-Fraumeni (SLF) (Li e Fraumeni, 1969a, b).

A SLF (OMIM #151623) é uma sindrome autossémica dominante de
predisposicao hereditaria a varios tipos de cancer diagnosticados em idade jovem.
Os principais tumores relacionados a sindrome, chamados de tumores centrais
(“core tumors”), incluem o cancer de mama, os sarcomas, 0S tumores do sistema
nervoso central, as leucemias e o carcinoma adrenocortical (Li et al., 1988). O
carcinoma de mama é o tumor mais frequente em familias com SLF, contabilizando
de 24 a 31,2% dos tumores (Kleihues et al., 1997; Olivier et al., 2003). A medida que
mais familias tenham sido confirmadas com a sindrome, outros tipos de céancer
foram sendo relatados, como céncer gastrico, linfoma, melanoma, tumor de células
germinativas, tumor de Wilms, cancer colorretal, entre outros (Nichols et al., 2001). A
definicdo classica e melhor aceita da SLF foi definida como a presenca de um
probando com sarcoma diagnosticado antes dos 45 anos de idade, acompanhado
de um parente de primeiro grau com qualquer tipo de cancer diagnosticado antes
dos 45 anos de idade e de outro parente de primeiro ou segundo grau com qualquer
tipo de céancer diagnosticado antes dos 45 anos de idade ou um sarcoma
diagnosticado em qualquer idade (Li et al., 1988).

Em 1990, através do sequenciamento do gene TP53 em leucdcitos de
individuos com suspeita clinica de SLF, Malkin et al., detectaram altera¢cfes entre 0s
éexons 5 e 8, associando a SLF a mutagbes germinativas no gene TP53 (Malkin et
al., 1990). Mais tarde, outras inumeras familias foram identificadas com estas

mutacdes, porém com caracteristicas clinicas incompletas quando considerados os
12



critérios classicos da sindrome. Dessa forma, critérios menos restritivos foram
utilizados para definir formas variantes da doenca, chamadas de Sindrome de Li-
Fraumeni-like (SLFL), que incluem Birch, Chompret e Eeles (Birch, 1994; Eeles,
1995; Frebourg et al., 2001). Os pacientes que se encaixam nos critérios clinicos,
tanto para a forma classica quanto para as formas variantes da sindrome, tém
indicagéo para a realizacao de teste genético a fim do diagnostico.

Estudos tém mostrado que cerca de 70% das familias com SLF e cerca de
40% das familias com SLFL apresentam mutacdes germinativas em TP53 (Kleihues
et al., 1878; Olivier et al., 2003; Varley et al., 2003). A falta de concordancia de 100%
entre mutacdo germinativa em TP53 e o fenotipo classico da doenca pode ser
explicada por alteracdes pos-traducionais de p53, por supressdo completa de p53,
por efeito de genes modificadores de p53 ou por alteracdes de outros genes que
influenciam o fendtipo gerado pela presenca de alteracdes da linha germinativa
especifica (Malkin et al., 2011).

A SLF apresenta alta penetrancia. Individuos portadores de mutacdes
germinativas em TP53 tém um risco de desenvolver algum tipo de cancer estimado
em 73% no sexo masculino e de quase 100% no sexo feminino, sendo esta
diferenca entre os sexos relacionada ao alto risco de cancer de mama nas mulheres.
Mais especificamente, o risco de desenvolver cancer antes dos 15 anos, entre 16 e
45 anos e apoés os 45 anos de idade, pode chegar a 19%, 27% e 54% para 0 sexo
masculino e a 12%, 82% e 100% para o sexo feminino, respectivamente (Wu et al.,
2006). A antecipacdo nas sucessivas geracdes de portadores foi descrita (Birch et
al., 2001). Estudos na Europa e nos Estados Unidos apontam para uma taxa de
portadores de mutacdo germinativa em TP53 entre 1:5.000 a 1:20.000 nascidos-
vivos (Gonzalez et al., 2009; Lalloo et al., 2006). No Brasil, a prevaléncia de
mutacBes germinativas que ocorrem entre os éxons 5 e 8 do gene TP53, chamadas

de mutagdes classicas, ainda ndo foi determinada na populacéo geral.

1.2 Proteina p53

A proteina p53 é codificada pelo gene TP53 (OMIM #191170) (Levine, 1989),
que esta localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13.1). Este gene
compreende 20 Kb de DNA gendmico e € composto por 11 éxons (Figura 1a), sendo

0 primeiro nao-codificante (Isobe et al., 1986; Bourdon et al., 2005).
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Conhecida como “guardid do genoma” devido ao seu papel central na
manutencao da estabilidade genémica, a proteina p53 é um fator de transcricdo que
exerce multiplas fun¢des supressoras de tumor (Levine et al., 1989; Vogelstein et al.,
2000). E uma fosfoproteina tetramérica com cerca de 53KDa, cuja estrutura é tipica
de outros reguladores transcricionais. Cada um de seus monémeros é composto por
393 aminoé&cidos organizados em pelo menos cinco dominios bem caracterizados
estrutural e funcionalmente: a) um dominio de transativacdo amino-terminal
(residuos 20 a 60); b) um dominio regulatorio, rico em prolinas (residuos 63 a 97); c)
um dominio central, altamente conservado evolutivamente, responsavel pela ligagdo
de p53 as regides promotoras de seus genes-alvo (residuos 100 a 300); d) um
dominio de oligomerizacdo, fundamental para a formacdo dos tetrameros de p53
(residuos 324 a 355); €) um dominio carboxi-terminal, envolvido na regulacdo da
ligacdo ao DNA (residuos 360 a 393) (Beckerman e Prives, 2010) (figura 1).

g4 B48— B

(b) 337

(a)

175 8 a3

285,00 | 282

A

v~ ——< Sy

| 1 n v v
Dominiode Dominiorico Dominio de ligagdo Dominiode Dominiode
transativagdo em ao DNA oligomerizagdo regulagdo
(1-62) prolina (102-292) (323-356) (363-393)
(63-97)

Frequéncia 1% 2.3% 80% 3.4% 0.3%
de mutagdes
Missense 50.8% 45.4% 82.1% 36.4% 72.7%

Figura 1. Esquema correlacionando os éxons do gene TP53 (a) aos dominios
funcionais da proteina p53 (b). Note que cada dominio da proteina p53 é codificada por
regibes especificas dispostas entre os éxons 2 e 11 (o éxon 1 ndo é codificante). Em (b) s&o
indicados os numeros dos residuos de aminoacidos correspondentes a cada dominio, a
frequéncia de mutag¢des germinativas e os percentuais de mutacdes de sentido trocado em
cada dominio. Também s&o mostrados os residuos onde ocorrem as sete mutagdes mais
frequentes do gene, considerados cddons “hotspots”, situados no dominio de ligacdo ao
DNA, com excecao do residuo 337, localizado no dominio de oligomeriza¢do. Neste residuo
ocorre a mutacdo p.R337H, que apresenta uma frequéncia populacional elevada no sul do
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Brasil (aproximadamente 0,3%) devido a um efeito fundador. Adaptado de Bourdon et al.,
2005 (a) e de Brosh e Rotter, 2009 (b).

As diferentes formas de estresse celular, como dano ao DNA, sinalizacao
oncogénica, hipdxia, estresse oxidativo, encurtamento telomérico, entre outros,
promovem a estabilizacdo e ativacdo de p53 através de modificacbes poés-
traducionais, permitindo que a proteina escape da degradacéo e inicie um programa
transcricional, conduzindo as células a parada no ciclo celular, & apoptose ou a
senescéncia (Vogelstein et al., 2000; Jin et al., 2001; Harris et al., 2005). A parada
do ciclo celular e a apoptose sé&o as respostas celulares induzidas por p53 melhor
caracterizadas até o momento (Olivier et al., 2009). A modulacdo dos genes
relacionados com o ciclo celular por p53 pode levar a parada das células em um dos
seus principais pontos de controle: em G1, perto da fronteira com a fase S
(impedindo a replicagdo do DNA), ou em G2, antes da mitose (impedindo a diviséo
celular). p53 pode modular a expressao dos genes associados com a vias
apoptoéticas extrinsecas (induzindo a expressao de receptores de morte) ou
intrinsecas (induzindo a despolarizacéo e liberacdo mitocondrial de citrocomo C para
o citoplasma) (Lacroix et al., 2006). Além da regulacao de genes relacionados com a
apoptose, p53 parece também ser capaz de atuar diretamente nas mitocondrias e,
por interacbes proteina- proteina com membros da familia BCL2, acionar a
permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria e a apoptose (Schuler e
Green, 2005; Levine e Oren, 2009). Além disso, estudos tém demonstrado que p53
atua nos processos de inducdo da senescéncia, reparo do DNA, diferenciacéo
celular, inibicdo da angiogénese, inibicdo da proliferacdo celular, modulacdo da
migracgao celular, entre outros (Olivier et al., 2009; Lane e Levine, 2010).

Os sitios de ligacdo reconhecidos por p53 encontram-se geralmente nas
regides promotoras de seus genes-alvo, que séo diferencialmente modulados
(induzidos ou reprimidos) dependendo do tipo celular, da natureza do estresse e da
extensdo do dano (Lacroix et al., 2006; Vousden e Prives, 2009; Beckerma e Prives,
2010). Um nivel suave de estresse levaria a parada transitéria no ciclo celular,
acoplado a tentativa de reparar os danos causados; um nivel severo de estresse, no
entanto, a respostas mais extremas, geralmente irreversiveis, como apoptose e
senescéncia (Levine e Oren, 2009). Ao exercer multiplas fun¢des antiproliferativas

sobre as células cujo DNA esteja danificado, p53 tem demonstrado ser essencial
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para a prevencdo do processo de carcinogénese. Na figura 2, é possivel
acompanhar a atuagdo da proteina p53 como supressora tumoral.

Dano ao DNA
Sinalizagdo Oncogénica Encurtamento Telomérico
Estresse Oxidativo \ l AA// Pipoida
Disfuncdo Mitdtica \ P~ Estresse Ribossomal

o
p53 * pS3
0®e®e

Regulagdo da transcrigdo de genes-alvo \nteraga: proteina-proteina
Homeostase Defesa Reparo Parada no Senescéncia Apoptose

Metabdlica Antioxidante do DNA Ciclo Celular

Estresse suave e fisioldgico Estresse severo

Figura 2. Ativagdo de p53 por diferentes sinais de estresse celular e suas func¢des
supressoras de tumor. O ciclo de feedback p53-Mdm2 é o "coracdo” da via p53. Diversas
formas de estresse (em laranja) ativam p53, que escapa da inibicdo de Mdm2 e age de duas
formas principais (em azul claro) para integrar respostas celulares antiproliferativas,
dependentes da natureza do estresse (em rosa). Adaptado de Levine e Oren, 2009.

1.2.1 Regulagéo de p53: Mdm2, Mdm4 e Hausp

Embora a capacidade de p53 responder ao estresse celular seja essencial a
prevencdo do processo carcinogénico, os efeitos de sua resposta podem ser
dréasticos, incluindo a morte celular. Dessa forma, é preciso manter um delicado
equilibrio da atividade de p53, existindo mecanismos regulatérios bem elaborados
para esta funcdo. Em células normais ndo submetidas a fatores de estresse, o nivel
e a atividade de p53 sdo mantidos baixos. Ainda que p53 seja constantemente

7z

produzida, sua meia-vida € curta devido a rapida degradacdo dependente do
proteossoma, induzida por seus principais reguladores negativos, as proteinas
ubiquitina- ligases Mdm2 e Mdm4.

A proteina Mdm2 é codificada pelo gene MDM2 (OMIM #164785), que esta
localizado no cromossomo 12gl15. Sob condicbes normais ou nao estressadas,
Mdm2 tem papel critico na inibicdo de p53, atuando de duas formas principais.
Primeiramente, pode-se ligar diretamente ao dominio de transativacdo da regido N
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terminal de p53, inibindo a sua capacidade de causar a transcricdo dos seus genes-
alvo (Momand et al., 1992). Além disso, como uma E3 ubiquitina-ligase, Mdm2
adiciona ubiquitinas (residuos de 76 aminoacidos) na estrutura de p53,
encaminhando-a a rapida degradacédo proteossomal (Haupt et al., 1997). Por outro
lado, a transcricdo do gene MDM2 é regulada por p53, que se liga ao promotor P2
de MDM2 e estimula sua transcricdo. Dessa forma, ao ligar-se a p53, Mdm2 cria
uma alca de realimentacdo negativa: os niveis de p53 sdo controlados por Mdm2 e
vice-versa (figura 3).

A proteina Mdm4 é homdloga estrutural de Mdm2. E codificada pelo gene
MDM4 (OMIM #602704), que estd localizado no cromossomo 1g32.1. Mdm4
interage com Mdm2 formando um heterodimero com uma alta capacidade de
ubiquitinacado, levando a degradacéo de p53 (Wade et al., 2010). Além disso, assim
com Mdm2, Mdm4 se liga ao dominio de transativacdo de p53, inibindo a sua
capacidade de causar a transcricdo dos seus genes-alvo (Jackson e Berberich,
2000; Stad et al., 2001). Ainda, Mdm4 controla os niveis de Mdmz2, inibindo sua
auto-ubiquitinacdo, e é controlada por Mdm2 através da ubiquitinagdo (Marine et al.,
2007).

A regulagdo de p53 ndo ocorre apenas pela acdo de ubuquitina-ligases. A
estabilizacdo dos niveis e da atividade desta proteina conta ainda com uma enzima
da familia das ubiquitina-proteases especificas, a Hausp, que € codificada pelo gene
HAUSP (OMIM #602519), localizado no cromossomo 16p13.2. Hausp promove tanto
a desubiquitinacdo de p53, protengendo-a da degradacdo, quanto a
desubiquitinagcdo de Mdm2 e Mdm4, funcionando como importante regulador da rota
como um todo (Books et al., 2004; Books et al., 2007). A interagdo p53, Mdmz2,

Mdm4 e Hausp pode ser vista na figura 3, a seqguir.
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Figura 3. Regulacdo de p53. p53 liga-se a regido promotora de MDM2, regulando sua
expressao. As proteinas Mdm2 e Mdm4 se ligam e inativam p53 pela inibicdo das atividades
transcricionais de p53 e pela promocdo da ubiquitinacdo e subsequente degradacdo
proteossomal de p53. A proteina Hausp desubiquitina p53 e inativa o complexo Mdm2-
Mdm4. Adaptado de Books et al., 2007.

1.3 Mutacdes no gene TP53

A perda de funcdo de p53 por mutacfes deletérias no gene TP53, permite
qgue a divisdo celular ocorra mesmo que o DNA esteja danificado, predispondo as
células a um répido acumulo de danos genéticos. Assim como as mutacdes, 0S
polimorfismos em TP53 também podem desempenhar um papel no desenvolvimento
de tumores. O banco de dados do gene TP53, mantido e desenvolvido pela Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC, http://www-p53.iarc.fr/), inclui
mutacdes somaticas, mutacdes germinativas ou variagbes na sequéncia de DNA,
que foram relatadas na literatura desde 1989.

O tipo e a distribuicdo das mutacdes somaticas e germinativas em TP53 séo
muito similares (figura 4) e, considerando todas as alteragbes ja identificadas e
compiladas no banco de dados da IARC, cerca de 75% sé&o substituicbes de apenas
um nucleotideo que promovem a troca de um aminoacido (mutagbes missense ou
de sentido trocado) (figura 4a) (Olivier et al., 2010). Estas mutacdes ocorrem

predominantemente na regido correspondente ao dominio de ligacdo ao DNA de p53
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(entre os éxons 5 e 8) (Hainaut e Hollstein, 2000; Petitjean et al., 2007). Embora ja
tenham sido identificadas substituicbes em quase todos os residuos deste dominio,
ha seis cdédons preferenciais ou “hotspots” (R175, G245, R248, R249, R273 e R282)
(figura 1b e 4b) onde ocorrem aproximadamente 30% das mutagbes em TP53
(Brosh e Rotter, 2009; Oliver et al., 2010).

a) Germinativas Somaticas
% 3% s, 2%
= missense
m frameshift
nonsense 9%
silent
= splice
= other
74%
® b) Germinativas %0 Somaticas
n 337
300 20 |2
oo
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50
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Figura 4. Comparacao entre mutacdes germinativas e soméaticas do gene TP53. a) Os
gréficos circulares mostram a propor¢do dos diferentes tipos de mutagfes germinativas e
somaticas em TP53. b) Os histogramas mostram o0s principais pontos de mutagéo

germinativa e somética na sequéncia codificante de TP53. Adaptado de Oliver et al., 2010.

Além destes seis hotspots, uma importante mutagéo € encontrada no residuo
337 de TP53, correspondente ao dominio de oligomerizacdo de p53 (figura 1b). A
mutacdo TP53-p.R337H consiste na substituicdo nucleotidica G>A (c.1010G>A) no
éxon 10 do gene TP53 e promove a troca de uma arginina para uma histidina. Esta
alteracdo tem sido identificada em alta frequéncia nas regides sul e sudeste do
Brasil, em pacientes afetados com diferentes tipos de tumores, tanto na populacéo
em geral quanto em familias que preenchem critérios de SLF e SLFL, devido a um
efeito fundador (Figueiredo et al., 2006; Achatz et al., 2007; Palmero et al., 2008;

Garritano et al., 2010). Sua relacdo patogénica com o cancer de mama no fendtipo
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SLFL poderia explicar, a0 menos em parte, a elevada incidéncia da deste tipo de
cancer na regiao.

A maioria das muta¢gBes em TP53 encontradas em células tumorais humanas
impede a ligagdo de p53 a sequéncia de DNA alvo. Os hotspots apresentam sitios
CpG, onde citosinas sao geralmente metiladas e sua desaminagdo espontanea
induz a transigéo de citosina para timina. Substituicbes nestes residuos resultam em
uma proteina com menor afinidade pelo DNA e, portanto, com menor capacidade de
atuar como fator de transcricdo e suprimir a proliferacdo celular (Szymanska e
Hainaut, 2003). Além disso, acredita-se que, em heterozigotos, a proteina p53
mutante possa apresentar acdo dominante-negativa sobre p53 selvagem através de
hetero-oligomerizacdo das proteinas normais e mutantes na formacao do tetramero
funcional, contribuindo para a inativacdo de p53 selvagem (Brosh e Rotter, 2009;
Oliver et al., 2010). Ainda, a proteina p53 mutante pode ter um ganho de funcédo ao
adquirir propriedades oncogénicas, inativando p63 e p73, outros membros da familia
de p53 que em condi¢cdes normais tém a funcdo de suprimir a tumorigénese (Brosh
e Rotter, 2009).

1.4 Cancer de Mama

Em mulheres, o cancer de mama (CM) é o tumor maligno mais comum e a
segunda principal causa de morte por cancer. Para 2014, estima-se o surgimento de
57.120 casos novos da doenca no Brasil, risco estimado de 56 casos a cada 100 mil
mulheres. A regido sul do pais apresenta uma das maiores taxas de incidéncia,
podendo chegar a cerca de 88 casos de CM a cada 100 mil mulheres (INCa, 2014).

A histéria familiar de cancer de mama € um fator de risco significativo para o
desenvolvimento da doenca e estima-se que 5 a 10% dos casos estejam
relacionados a predisposi¢cao hereditaria (Walsh et al., 2006; Euhus et al., 2013). Os
determinantes genéticos desta doenca ainda ndo estdo totalmente caracterizados. O
gene TP53 foi um dos primeiros genes a ser relacionado com o CM familial, em
1990 (Malkin et al., 1990), seguido pelos genes BRCA1, em 1994, e BRCA2, em
1995 (Euhus et al., 2013), estes dois dultimos envolvidos na Sindrome de
Predisposicao Hereditaria ao Cancer de Mama e Ovério (HBOC).

Em geral, as mutacdes deletérias nos genes BRCA1 e BRCA2 ocorrem em

cerca de 1: 400 a 1: 800 mulheres numa populacdo nédo selecionada para historia
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familiar e confere um elevado risco (40 a 80%) de desenvolver cancer de mama ao
longo da vida. Mutacdes deletérias nos genes TP53 e PTEN também conferem um
risco elevado do desenvolvimento da doenca ao longo da vida, mas ocorrem mais
raramente na populacédo. Uma série de mutacfes de penetrancia moderada também
ja foram associadas ao cancer de mama familial, incluindo altera¢gdes nos genes
CHEK2, PALB2, entre outros. Ao todo, as mutacdes de alta e moderada penetrancia
a susceptibilidade ao cancer de mama, provavelmente, representem pouco mais de
30% dos casos de CM familial. A proporcéo de risco restante pode ser explicada por
alelos comuns de baixa penetrancia dos quais se tém estudado, principalmente, os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) (Maxwell e Nathanson, 2013). Na tabela

1, a sequir, estdo relacionados alguns dos principais genes de predisposicdo ao CM.

Tabela 1. Genes de predisposicdo ao CM e respectivas sindromes. Essa tabela mostra
alguns dos principais genes de predisposicdo ao CM, dispostos por ordem de penetrancia.
Adaptado de Euhus et al., 2013.

Gene Risco de vida Frequéncia Histériafamiliar e indicacéo fenotipica
para CM (%) Alélica (%)

BRCA1l 65-81

BRCA2 45-85

TP53 50-80

PTEN 50-85

PALB2 20-30

CHEK2 15-25

0,06-1,5

0,06-1,5

<0,0005

0,0005

0,2

0,3-1,7

Sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario:
CM de aparecimento precoce, cancer de ovario,
aumento modesto no risco de CM masculino.

Sindrome hereditaria de cancer de mama e ovario:
CM de aparecimento precoce/tardio, cancer de
ovario, melanoma, céancer pancreatico, CM
masculino.

Sindrome de Li-Fraumeni: CM de aparecimento
muito precoce, sarcoma, carcinoma adrenocortical,
tumores cerebrais, tumores de phyllodes, e outros.
RE-positivo, PR-positivo, receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2-positivo no CM.

Sindrome de Cowden: CM, doencas benignas e
malignas na tire6ide, cancer de endométrio, cancer
colorretal, macrocefalia, triquilemomas, queratoses
palmo-plantar, papilomatose da mucosa oral,
doenca benigna da mama; 11% -48% mutacdes de
novo.

CM de aparecimento tardio, o CM masculino, o
cancer de pancreas

Espectro de cancer similar & sindrome de Li-
Fraumeni, mas menor penetrancia; CM masculino
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1.4.1 Mutacdes no gene TP53 em cancer de mama

Estudos sugerem uma forte associacdo entre a presenca de mutacdes
germinativas em TP53 e a superexpressao da proteina HER2 em carcinomas de
mama. Segundo estudos da América do Norte, cerca de 63 a 83% dos tumores de
mulheres portadoras de mutacdo germinativa neste gene apresentam
superexpressao de HER2, comparados a 19% a 25% naquelas sem mutacao
germinativa em TP53 (Wilson et al., 2010; Melhem-Bertrandt et al., 2012; Masciari et
al., 2012). Estima-se que em mulheres jovens (idade média de 38,5 anos)
diagnosticadas com cancer de mama, o desenvolvimento de tumor HER2-positivo
pode aumentar em cerca de 7 vezes a probabilidade de apresentar mutacao
germinativa em TP53 (Melhem-Bertrandt et al., 2012).

Embora mutagbes germinativas em TP53 tenham sido classicamente
associadas a SLF, a frequéncia destas mutacdes em mulheres com cancer de
mama, independente do subtipo, diagnosticado antes dos 30 anos de idade e nao
selecionadas para historia familiar, varia de 1 a 7% (Lalloo et al., 2006; Gonzalez et
al., 2009; Mouchawar et al., 2010). Em contraste, ao restringir este grupo para
mulheres com cancer de mama do subtipo HER2-positivo diagnosticado até os 50
anos de idade, Rath et al. mostraram que apenas 1,4% das pacientes (3 de 213)
eram portadoras de mutacéo germinativa em TP53 (Rath et al., 2013). Corroborando
com este estudo, dados nao publicados do nosso grupo mostram que 6,6% de
mulheres (7 de 106) com cancer de mama e superexpressdao de HER2
diagnosticado antes dos 60 anos de idade apresentaram mutacdo germinativa em
TP53 (Fitarelli-Kiehl et al.). Uma possivel explicacdo para a baixa prevaléncia
encontrada por ambos 0s grupos é a presenca de outro mecanismo pelo qual a
célula possa atenuar a atividade de p53 no processo de carcinogénese, como
polimorfismos em genes cujos produtos estejam envolvidos com a sua via de

regulacéao.

1.4.2 Cancer de mama com superexpressao de HER2
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O cancer de mama representa um grupo altamente heterogéneo de tumores,
tanto a nivel clinico quanto molecular (Voduc et al., 2010; Minafra et al., 2012). E
possivel a identificacdo de subgrupos moleculares (luminais A e B, HER2 e basal)
empregando imunohistoquimica (Gobbi, 2012).

A proteina HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) € um receptor
de membrana com atividade tirosina quinase, codificada pelo oncogene ERBB2
(também conhecido como c-erbB-2), localizado no cromossomo 17qg21-22
(Coussens et al., 1985). Est4 superexpressa em aproximadamente 15 a 30% dos
casos de cancer de mama (Slamon et al., 1989; Ross e Fletcher, 1998; Collins et al.,
2012). Em cerca de 90% dos casos de cancer de mama HER2-positivos, a
superexpressdo de HER2 esta associada a amplificacdo (aumento do numero de
cOpias) do oncogene ERBB2. Os outros mecanismos de superexpressdo ainda nao
estdo totalmente esclarecidos, mas parecem estar relacionados com alteragdes na
transcricdo génica, na meia-vida ou no processo de reciclagem da proteina HER2
(Magnifico et al., 2007).

HER2 faz parte de uma familia composta por quatro receptores de fatores de
crescimento (HER1 ou EGFR, HER2, HER3 e HERA4), os quais apresentam
homologia estrutural, com (1) um dominio extracelular de ligacdo a ligante (com
excecao de HER2), (2) um dominio transmembrana e (3) um dominio intracelular
com funcgdo tirosina quinase (Figura 5) (Moasser, 2007). Para os membros HER1,
HER3 e HERA4, a ligacéo de ligantes aos seus dominios extracelulares induzem uma
mudanca conformacional, que promove a dimerizacdo e a consequente
transfosforilacdo de seus dominios intracelulares. A proteina HER2, no entanto, ndo
apresenta sitio para ligacao de ligante externo e o seu dominio extracelular existe
em uma conformacdo constitutivamente ativa. Em células normais, HER2
preferencialmente forma heterodimeros com HER3 quando este sofre mudanca
conformacional induzida por ligante; em células que superexpressam HER2, porém,
homodimeros de HER2 sdo formados espontaneamente, permitindo que seus
dominios intracelulares sejam transfosforilados sem a necessidade de um sinal
extracelular que regule a via. Estes residuos fosforilados ativam uma série de
cascatas de mensageiros secundarios, estimulando vias de sinalizag&o intracelular.
Assim, fatores de transcricdo sao ativados e regulam genes envolvidos na
proliferacdo celular, na sobrevivéncia, na diferenciacdo, na angiogénese, na invasao

e na metastase (Moasser, 2007; Gutierrez e Schiff, 2011). Dessa forma, tumores
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com superexpressao de HER2 sao particularmente agressivos, com aumento do

potencial proliferativo e metastéatico (Ross et al., 2003).

Intracellular

Figura 5. Representacdo comparativa da familia de receptores para fatores de
crescimento HER. Observa-se a semelhanca estrutural entre os quatro receptores, com um
dominio extracelular de ligagdo a ligante (exceto em HER2), um dominio transmembrana e
um  dominio intracelular com  atividade tirosina quinase. Extraido de
http://www.biooncology.com/research-education/hdis/her2-dimerization, acesso em 02
de out, 2014.

A andlise da expressdo de HER2 é um procedimento de rotina para as
pacientes com diagndstico de cancer de mama. O método predominantemente
utilizado é a imunohistoquimica (IHQ), que detecta os niveis da proteina HER2 nas
células tumorais através da utilizacdo de anticorpos mono ou policlonais. Por esta
analise, os carcinomas de mama podem ser classificados em uma escala de 0 a 3+,
sendo HER2 0 ou 1+ (negativos para expressao de HER2), HER2 2+ (expressao
intermediéaria, considerado resultado indeterminado para superexpressdo de HER2)
e HER2 3+ (positivos para superexpressao de HER2). Segundo recomendac¢fes da
ASCO/CAP, tumores com expressao HER2 2+ devem ser submetidos a hibridizacéo
in situ fluorescente (FISH), que define o nimero de copias do gene ERBB2 nas
células. Tumores com resultado 2+ na IHQ e positivo na analise por FISH séo
considerados positivos para superexpressao de HER2 (Wolff et al., 2007).

Atualmente, duas drogas estdo aprovadas pela FDA (Food and Drug

Administration) para o tratamento especifico de pacientes com cancer de mama

24


http://www.biooncology.com/research-education/hdis/her2-dimerization

HER2-positivo: o trastuzumab (Herceptin®, Genentech), um anticorpo monoclonal
humanizado que reconhece o dominio externo de HER2 e inibe as vias de
sinalizacao desencadeadas por esta proteina; e o] lapatinib
(Tykerb®, GlaxoSmithKline), um inibidor que blogueia a atividade tirosina quinase de
HER2. O direcionamento da terapia tem melhorado as perspectivas de pacientes
com esse subtipo agressivo de cancer de mama, mas o tratamento sO é eficaz em
pacientes cujos tumores expressam altos niveis de HER2 ou apresentam
amplificacdo do gene ERBB2 (Gutierrez e Schiff, 2011).

1.5 Polimorfismos modificadores de p53

Além das mutacBes no gene TP53, inumeros SNPs germinativos ja foram
identificados, tanto em TP53 quanto nos genes que codificam os seus reguladores,
MDM2, MDM4 e HAUSP. Ao contrério do efeito causal das muta¢cfes germinativas
em TP53, os polimorfismos exercem efeitos mais sutis no desenvolvimento do
cancer. Além disso, estudos tém demonstrado a acdo desses SNPs como
modificadores do fendtipo de pacientes com Sindrome de Li-Fraumeni (Bougeard et
al., 2006; Fang et al., 2010).

1.5.1 Polimorfismo no gene TP53: rs1042522 (c.215G/C, p53 Arg72Pro)

O polimorfismo ¢.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522) é um dos mais
estudados em TP53 e j4 foi caracterizado como uma variante funcional (Sun et al.
2010). Localizado no cédon 72, no éxon 4, este SNP resulta na substituicdo de
aminoacido de uma prolina (Pro) para uma arginina (Arg) e, dependendo do alelo
presente, codifica a proteina p53 com diferentes propriedades. O residuo 72 fica no
dominio de p53 rico em prolina (figura 1), essencial para a resposta apoptotica
completa. Embora o alelo 72Arg resulte em uma proteina capaz de induzir apoptose
com cinética mais rapida, o alelo 72Pro resulta em uma proteina que induz
senescéncia de forma mais eficiente e interrompe o ciclo celular com maior eficacia
(Dumont et al. 2003; Pim and Banks 2004; Oliver et al, 2010).

A associacdo de p53 Arg72Pro com o risco de cancer de mama, tanto
esporadico quanto familiar, tem sido amplamente investigada, mostrando resultados
contraditorios em diferentes populacdes. Alguns estudos associam 0 genotipo
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ArgArg a predisposicdo ao cancer de mama (Buyru, et al., 2003; Ohayon et al.,
2005); outros, o alelo 72Pro ao risco aumentado de desenvolver a doenca (Huang et
al., 2003; Proestling et al., 2012; Krivokuca et al., 2014). Alguns estudos de meta-
analises, no entanto, ndo detectam nenhuma associagéo (Schmidt et al., 2007; He et
al., 2011; Ma et al., 2011; Hou et al., 2013).

Com relacdo a idade ao aparecimento de cancer, os dados sdo mais
consistentes, relacionando a presenca do alelo 72Arg a antecipacdo da idade ao
diagndstico, tanto em pacientes portadores de mutacao germinativa em TP53, com
inicio de céancer cerca de 12 anos mais cedo (Bougeard et al., 2006), quanto em
pacientes nao selecionados para histéria familiar (Proestling et al., 2012). A média
de idade ao surgimento de tumor nos pacientes com SLF é ainda menor quando
também s&o portadores do alelo de risco para 0 MDM2 SNP309, indicando um efeito

cumulativo de ambos os polimorfismos (Bougeard et al., 2006; Schmidt et al., 2007).

1.5.2 Polimorfismo no gene MDM2: rs2279744 (c.14+309T/G, MDM2 SNP309)

No gene MDM2, ha um importante polimorfismo no intron 1, regido intrénica-
promotora, ¢.14+309T/G (MDM2 SNP309, rs2279744). A mudanca do alelo T para o
alelo G aumenta a afinidade do fator de transcricdo SP1 de MDM2, aumentando a
sua transcricdo e, conseguentemente, 0s niveis elevados da proteina Mdmz2, que é
um regulador negativo critico de p53, atenuam a resposta de p53 ao estresse e
levam a um aumento do risco de cancer e/ou a formagcdo de tumores com
progressao acelerada. (Bond et al., 2004; Levine et al., 2000).

O MDM2 SNP309 tem sido associado ao risco de cancer de mama, mas 0s
resultados sdo inconclusivos. Embora varios estudos, alguns deles com milhares de
amostras de pacientes, ndo mostrem nenhuma associag¢ao entre o alelo SNP309G e
o risco do desenvolvimento da doenca (Schmidt et al., 2007; Wilkening et al., 2007),
ja foram publicados trabalhos indicando esta associacdo (Post et al., 2010; Fang et
al., 2010; Zhao et al., 2011). Em 2010, foram gerados camundongos a partir da
introduc&o das sequéncias promotoras humanas no locus de murino homologo para
examinar os efeitos diretos do SNP309 sobre a tumorigénese. Foi visto que o
gendtipo GG resultava em um aumento do risco de tumores esporadicos, e o alelo
SNP309G potencializava o fenotipo tumoral e alterava o espectro de tumores em

camundongos que herdavam uma mutacdo no hotspot p53R172H. Estes dados
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fornecem evidéncias para o efeito causal do alelo SNP309G no aumento do risco de
cancer em humanos, tanto esporadico quanto familiar (Post et al., 2010). Além disso,
um estudo que analisou o MDM2 SNP309 em pacientes com SLF sem mutacao
germinativa em TP53 mostrou que estas tiveram o dobro da percentagem do
gendtipo GG do que a populagéo geral, sugerindo que o polimorfismo pode ter efeito
causador adicional desta sindrome (Ruijs et al., 2007).

Quanto a idade, o alelo SNP309G tem sido encontrado em uma maior
frequéncia em pacientes com cancer de mama precoce (Lang et al., 2009) e tem
sido associado a antecipacdo da idade ao diagnostico de cancer tanto nas pacientes
com SLF, diagnosticadas, em meédia, 11 anos mais cedo (Bond et al., 2004,
Bougeard et al., 2006; Ruijs et al., 2007; Marcel et al., 2009), quanto nas pacientes
sem nenhuma mutacdo conhecida em TP53 (Bond et al., 2006; Wasielewski et al.,
2006). Esse alelo também est4 associado a um risco aumentado de céncer de
mama e de ovario em pacientes com mutacdes herdadas em BRCALl e BRCA2
(Yarden et al., 2008).

1.5.3 Polimorfismo em MDM4: rs1563828 (c.753+572C/T)

No gene MDM4, ha um polimorfismo no intron 9, que consiste na alteracéo
c.753+572C/T (rs1563828). O efeito desta variante na rota de p53 ainda ndo € bem
compreendido. No entanto, de forma semelhante a proteina Mdm2, a
haploinsuficiéncia de Mdm4 conduz a um aumento da atividade de p53, sugerindo
gue a mudanca de um par de base em MDM4 poderia alterar os niveis da proteina o
suficiente para afetar a via de p53 (Terzian et al., 2007).

Embora esse polimorfismo ndo pareca estar associado ao risco para o cancer
de mama, pacientes homozigotas para o genoétipo TT estdo associadas a menor
idade ao inicio da doenca (Song et al., 2012). Em um estudo publicado em 2009, a
analise de haplotipos contendo o polimorfismo rs1563828 foi associada com idade
precoce ao diagnéstico de cancer de mama com receptor de estrogénio negativo,
mas ndo com receptor de estrogénio positivo (Kulkarni et al., 2009). Em portadores
da mutacéo germinativa em TP53, ndo parece haver impacto do polimorfismo sobre

0 aparecimento de tumor (Fang et al., 2010).

1.5.4 Polimorfismo em HAUSP: rs1529916 (c.2719-234G/A)
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No gene HAUSP, ha um polimorfismo no intron 25, que consiste na alteracéo
€.2719-234G/A (rs1529916). O efeito desta variante na via de p53 ainda ndo € bem
esclarecido. A presenca do alelo A ja foi associada com infertilidade e com maior
agressividade em tumores de prostata (Kang et al., 2009; Sun et al., 2010), mas o
seu efeito no contexto de pacientes com cancer de mama e/ou com SLF ainda ndo é

conhecido.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama com superexpressao de HER2 é particularmente
agressivo e tem sido associado a um pior prognostico. Dessa forma, uma melhor
caracterizacdo molecular das pacientes diagnosticadas com este subtipo de tumores
de mama poderia contribuir para o melhor entendimento da doenca.

MutacBes germinativas em TP53 ocorrem em 1 a 7% de mulheres com
cancer de mama em idade muito jovem (antes dos 30 anos) e ndo selecionadas
para histéria familiar. A superexpressdo de HER2 supostamente aumenta a chance
de se identificar mutacdo em TP53 em aproximadamente 7 vezes (Melhem-Bertrandt
et al.,, 2012). Porém, ao contrario desta suposicao, estudos recentes encontraram
uma baixa prevaléncia de mutacbes germinativas em TP53 em pacientes com
cancer de mama com superexpressado de HER2 (Rath et al., 2013; Fitarelli-Kiehl et
al., 2014). Baseando-se na existéncia de variantes genéticas funcionais, tanto em
TP53 quanto em genes da sua via de sinalizacdo (MDM2, MDM4 e HAUSP) capazes
de atenuar a via de p53, nossa proposta no presente estudo € avaliar se 0s
polimorfismos TP53 ¢.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522), MDM2 c¢.14+309T/G
(MDM2 SNP309, rs2279744), MDM4 ¢.753+572C/T (rs1563828) e HAUSP ¢.2719-
234G/A (rs1529916) poderiam contribuir como fatores de risco adicionais para 0
desenvolvimento desse tipo especifico de cancer de mama.

Alguns destes polimorfismos ja foram propostos como modificadores do
fendtipo relacionado a mutacBes germinativas em TP53 em pacientes com cancer
de mama. Portanto, também se justifica a investigacdo da sua potencial influéncia na
idade ao diagnostico dessas pacientes, num contexto de superexpressao de HER2.

O estudo é relacionado a linha de pesquisa desenvolvida durante o Doutorado
de Mariana Fitarelli-Kiehl, um projeto mais abrangente que investiga a prevaléncia
de alteracdes germinativas em TP53 em cancer de mama HER2-positivo, bem como

os diferentes fatores que potencialmente levam ao aumento da expressao de HER2.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Investigar o papel de polimorfismos em TP53 e em genes da via de sinalizagao de
p53 em pacientes com cancer de mama e superexpressao de HER2, nos contextos

de presenca e auséncia de mutac¢des germinativas em TP53.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar as prevaléncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
p.Arg72Pro (rs1042522) em TP53, ¢.14+309T/G (rs2279744) em MDM2,
C.753+572C/T (rs1563828) em MDM4 e ¢.2719-234G/A (rs1529916) em HAUSP em
mulheres que desenvolveram CM com superexpressao de HER2 e comparar com
grupo controle de mulheres sem CM.

3.2.2 Comparar as prevaléncias alélicas e genotipicas desses mesmos
polimorfismos nas mulheres com CM e superexpressdo de HER2 positivas para
mutacdo germinativa em TP53 e negativas para mutacdo germinativa em TP53 com

o grupo controle de mulheres sem CM.
3.2.3 Avaliar o impacto desses polimorfismos na idade ao diagnéstico do CM com

superexpressao de HER2 tanto nas pacientes positivas para mutacdo germinativa

em TP53 quanto nas pacientes negativas para mutacdo germinativa em TP53.
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Abstract

Li-Fraumeni and Li—Fraumeni-like syndromes (LFS/LFL), characterized by the
development of multiple early onset cancers, are associated with germline TP53
mutations. Studies suggest a strong association between these mutations and
overexpression of HER2 protein in breast cancer (BC). In groups of women with
HER2-positive BC, however, has been identified a low prevalence of germline TP53
mutations. Polymorphisms in the p53 signaling pathway also have been linked to
cancer risk and modifier effects on LFS/LFL. We assessed the involvement of SNPs
p53 Arg72Pro, MDM2 SNP309, MDM4 ¢.753+572C/T and HAUSP ¢.2719-234G/A
on risk and age at diagnosis of patients with HER2-overexpressing BC in the context
of germline TP53 mutations. MDM2 SNP309 GG genotype was more prevalent only
in TP53 germline mutation carriers (TP53+) (P=0.003) while the frequency of the
MDM4 c¢.753+572 T allele was higher only in patients without germline TP53
mutations (TP53-) (P=0.042). Presence of the HAUSP ¢.2719-234 A allele had a
protective effect, resulting in a 3 years delay in the age of cancer diagnosis in the
TP53 mutation negative patients (P=0.033). These results suggest that
polymorphisms in the p53 signaling pathway may be involved with HER2-

overexpressing BC in TP53 mutation status dependent manner.
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Introduction

Li-Fraumeni syndrome (LFS) (OMIM #151623) is a rare autosomal dominant
disorder of predisposition to multiple early onset cancers, caused by a germline
mutation in the TP53 tumour supressor gene (OMIM #191170) [1, 2]. The most
frequent cancers associated with LFS are breast cancer (BC), bone and soft tissue
sarcomas, brain tumors and adrenocortical carcinomas. Other less frequent cancers
include leukemia, stomach cancer and colorectal cancer [3]. Families with incomplete
features of LFS are referred to as having Li-Fraumeni-like syndrome (LFL), for which
several clinical definitions have been proposed, as Birch, Chompret and Eeles [4 —
6].

The p53 protein is involved in many cellular functions, including cell cycle
arrest, apoptosis, DNA repair and maintenance of genetic integrity [7]. TP53 germline
mutations, detected in about 77% of LFS and 40% of LFL families [8], can lead to
decrease or loss of these functions and, consequently, other genetic alterations may
accumulate in the cell [9]. Previous studies suggest a strong association between the
presence of germline TP53 mutations and overexpression of HER2 protein in breast
carcinomas. Approximately 63-83% of the breast tumors occurring in women with
germline TP53 mutations showed overexpression of HER2 compared to 19-25% in
those diagnosed in women without germline TP53 mutations [10 — 12].

The HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) protein is a
membrane receptor with tyrosine kinase activity, overexpressed in about 15 to 30%
of BC [13 — 15]. When overexpressed, HER2 is able to activate and regulate
intracellular expression of different genes involved in the growth and proliferation of
tumor cells signaling [16]. Therefore, tumors overexpressing HER2 are particularly
aggressive with increased proliferative and metastatic potential [17].

Although germline TP53 mutations have been classically associated with LFS,
the frequency of these mutations in women diagnosed with BC before 30 years old,
unselected for family history, ranges from 1 to 7% [18 — 21]. However, when this

group is restricted to women with HER2-overexpressing BC, a low prevalence of
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germline TP53 mutation is shown in these patients. Rath et al. showed that in women
with HER2-positive (HER2+) BC diagnosed before 50 years old, only 1.4% of
patients (3 of 213) were carriers of germline TP53 mutation [22]. Corroborating this
study, unpublished data from our group show that 6.6% of women (7 of 106) with
HER2-overexpressing BC diagnosed before 60 years old showed germline TP53
mutation [23].

In addition to mutations, numerous germline single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) have already been identified in TP53 and in other genes of the p53 pathway,
such as MDM2, MDM4 and HAUSP. In normal cells, that are not exposed to stress,
levels of p53 must be kept low. Acting as an ubiquitin protein ligase (E3), the Mdm2
oncoprotein is a key negative regulator of p53, which targets p53 towards
ubiquitination and proteasomal degradation [24]. Mdm4, which is a structural
homologue of Mdmz2, interacts with Mdm2 forming a heterodimer with a high capacity
for ubiquitination, both leading to degradation of p53 [25]. Hausp stabilizes Mdm2,
Mdm4 and p53 via its specific deubiquitinase activity [26]. The Mdm2, Mdm4 and
Hausp proteins thus maintain p53 level and activity. The pivotal role of these proteins
in the control of p53 argues that polymorphisms at these loci may be important for
the modulation of p53 function and may exert some effects on risk of cancer or tumor
onset [27].

Based on the surprising low prevalence of germline TP53 mutations found in
patients with HER2+ BC in a local cohort and on the existence of functional genetic
variants able to attenuate the p53 pathway, in this study we analyzed the
polymorphisms TP53 ¢.215G/C (p53 Arg72Pro, rs1042522), MDM2 c¢.14+309T/G
(MDM2 SNP309, rs2279744), MDM4 ¢.753+572C/T (rs1563828) and HAUSP
€.2719-234G/A (rs1529916) in women with HER2-overexpressing BC. We
hypothesized that these SNPs could act as modulating factors on HERZ2-
overexpressing breast cancer risk, contributing to the development of this specific
subtype of the disease. We evaluated for the first time the involvement of these
SNPs on risk and age at diagnosis of patients with HER2-overexpressing BC in the

context of presence or absence of germline TP53 mutations.

Materials and methods

Patients
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Overall, 110 patients (table 1) were recruited using the following inclusion
criteria;. women with breast cancer (BC) diagnosed before age 60 years and
presenting an immunohistochemical analysis of the tumor showing HER2
overexpression (2+ and 3+). In addition, were screened 184 asymptomatic women
who participated in a BC screening program in Southern Brazil [28]. All individuals
recruited for this study provided written informed consent and authorized the
publication of their pedigrees. This study was approved by the institutional research
and ethics committees of the coordinating center of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), under protocol # 11-0427.

Study groups

Prevalence of polymorphisms

For the genotypic and allelic prevalence analysis, we included a consecutive
sample of 106 patients with HER2-overexpressing BC, diagnosed at HCPA between
the years 2007 and 2012 and unselected for family history of cancer. These women
were previously genotyped for the TP53 gene, and 7 of them carried the following
germline  mutations:  ¢.108G>A/c.993+12T>C; p.G244D/WT; p.K351E/WT,;
€.1100+30A>T/WT and c.639A>G/WT (the last one found in 3 patients).

Genotype-phenotype Correlations

To analyze the potential action of these variants in the TP53, MDM2, MDM4
and HAUSP genes as phenotype modifiers, we genotyped 108 women with HER2-
overexpressing BC, 97 of them without and 11 with germline TP53 mutations. All
these 97 women without germline TP53 mutations were the same oh the previous
study group. The 11 women with germline TP53 mutations was compound by the 7
patients of the previous study group plus 4 additional women with the same inclusion
criteriaz. and a known mutation in TP53 gene (p.G245S/WT; p.R273H/WT,;
p.G244D/WT; IVS6+1G>T/WT). Clinical data of recruited patients were obtained by
interviews, specific questionnaires and/or review of medical records. The family

history of cancer was assessed and classified according to criteria for LFS/LFL
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(classic, Birch, Chompret and Eeles) and Hereditary Breast and Ovarian Cancer
(HBOC) syndrome (ASCO criteria). The two patients whose family histories fulfilled

HBOC criteria were excluded from this analysis (see table 1).

Genotyping analysis

Peripheral blood samples were collected in EDTA vials and DNA isolated
using the GE extraction kit (GE Healthcare Lifesciences, BR), as described by the
manufactures. Germline TP53 mutation screening in HER2-overexpressing BC cases
was previously performed by High Resolution Melting (HRM) analysis followed by
Sanger sequencing of the entire coding sequence and flanking intronic regions [23].
For all polymorphisms, TP53 rs1042522 (c.215G/C), MDM2 rs2279744
(c.14+309T/G,), MDM4 rs1563828 (c.753+572C/T) and HAUSP rs1529916 (c.2719-
234G/A), genotyping was performed by real-time PCR using TagMan® allelic
discrimination system, and was included positive and negative internal controls in all
experiments. For genotyping of the TP53, MDM4 and HAUSP polymorphisms, each
reaction contained 11.5uL of total volume, including: 20ng of genomic DNA, 6.25uL
of TagMan Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystems Inc.) and 0.3125uL of
probe 40X (Applied Biosystems USA), as previously described [29]. For the MDM2
polymorphism genotyping, reaction included: 20ng of genomic DNA, 6.25uL of
TagMan Genotyping Master Mix 2X (Applied Biosystems Inc.), 0.075 uM of each
specific primer and 0.0075uM of probes SNP Genotyping assay 40X specific for each
allele (Applied Biosystems USA), as previously described [29]. Experiments were
performed using a StepOne PCR Real-Time System (Applied Biosystems Inc.), with
an initial cycle of 10 minutes at 95°C, followed by 45 cycles of 15 seconds at 92°C
and 1 minute at 60°C.

Statistical Analysis
Comparisons of genotype and allelic distribution of each polymorphism

between cases and controls were performed by x2 test. Comparison of mean age

was assessed by the non-parametric Mann—-Whitney test. Statistical analyses (non-

36



adjusted) were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) 18.0 software.

Results

Clinical characteristics of patients

Age at diagnosis of cancer, immunohistochemical (IHC) HER2, estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PR) status of tumors and family cancer
history are summarized in Table 1. In the TP53+ group, 8 of the 11 (72.7%) breast
tumors were classified as HER2 3+, whereas 54 of the 99 (54.6%) breast tumors in
TP53- women were HER2 3+. About half (55%) of the TP53+ patients were positive
for both ER and PR while about 65% and 55% of TP53- patients were positive for ER
and PR, respectively. Most TP53+ patients (81.8%) showed clinical criteria for
LFS/LFL. In TP53- women, 36.4% also showed a family history consistent with
LFS/LFL and 2% showed HBOC criteria.

Prevalence of polymorphisms

We first compared the distribution of the four polymorphisms between the
group of 106 cases of HER2-overexpressing BC (7 with germline TP53 mutation) and
the control group (N = 184), regardless of their TP53 mutation status. These
populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. No significant difference was
observed in the distribution of genotypic and allelic frequencies between the two
groups for any of the four polymorphisms, TP53 ¢.215G/C, MDM2 ¢.14+309T/G,
MDM4 c¢.753+572C/T and HAUSP ¢.2719-234G/A (table 2). When we stratified
women with HER2-overexpressing BC in TP53- (N = 99) andTP53+ (N = 7) patients,
the GG genotype of SNP MDM2 c¢.14+309T/G was more prevalent in HER2-
overexpressing BC TP53+ group than in the control group (P = 0.003) but did not
differ between cases of HER2-overexpressing BC TP53- and controls (table 3). On
the other hand, the T allele of SNP MDM4 ¢.753+572C/T was more prevalent in
patients with HER2-overexpressing BC TP53- than in the control group (P = 0.042)

but did not differ between cases of HER2-overexpressing BC TP53+ and controls
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(table 3). The genotypic and allelic frequencies of TP53 p.Arg72Pro and HAUSP
€.2719-234G/A did not differ from the control group (see table 3).

Effect of polymorphisms on age at BC diagnosis

We next analyzed the age diagnosis of HER2-overexpressing BC in relation to
the four polymorphisms, independently of TP53 status (table 4) or in combination
with this information (table 5). The presence of the HAUSP ¢.2719-234 A allele
showed a “protective” effect: its presence was associated with a delayed mean age
at cancer diagnosis. The diagnosis was four years later when we analyzed patients
irrespective of their TP53 mutation status (P = 0,037) and three years later in TP53-
patients when they were stratified (P = 0.033). The age at diagnosis did not differ with

the others polymorphisms in any analysis.

Discussion

Currently, germline mutations in the TP53 gene are the only known genetic
defect underlying LFS/LFL [30]. BC is the most common tumor in families with these
syndromes, and the molecular phenotype is predominantly HER2+ (63-83%) with
features of an aggressive subtype [10 - 12]. Although the presence of germline TP53
mutations seems to be associated with the development of HER2+ BC, the inverse
relationship has not been proven. In other words, unselected women with HER2-
overexpressing BC does not seem to have a higher prevalence of germline TP53
mutations compared to unselected women with any type of BC [22, 23]. In this study
we assumed that there are others mechanisms by which the cell can attenuate the
p53 pathway in the carcinogenesis process of this specific subtype of BC. The p53
protein and its regulators Mdm2, Mdm4 and Hausp are central to tumorigenesis by
directing cells to undergo cell cycle arrest and/or apoptosis in response to DNA
damage and other stress signals or not in unstressed cells. The genes encoding
these proteins contain nucleotide variations (p53 Arg72Pro, MDM2 SNP309, MDM4
€.753+572C/T and HAUSP ¢.2719-234G/A) that influences cellular response. In this
study, we evaluated whether these polymorphisms have any impact on risk of HER2-

overexpressing BC and age of disease onset.
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In relation to MDM2 SNP309 (c.14+309T/G, rs2279744), the T to G change in
the promoter region increases the affinity to the transcription factor SP1.
Consequently, high levels of Mdm2 protein attenuate the p53 response to stress and
can leads to an increased risk of cancer and/or tumor formation with accelerated
progression [31, 32]. This polymorphism has been associated with cancer risk in
some studies, but the results are still controversial. In our study, the distribution of
genotypic and allelic frequencies for MDM2 SNP309 did not differ between groups
when we analyzed patients irrespective of their TP53 mutation status. When we
stratified women with HER2-overexpressing BC in TP53+ or TP53- and compared
both with the control group, however, the frequency of the MDM2 SNP309 GG
genotype was higher only in patients with HER2-overexpressing BC TP53+. This
result suggests that MDM2 SNP309 and germline TP53 mutations may act together
in the development of HER2-overexpressing BC. Several studies showed no
association between MDM2 SNP309 G allele and the risk of BC, but they did not
consider germline TP53 mutations status [33, 34]. On the other hand, Lum et al.
reported that the G allele of MDM2 SNP309 increased familial BC risk [35]. Among
germline TP53 mutation carriers, Fang et al. demonstrated that MDM2 SNP309 GG
and GT genotypes were linked to a 1.58 times greater likelihood of developing
cancer than TT homozygosity [36]. Regarding age at diagnosis, Ruijis et al. showed
that tumors occurred 16 years earlier in TP53 mutation carriers with an MDM2
SNP309 G allele as compared to the TT group [37], confirming the conclusions of
Bond et al. [31] and Bougeard et al. [38] who showed an age difference of 7 and 10
years, respectively. Neither Bond et al. [31] nor Bougeard et al. [38] screened LFS
and LFL-related patients without germline TP53 mutation. For Rujis study, in the
TP53- LFS and LFL-related group, the age of tumour onset for MDM2 SNP309 G
allele patients was not significantly different [37]. In our study, the age at diagnosis
of HER2-overexpressing BC did not differ with MDM2 SNP309 for the TP53- neither
for TP53+ patients. In the first case, the data were similar to those found by Rujis et
al. [37] and in the second case, we may not have sufficient statistical power due to
the small number of patients. As the MDM2 SNP309 GG genotype of this SNP has
been associated with breast and ovarian cancer risk among BRCA1/2 carriers [39],
then we excluded patients with a family history of HBOC (related to germline

BRCA1/2 mutations) of our analysis of age at diagnosis.
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The effect SNP MDM4 ¢.753+572C/T (rs1563828), located in intron 9, is not
yet well understood in relation to p53 function. However, similarly to what happens
with the Mdm2 protein, haploinsufficiency of Mdm4 leads to an increased activity of
p53, suggesting that the change of one base pair in MDM4 could alter protein levels
enough to affect the p53 pathway [40]. In our analysis, the distribution of genotypic
and allelic frequencies of the MDM4 ¢.753+572C/T did not differ to the control group
when we grouped all HER2-overexpressing BC patients. When we stratified the case
group by TP53 mutation status and compared with the control group, however, the
MDM4 ¢.753+572 T allele of this SNP was more prevalent only in TP53- patients with
HERZ2-overexpressing BC. This result suggests that MDM4 c¢.753+572C/T
contributes to the development of HER2-overexpressing BC in patients who have no
germline TP53 mutation. Analyzing 124 early-onset BC patients (age < 35 years at
time of diagnosis), Song et al. concluded that CT or TT genotypes of the MDM4
c.753+572C/T do not confer a significantly increased risk for BC compared with CC
genotype [41]. However, as this is a population that developed the disease early, it is
possible that a proportion of patients had germline TP53 mutation (not verified in the
study), which could explain the lack of association if our findings were confirmed and
extrapolated to any BC. In carriers of germline TP53 mutations, Fang et al. showed
that there seems impact of this SNP on the emergence of tumor [36]. However, in
this study, we do not know what proportion of patients who have BC. When analyzing
the age at diagnosis, MDM4 ¢.753+572 T homozygous were observed to develop BC
earlier than CC and CT patients [41]. In the study by Kulkarni et al., however,
analysis of haplotypes containing the MDM4 c¢.753+572C/T polymorphism was
associated with early age at diagnosis of BC in patients with ER-negative tumors, but
not with ER-positive [42]. In our study, the age at diagnosis of HER2-
overexpressing BC did not differ with MDM4 ¢.753+572C/T for the TP53- patients
neither for TP53+ patients. For the group of TP53- patients (who was associated with
this polymorphism) there was a higher percentage of patients with ER-positive
tumors, but the difference is not significant.

The HAUSP ¢.2719-234G/A polymorphism (rs1529916), at the intron 25, is not
well studied yet. The presence of the HAUSP ¢.2719-234 A allele already been
associated with infertility and increased aggressiveness in prostate tumors [27, 52],
but still do not know its effect in the context of patients with BC and/or with LFS/LFL.

In our study, this SNP does not seem to be involved with risk of HER2-
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overexpressing BC. However, for the first time, it was reported as phenotype modifier
of these patients. It is important to note that although most studies associating the
modifying phenotype effect of the polymorphisms in the p53 pathway with LFS/LFL
families, the HAUSP ¢.2719-234G/A seems to be related to patients without germline
TP53 mutation.

The TP53 ¢.215G/C polymorphism (p53 Arg72Pro, rs1042522) results in an
amino acid substitution of a proline (Pro) to an arginine (Arg) and depending on the
allele present, encodes p53 with different properties. Although p53 72Arg allele
results in a protein capable of inducing apoptosis with faster kinetics, the p53 72Pro
allele results in a protein which induces senescence and disrupts the cell cycle more
effectively [43, 44]. Therefore, studies that examine the BC risk of this polymorphism
are contradictory. Some associate the genotype ArgArg with predisposition to BC
[45, 46]; others, the p53 72Pro allele with increased risk of the disease [47, 48]. Our
findings, as well some meta-analysis studies [49 — 51], not detect any association.
With respect to age at onset of cancer, the data relating the presence of the p53
72Arg allele with anticipation of age at diagnosis in both patients with germline TP53
mutation [38], as in patients unselected for family history [47], but we found no
association.

In conclusion, our results suggest that the p53 Arg72Pro is not involved in risk
or early age of HERZ2-overexpressing BC. However, MDM2 SNP309, MDM4
C.753+572C/T and HAUSP ¢.2719-234G/A seem to be associated with the
development of this specific subtype of BC dependently of status for TP53. While the
MDM2 SNP309 can have an additive effect with germline TP53 mutations, the
presence of MDM4 c¢.753+572 T variant appears contribute as an additional
mechanism by which the cell attenuates the p53 pathway in patients without germline
TP53 mutation, which could explain the low prevalence of these mutations found in
HER2+ BC. In addition, HAUSP ¢.2719-234G/A seems to have a protective effect in
HER2-overexpressing BC without germline TP53 mutation patients. This is the first
study to examine the role of MDM2, MDM4, HAUSP and TP53 polymorphisms in
HER2-overexpressing BC. Further studies in larger cohorts of patients are necessary
in order to confirm these findings and better understand the interplay of the p53

signaling pathway and HER2+ BC.
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Table 1. Characteristics of patients with HER2+ Breast Cancer (with and without germline TP53
mutation) and control group.

Women with HER+ BC b Control group
(N=110) (N=184)
TP53+ TP53-
N 11 99 184
Median age at diagnosis 42 (27-55) 46 (24-60) 52 (40-69)
(range)
HER?2 status (%) of IHC
HER2 2+ (ambiguous) 3(27,3) 45 (45,4) NA
HER2 3+ (positive) 8(72,7) 54 (54,6)  0,251* NA
ER status (%)
ER + 6 (54,5) 65 (65,6) NA
ER - 5 (45,5) 34(34,4) 0,467* NA
PR status (%)
PR + 6 (54,5) 55 (55,5) NA
PR - 5 (45,5) 44 (44,5) 0,949* NA
Family History of Cancer (%)
LFS/LFL 9(81,8) 36 (36,4) NA
HBOC 0 (0) 2(2,0) NA
Without family history 2 (19,2 61 (61,6) 0,014* NA
* ¥2 test.

IHC, immunohistochemical; ER, estrogen receptor; PR, progesterone receptor
NA, not available.
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Table 2. Genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719-

234G/A) in the control group and in women with HER2+ BC.

TP53 (c.215G/C)

MDM2 (C.14+309T/G) MDM4 (c.753+572C/T)

HAUSP (c.2719-234G/A)

N° (%) P Ne (%) P Ne (%) P
Genotypic Control GG 83 (45) TT 78 (42) CcC 73 (40)
frequencies
(N =184) GC 79 (43) TG 82 (45) CT 87 (47)
cCcC 22(12) GG 24 (13) TT 24 (13)
HER2+BC® GG 51 (48) TT 47 (44) CC  36(34)
(N = 106) GC 48 (45) TG 42 (40) CT  45(42)
cc 7(7) 0,365 GG 17(16) 0,646 TT 25(24) 0,075
Allelic Control G 245 (67) T  238(65) C  233(63)
frequencies
(N = 368) C  123(33) G 130 (35) T  135(37)
HER2+ BC? G 150 (71) T 136 (64) C 117 (55)
(N =212) C  62(29) 0,299 G 76(36) 0,899 T  95(45) 0,054

GG

GA

GG

GA

AA

N° (%) p=
97 (53)
74 (40)
13 (7)
56 (53)
41 (39)
9 (8) 0,896
268 (73)
100 (27)
153 (72)

59 (28) 0,865

*y2 test

#Were considered HER2+ BC tumors with immunohistochemistry 2+ and 3+.
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Table 3. Genotypic and allelic frequencies of polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719-
234G/A) in the control group and in women with HER2+ BC, stratified in status of germline TP53 mutation.

MDM2 (C.14+309T/G)

Genotypic  Control
frequencies (N =184)

HER2+ BC @
TP53 -
(N =99)

HER2+ BC *
TP53 +°
(N=7)

Allelic Control
frequencies (N =368)

HER2+ BC @
TPS53 -
(N =198)

HER2+ BC @
TP53 +°
(N = 14)

TP53-, women without germline TP53 mutation; TP53+, women with germline TP53 mutation

* 2 test.

TP53 (c.215G/C)

MDM4 (c.753+572C/T)

HAUSP (c.2719-234G/A)

GG

GC

N° (%)
83 (45)

79 (43)

22 (12)
49 (48)
45 (45)
6 (6)
3 (43)
3 (43)
1(14)
245 (67)
123 (33)
141 (71)
57 (29)
9 (64)
5 (36)

P*

0,284

0,981

0,259

0,859

TT

TG

GG
TT
TG
GG

TT
TG
GG

G

T
G

N° (%)
78 (42)

82 (45)

24 (13)
44 (45)
42 (42)
13 (13)
3 (43)
0 (0)
4 (57)
238 (65)
130 (35)
130 (66)
68 (34)
6 (43)
8 (57)

% Were considered HER2+ BC tumors with immunohistochemistry 2+ and 3+.

® Were considered any germline TP53 mutation, including variants of unknown significance.

P*

0,954

0,003

0,815

0,096

CC

CT

TT
CcC
CT
TT

CC
CT
TT

=4 O

N° (%)
73 (40)

87 (47)

24 (13)
32 (32)
44 (45)
23 (23)
4 (57)
1(14)
2 (29)
233 (63)
135 (37)
108 (55)
90 (45)
9 (64)
5 (36)

P*

0,088

0,171

0,042

0,941

GG

GA

>0 > 0 > 0228 ¥ QE 2

N° (%) P
97 (53)

74 (40)

13 (7)

53 (54)

38 (38)

8 (8) 0,925
3 (43)

3 (43)

1 (14) 0,735
268 (73)
100 (27)
144 (73)

54 (27) 0,980
9 (64)
5 (36) 0,483
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Table 4. Distribution of mean age at cancer diagnosis according to
polymorphisms in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4
(c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719-234G/A) status.

N (%) Mean age (SD) pP*
TP53 (c.215G/C)
ArgArg 52 (48) 46 (8,6)
ArgPro + ProPro® 56 (52) 46 (9,0) 0,658
MDM2 (C.14+309T/G)
TT 48 (44) 46 (9,6)
TG + GG® 60 (56) 46 (8,1) 0,973
MDM4 (c.753+572C/T)
CC 36 (33) 47 (7,6)
CT+TT® 72 (67) 46 (9,3) 0,799
HAUSP (c.2719-234G/A)
GG 57 (53) 44 (9,1)
GA + AA° 51 (47) 48 (8,1) 0,037

*Mann-Whitney test.

@ ArgPro = 49 and ProPro = 7
TG =44 and GG = 16
CT=47and TT=25

YGA =43 and AA=8

Table 5. Distribution of mean age at cancer diagnosis according to both TP53 mutation and polymorphisms
in TP53 (c.215G/C), MDM2 (C.14+309T/G), MDM4 (c.753+572C/T) and HAUSP (c.2719- 234G/A) status.




TP53 (c.215G/C)
ArgArg

ArgPro + ProPro?
MDM2 (C.14+309T/G)
TT

TG + GG®

MDM4 (c.753+572C/T)
CcC

CT+TT®

HAUSP (c.2719-234G/A)
GG

GA + AA°

TPS53-BC

N (%)

47 (48)
50 (52)

44 (45)
53 (55)

31 (32)
66 (68)

52 (54)
45(46)

Mean age at

diagnosis (SD)

47 (8,3)
47 (9,0)

46 (9,8)
47 (7,6)

47 (7,8)
46 (9,0)

45 (8,8)
48 (8,3)

P*

0,960

0,911

0,847

0,033

TP53+ BC

N (%)

5 (45)

6 (55)

4 (36)
7 (64)

5 (45)
6 (55)

5 (45)
6 (55)

Mean age at
diagnosis (SD)

43 (11,8)
40 (5,6)

43 (7,2)
40 (9,8)

47 (6,7)
37 (7.,6)

39 (11,6)
44 (5,5)

P*

0,465

0,705

0,068

0,361

*Mann- Whitney test.

%In TP53-, ArgPro = 44 and ProPro = 6, while in TP53+, ArgPro = 5 and ProPro = 1

®In TP53-, TG = 41 and GG = 12, while in TP53+, TG =3 and GG = 4

°In TP53-, CT = 44 and TT= 22, while in TP53+, CT =3 and TT=3
9In TP53-, GA =38 and AA= 7, while in TP53+, GA=5and AA=1
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Supplementary Table 1. Germline TP53 changes description and TP53, MDM2, MDM4 and HAUSP polymorphisms in women diaghosed
with breast cancer HER2 2+ or 3+, before 60 years of age.

Sample Gene Mutation Protein Domain Effect TP53 MDM2 MDM4 HAUSP
Region (c.215G/C)  (c.14+309T/G) (c.753+572C/T)  (c.2719-234G/A)

1432 Exon 4 c.108G>A p.P36P Transactivation Silent ProPro TT TT GG

1432 Intron 9 €.993+12T7>C p.? Intron Undefined ProPro TT TT GG

1930 Exon 6 C.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgArg GG CcC GG

1956 Exon 6 C.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgPro GG TT GG

2049 Exon 6 C.639A>G p.R213R DNA ligation Silent ArgPro GG CcC AA

1898 Exon 10 c.1051A>G p.K351E Oligomerization Loss of ArgArg TT CT GA
function

1926 Intron 10 €.1100+30A> p.? Intron Undefined ArgArg TT CcC GA

T

1598 Exon 7 C.731G>A p.G244D DNA ligation Loss of ArgPro GG CcC GA
function

1063 Exon 7 C.731G>A p.G244D DNA ligation Loss of ArgPro TG CC GA
function

1165 Exon 7 C.733G>A p.G245S DNA ligation Loss of ArgArg TT TT GA
function

1944 Exon 8 c.818G>A p.R273H DNA ligation Loss of ArgPro TG CT GG
function

1105 Intron 6 C.672+1G>T p.? Intron Undefined ArgArg TG CT GG



5.

CONCLUSOES

Considerando os resultados encontrados no presente estudo, podemos

concluir que:

a)

b)

d)

Os SNPs funcionais MDM2 ¢.14+309T/G (MDM2 SNP309, rs2279744),
MDM4 ¢.753+572C/T (rs1563828) e HAUSP ¢.2719-234G/A (rs1529916)
parecem influenciar o desenvolvimento do CM superexpressando HER2 de

forma dependente do status de mutacdo germinativa em TP53 das pacientes.

A frequéncia do gendtipo GG do MDM2 SNP309 nas pacientes com CM
superexpressando HER2 foi maior no grupo TP53+ do que no grupo controle,
porém néo diferiu entre os casos TP53- e 0s controles, sugerindo que este
SNP atua em conjunto com as mutacfes germinativas em TP53 para o

desenvolvimento da doenca.

A frequéncia do alelo T do SNP MDM4 ¢.753+572C/T nas pacientes com CM
superexpressando HER2 foi maior no grupo TP53- do que no grupo controle,
porém nao diferiu entre os casos TP53+ e 0s controles, sugerindo que este

SNP atua de forma independente das mutac¢des germinativas em TP53.

A prevaléncia do SNP funcional TP53 ¢.215G/C (Arg72Pro, rs1042522) nao
diferiu entre pacientes com CM superexpressando HER2 e os controles nem
gquando comparadas as pacientes estratificadas em TP53- e TP53+ com 0s
controles, de modo que ndo parece estar envolvido com o desenvolvimento

do CM superexpressando HER2.

A presenca do alelo A do SNP HAUSP ¢.2719-234G/A foi associada a um
atraso de 4 anos na idade diagnoéstico de CM superexpressando HER2. Ao
estratificar as pacientes pelo seu status de mutagdo germinativa em TP53, 0
diagnéstico ao CM superexpressando HER2 TP53- ocorreu 3 anos mais
tarde. Esse resultado sugere que o SNP estudado em HAUSP tem um efeito

protetor nessas pacientes.
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f) A idade ao diagnostico de CM superexpressando HER2 néo diferiu com
nenhum dos polimorfismos MDM2 SNP309, MDM4 c¢.753+572C/T e p53
Arg72Pro para as pacientes TP53- nem para as TP53+, sugerindo estes

SNPs nao estéo relacionados a modificacdo deste fendtipo nessas pacientes.
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6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas da continuidade desse trabalho e sugestbes de analises

adicionais destacamos as seguintes:

e Recrutar pacientes adicionais com CM superexpressando HER2 para

aumentar o poder estatistico das analises.

e Desenvolver estudos funcionais para entender o papel do SNP MDM4
€.753+572C/T (rs1563828) na via de p53.

e Desenvolver estudos funcionais para entender o papel do SNP HAUSP
€.2719-234G/A (rs1529916) na via de p53.
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Mariana Fitarelli Kiehl, Juliana Giacomazzi, Patricia Ashton Prolla

Telefone para contato com os pesquisadores:
Prof* Patricin Ashton Prolla e Mariana Kichl: Lab, Medicing Gendmica (HCPA) - (513 33597661
Telefone para contato com o Comité de Etica do HCPA: (511 3359-53M

Wooe estd sendo convidada a participar de uma pesquisa que tem como principal objetivo estudar
o processo de desenvolvimento de cincer de mama, O nosso grupo de pesquisa estd estudando porgue
algumas mulheres tem um tipo particular de cincer de mama que apresenta uma profeing chamada HER2
em maiores quantidades do que outros tipos de clincer de mama. HER2 ¢ uma proteina presente em
grande quan.lidad.c da superficie das células de alguns tumores da mama, ¢ 550 acontece em cerca de
20 de odos casos de clincer de mama. Em um estudo cientifico publicado recentemente, foi encontrado
que a algumas mulheres com presenga de HER2 em niveds aumentados no cincer de mama, tem também
uma alteragio genética herdada que pode aumentar o risco para cancer. Essa alteragio genérica ¢ chamada
mutagio em TPIE Em geral, essas mutagdes no gens TP ocorrem em pessoas com @ chamada
Sindrome de Li-Fraumeni (5LF), uma situagiio em que a pessoa fem uma chance aumentada de
desenvolver vitrios tipos de cancer em idade jovem, inclusive clincer de mama.

Sendo assim, a determinagio da frequencia de mutagdes do gene TPSF em mulheres com cincer
de mama HER2 positive em nossa populagio. bem como o entendimento dos mecanismos que causam o
aumento da quantidade de HER2 no wmor da mama, podem ser informagfes imporianies para o
conhecimento dos fatores de risco e para o desenvolvimenio de ratamentos mais eficazes para pacientes
com este tipo tumoral.

Vood estd sendo convidada a pamicipar porque este estudo serd feito com a participagiio de
mulheres que tiversm ciancer de mama, foram tratadas no HOPA ¢ nas quais o tumor da mama
apresentava HER2. Nesse estudo, os pesquisadores vio avaliar se hd mutaghes gendticas (alteragdes no
gene TP5T ¢ outros genes relacionados) em mulheres com tumores com grande quantidade de HER2, ¢ se
essgs falores sdo raros ou ndo, Além disso, serio estudadas caracteristicas dos umores, o fim de buscar o
emendimenio do processo de aumento de HER2 na superficie celular, Inicialmente serdo estudadas
alteragies em algumas regifies do material genético, entretanto, an longo do estudo, novas informagies
poderio surgir e a andlise de novas alteragies associadas ao risco para cincer de mama poderi ser
realizada,

Procedimentos ¢ Riscos ou desconfortos potenciais:

Para estudar as caracteristicas gendticas serd coletada uma pequena amostra de sew sangue (10
ml) em dois frascos, As amostras serdo analisadas no Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de
Climicas de Porto Alegre. No momente da colets de sangue poderd haver alguma dor em decorréncia da
puengito da pele. Complicagbes da coleta de sanpue o raras e peralmente sio de pequenc porte, Se
houver extravasamento de sangue da veia no local da pungio geralmente hi uma moncha roxe
(hematoma) ¢ um pequeno desconforte que desaparece em poucos dias. As coletas de sangue seriio
realizadas por pessoas especialmente treinado para este fim, o que diminui as chances de complicagbes

Beneficios esperados:

MNis ainda nio sabemos se estas alteragdes no material genético realmente tem  alguma
importincia sobre o risco de cincer de mama HER2 positive em mulheres do Rio Grande do Sul, e ese
estudo esta sendo feito justamente para tentar verificar =0, Este trabalho poderd ou nao auxiliar o
enlendimento das causas da doenga e mfluenciar a decisio sobre o sucesso do fratamento para csias
condighes. Esse beneficio provavelmente ndio serd direto para sua pessoa, pois € um estudo nicial cujos
resultados deverdo ser confirmados posteriormente em uma analise em muitas mulheres adicionais, Caso
alguma informagio derivada deste estudo for importante para vocé e sua familia, todo esforgo serd
realizado para informd-los, Vocod tem o direito de recusar-se a participar deste projeto ¢ sua recusa nic
afetard de nenhuma mancira o seu cuidado (ou de seus familiares) wo Hospital de Clinicas de Poro
Alegre, Comita de Efica am Pesgues
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Pelo presente Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, declaro que fui informada. de forma
clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento ¢ coergio, dos objetives, da justificativa,
dos procedimentos que serei submetido, dos riscos, desconfortos e beneficios do presente Projeto de
Pesquisa, assim como dos procedimentos alternativos aos quais podena ser submetido, todos acima
lestados.

I, Declare ter sido esclarecido sobre a garantia de receber resposta a qualguer pergunmta sobre
procedimentos, riscos, beneficios ligados i pesquisa e que serei informado quanto ao desenvolvimento de
noves exames relacionados. _

S NAO
2. Declaro estar ciente de meu direito de retirar meu consentimento o qualquer momento, Sem que isso
traga prejuizo & continuidade de mew tratamento.

51 NAO
3. Declaro ter sido esclarecido que ndo receberei nenhuma remuneragdc financeira, bem come ndo
necessitarel pagar qualquer encargo relativo sos procedimentos realizados para o projeta.

S NAG
4. Declaro ter sido esclarecido sobre a seguranga de que minha identidade serd preservada e gue todas as
informagies por mim fornecidas serfio confidencins.

S NAD
5. Autonizo o armazenamento da amostra de meu DNA, obtido nesse projeto de pesquisi, para wlilizagao
futura. _

SIM NAD
G Autonizo o utilizagio de minha amostra de DNA caso surjam novos estudos sobre alteragdes pendticas
relacionados ao cincer de mama no futuro. .

SIM NAL
7. Declare estar ciente de que ndo b prazo exato ou estipulado para receber resposta do resultade desta
pesquisa, mis que este serd informado assim que disponivel.

SIM NAO
8. Estou ciente de que posso optar por ndo saber o resultade do reste quando este estiver disponivel.

SIM NAD
9, Em case de impossibilidade de receber o resuliado pessoalmente, autorize mew/minha familiar, 5r/5r,

i recebé-lo.

10, Eu expliquei a o5 objetivos, riscos,
heneficios ¢ procedimentos necessirios para esta pesguisa, na minha melbor capacidade.

Assinatura do entrevistador Momie por extenss Local e Data

Eu li ¢ recehi uma copia deste formuldrio de consentimento e concordo em participar da pesquisa. Eu
entendo a informagio fornecida por este documento e tive a oporunidade de fazer perguntas e esclarecer
minhas dividas sobre a pesquisa

Nome eassmamrn_ :1:}- E‘;r;i-cipunle " Local e Data Data de nascimenio

Comitéd de Efica em Pesquisa
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IntroduFon
Siate-the objerives of he work and provide an adequate background, swiding a detalled [Rerabure surey o 3
summary of the results.

M werial avsd i oo
Provide suficient detall i aliow B work D be reproduced. WMefhods airesdy published should be ind cabed Bya
reference- only rel=ant modifications should be desoibed.

st
Resulls should be cesr and concise.

s e
This should =xpiore the signHcamce of the resulls of the work, not repeat Fem . Acombined Resuls and
Dizcussion secion |s ofesn appropriake. Auold exiens e disfons and discussion of publisied Ferbaee.

Apearaiied
H there s more fan one appendy, ey should be ldenifled as A B, sic. Formulae and squaiions in appendices
should be given separsie numibering: Eq. (411, Eq. (AZ], e In & subseguent sppendiy, E3. (B.1) and 5o 0n.
Elmilartyfor bles amd fgures: Tabie A1; Ag. Ad, =i

= Tihe. Concise and Infrmaihe. THes ane ofien used in reirieval Swoid andl
Tormulae wivens posskie.

= faithar namas. and affllations. Whers he Samilyname may b= ambiguces [=.0., 8 doubls name), peas e ndoate
this dearty. Present T aulhors’ afilaion sddresses (whene e achal work was done) beiow Te names. indicais
all affliaSons. with a kower-as e supersoript eBer immediatety afier the suthors name and in frontof e
appopriske addess. Provide the full posial addmess of sach affliafon, including e country rame and,  avalable,
the =-mal address of sach author,

= Corme ponding author. mmmuummuulmmn
pubication, also pos publcaiion. Encuns that phone eikh Dl are pr o in
ﬂmhhmmnﬂhm_hnﬂmw dievtaile must be ept up o dade by the
SOTEEporing Suthor.

= Presantipermanent sddrece. [ an author has moed since he work described In Se arbichs was domes, or was
wisiting atthe Ime, a Present address” jor Pemmanent address’) mizy be indicisd as a foolmcie io that aufhors
name. The address alwhich he suthor schually did e work mest b= reined as e main, sfilabion addess.
Buperscript Arablc numenals anes used for such oinoles..

Ahciract

Acondse and fachusl absisct s requinsd. The abstrac should siale briefiye pupose of e res eanh, T
principal reswfts and major comncesions. An absinsc s ofien presentsd sepamishytom he afde, 3ot mustbe
abie o siand slone. For this reason, References showld be avolded, but i then die the:  and
yeans). Aso, non-siandand or uRoomimon abbredabions should be avoided, but Tessental they must be defined at
their first meniion in the absiact lsell

Ferywonds.

Im mediaiely afer he absiact, provide 3 mmimum of & keywords, using American speiing and asokdng pereral
and piursl fers snd muBiple comoepis [avold, for essmple, "and, o). Be sparing with abbrevialions: only

iy In fe feid may be sligbie. These keywords will be used for indesing purposes.
ADETHO Mg T
Collsie ackn: In & separ seciion atthe end of the arfde befors the refeenozs. and do not,
herebre, Includs them on the Be page, a8 Tonois D he §ie or ofensise. Listhens these indvdusis who
prosided help during Fe g Feip, wiitng = or proof reading the arfce,

el

Thee jourmal will sdhere io the Ciogensics nomendature of T Iatest wersion of Fe Inemadional Bysi=m of Human
Cyingemedc Nomencakure (0N 2009) One exreption i he EBCN IS 1o ume 5 hyphen (-) insizad of & Bde (~)
when a break ooours befwesn separyie bands. This esceplion, witich |5 only spplicable in the Bie and shsiad Is
necessarybecsuse some absiading and indesing datsbas es, Induding Publled, do not s upport the Elde (=],
Human genes shoukd be referemced scooding o HUGE amd wiiten in uppercsse e and fallceed (e9.,
TFEF). RNAand probeine: shoulkd be wriisn In uppercase lefiers but mot Ealicized. Commerdlal fiuomsosnoe In s
hybridiabon probe rames. should also be wiiien Inuppermase lefers, not iiczed When refsing I the probe
e, please use he name prosdded by m anuisciorer je.g., TELWML T, AL 1ETOL howewer, the AEH
nomendature should be wiifen using Te gene symbols accondng o HUGC. Al abbresialions should ke defned
when frstused Muation desoipbions mustfolow Te Human Genomie Varabon Ecdiety (HOVE) nomenciatre,
oualiabie b hilp Vaww hires. ormemuincmen.

Present simiple formuises in the line of normal et where possible amd use the solldes (0 Insiead of a hortonial
ez for smiall facional ierms, £, XY In prindple, variabies are o be presenied in Ealics. Powers of = are ofien

miane o by consecuvely any equations that have in be dispiayed sepamisyiom
thie bt {1 referred I explicEy in S
Footnotss

Foolnotes should be used sparingly. Number fem consecuively Broughout the artice, using superscript Ambic
numbers. Manywonprocessors buld foinotes Ino the e, and tis fesune maykes used. Shoukd Bis notbe the
e, Inclonie the position of fooincies In e i and present the bolnoles hemssives sepamielyat he end of the:
arficle. Do not inciuds foonokes In the Refence st

Tatle todnotes

Indicaie: mach oot in & bbie wih 8 Supersorip iowerrase ietir,

Artwark

Elueirevsic aftwarl
Ganar ponts
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= hakz sure you use uniform leisning and siEng of your original artwork.

* Emibed the used bals e application prosides. that oplion.

= Alm o use the bllcwing fonts In your lksirabons: Arial, Couler, Times Mew Roman, Symibal, oruse fonks that
look siilar.

= Number the llusiabions amordng io their sequence In e

= Use a logical naming cosmesnion for your ariwork Ses.

* Provde capbons o [lustatons sepamiety.

= Eiz= Tz Nlustratons ciose o the desired dmensions of Bhe printed wershon.

= Sl | ech (s iabion as & sepamis e

Adetalied guide on slecionic artwork |5 aalisbie on oursehsie:

i s EuEr Cormiarwonkins uciors

‘You are urged to visi this cHe; come sxcerpis: from the dedalisd Information are ghven here.

Fosrrais

I your eiecionic arwaork |s ceated in 3 Moosoft Offce application (Wor, FowerPoint, Excel) then please supply
‘a5 15 In the nallve dooument frmat.

Regamdiess of the appilcabion used oher Tan Moosoft Office, when jour slecronic arfwork s Tnalzed, please
“Bave as'or comvert the iImages io.one of e hilowing formaks (Role he resolulion requirements forlne dresings.,
halfiones, and linetaifione combinatons given below

EFE for FOFL: Viecior drawings, embed all used fonis.

TIFF for JPFEG ) Coloror prayscale pholograpis: (halfiones ), keep o & minksum of 300 dpl.

TIFF for JFEG ) BEmapped jpure biack & whife pieeis] line drawings, keep i s minksum of 1000 dpl

TIFF for JFEQ): Cx ns fore (Color oF Qrayscale], keap i @ minkrws of 500 ol
Pleasa do not:

= Buppiy flies that ane opimizsd for screen use (=g, GIF, B, FICT, WPGE), these ypicaily Fave a ow mumiber of
piseds and limiked sef of ooiors;

= Supply flles. that are ioo low In resolubion;

= Subeni t graphics that are disproporfonaiely lange tor the commient.

Cador sriork

Piease make sure hat arfwork fles are in an soceptable format (TIFF for JPEG), EPE (or POF), or ME Offce fles)
and wih e corect resolufion. 1, Dgefer with your acospied arfide, you submit usable oolor fgures hen Elseder
will ensure, at no addBonal change, that these Sgures will appear in ooloron e Web g, ScemceDirect amd
oher sie=s) or mot Fese Nusimdons are eproducesd in color in e pringsd w=rsion. For solor
reproduciion in print, wou will recstee L e oocic from Bcevier afisr reosipt of your
acoepted ariiols. Plzase iInditiz jour preference or color: in print or on e Web only. For farier information on
the prepamiion of decronic Aok, ples e See it s eder Do/ anworkins ncions.

Pizase note: Beraus & of ischnical compilcabtions whilch can anse by corraering ooior figures. I 'gray scale” for the:
prinkzd version should you mol opt for color In pring) plesse submiEin addifon wsable black and white versions of all
e color usirations.

I tration cenviosc

Elsesier’s 'WebShop | hip webs hop eis eder comllus afons epdces ) ofiers. llusiaiion Sendces o aulhors
preparing o submia manuesoipt but concemned about the quallyrol the Images sccompanying ther arice.
Elsevier's expert lusimaions can produce sceniic, schnical and msdcal-siis iImages, as well a5 o full range of
Charis, Eabies and graphs. Image ‘pollsking'is als=o avalabie, whernes our s iraions e wour mages ) amd
Improve them o a professional siandard. Please WSk the webs e io find out more.

Figurs captions

Ensure hat each llusiaton Fas a mapion. Supplymapbions separaiely, not aiached io fe fgure. Acaplon shoukd
omprise & brief the (nof on e gure Bset) and & des oripion of the: Husimtion. Kesp i e s iatons
hemeehes ioaminimum but espisin sl symbcis and abbrevisions wed

Number tibiles consecutely in acoomdance with thelr appearancs in the et Place foofnoles o ishies below he
abi= body and Indcake hem wih supsrsoipt lowercas = e, Avold verdical nules. Be sparing Im e use ofbables

and ensure that the daia presenisd Inables do not duplic iits Tibed In e arbicie.
RAsferencss

ittt by baeT

Pizase ensure that every reference cied in e = s also present in e reference Ist (and vioe wersa). Ay
referenoes. dfied in the absirad must be ghen in full. L and personal ¢ afons an mob

recommended in the reference (15t but may be menbonsd in the e Fhese references are induded In e
rederence [k ey should Thilow the sSndand reference siyie of e joumal amd should incude a subsuSon of the
puibHication dale with aither 1 resulis’ or F = o, Cliaion of a reference as 'n press’
Implies Tl e fem has been accepied for publcagon.

Raferarnce ks

Increased discoveraiil By of neseanct and Righ quallypesr redew ane ersared by online inks o Fe sources disd.
In order o aliow us D oeale nks o atsicing and iIndesing serdozs, Such &5 Soopus, CrossRefand Pubied,
pieass ensure Fat daty prodded In the nefeenoss are omect. Piease pote that inoomed samames, joumalibook
ez, publcation wear and paginaion may prevent link creation. When coppng refenencss, plasse be canstl as
ey may alresdy ontin smors. Use of e DO s encoursged.

Wab referamcas

A & minimum, el URL should be piven and e dale when Fe refersnce was ast aooessed Ay further
Information, H known (D08, suthor names, daies, reference ioa sowce publicafion, =ic ), showld also be given.
W=l es oan be lsied (=g, afer the refierence I8 under a difierent Fesdng [ desined, or can
be- Imchuded In the referenos B2

Referarce ks

Tt Indicaie referenoss. by mumbenis | in square Brackets: inne wish e st The achusl aulors can be refemed
1D, but the Pefenence mumbsens) must always be given.

List Mumber the refenences (Rumbers in square brackess ) in the listin he order i which heyappear in he st
Exampies

Reference o & joumal pubiicabion:

[1] Van der GeserJ, Hanmads JAJ, Lupion BA The at of writng a scientic aricleJ B0 Commun 2010;163:51-5.
Reference o a book:
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[2] Enanik Jr W, Wiite EB. The elements of shyie. 48h ed. New ork: Longman; 2000,

Reference i a chapier In an edied book:

[E] Mt (35 Az LB, How io prepare: an siectmnic version of your artcie. In: Jones BE, Smith RZ, sdiors.
Infroduciion o the elecionic age. New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 251-304,

Mote shoriened form for kst page number, & g., 51-3, and that for mon San § authors e irs 6 should ke lied
folowed by =t al” For urther defalls you ans o "Uniform for Manuscripts submitisd o
Blomedical Joumals® () Am Med Assoc 1997277 S27-34) (see also

e nim LoV dfunifonmn_requirements bmi).

STl by o &oiFce
Jowrmal names should be abbrevaied sccomding io Te Listof Tile Word Abbredalions:
s |5 s oM EndCes onl neS EnacRs e s Twa.

Wideo data

Elsevier acrepls Wien makerial and animabion sequentes io support and enfance your sceniic reseanch.
Authors wiho have vdeo or animiafion fles that theywish o submit with heir arfide ane siongly encouraged o
Indude links o Fese wikhin e bodyol the arfide. This can be done In the same wayas a fgur or bable by

o e e or coeient ard nofng In the: body e whers [t should be placsd Ml subenitiesd fles
should be property labsied so that hey direciy relaie o e ddeo Sie's conient. in onder o snsune that your ddeo or
animaton material Is direciyusabie, please provide he Ties in ome of cur recommended fie rmaks with a
prefemed masieum sk of 50 ME. Video and animation fles suppiled will be published oniine In the eledronic
version of your ardde in Elseder Web producs., Inciesding Sdencelirect WipVews. soencedineci oo, Please:
Suppiy 'sHls” with your fles: you man choose anyiame fom e video or anieaion or make 3 SEparEie Image.
These will be used instead of sEndsrd cons and will personaliz: the Ink o yourvideo dats. For more detalied
hﬂu:lm:pbxmi:rtm.rﬂtn Irsinuclion pages at hipoSwwew elseder.om/farkeonkdns rudiors.. Mole: sino=

i Carnot B In the pring version of the journal, pleas: provide et for b e
HBC.'II“: amd the print version for the portions: of the: arfcde Tal el o s coment.
Suppisme ntary data.
Elsevier acrepls sleckonic y ] and enhance your soentic reseant.

Suppiementany fies ofier the author additonal possibilies o publsh supporing appiicatons, high-nesolution
Images, background dalasets, sound dips and more. SuppiementaryTlizs suppiled will be pubilshed online
alongside The slecironic vers lon of your amice in Biseder Web produds, including EdenoeDirett

hip s s cenoedrecioom. in oder o ensure TFat your subm iied maieral Is direcipusable, please prodde he
daks In ome of our recomimended fie frmats. Authors should submE B makerial in elecdronic rmat ingetherwis
the aricie armd supplya condse and desoripive capiion for each fle. For more detalled instrudions pleas e Wsfour
ariwork instruciion pages at Fp Ve sis ever comirisorkines fucfons.

EFubmicsion cheokiist

The folicwing Estwill be us=fl during Fe final checkng of an arfde pricor o s=nding it io T joumnal for redew.
Please consull Tis Guids tor Authors for further defalls of anyfiem.

Encurs fhat #he following Bsme are precent

One aulhor has been designated as T comesponding suthor with coniao detals:

*E-mall address

* Full postal address

= Pl nuim bers

Al neczssarylles fave been uplcosded, and coniainc

= Fzpwords

= Al figare Caplons.

= Al mbies (indudng The, desoriplon, ooincies )

Further considerations

= Manusipt has been 'spei-checkesd and ‘pammar-checksd

* Aeferences are in e comect famat for this joumnal

= &l neferences menfoned in e Reference Istare died in e e, and vos versa

= Per s been ¢ foruse of ¢ from offeer sources (Including the Wsh]
= Color figures are clearty marked a5 being inksndesd for oolor reproducion on the Web (hee of charge] and In print,
or o be reproduced in Coioron te Web fes of charge] and In biack-and-shie in print

= [T oniy oolor on the Web IS requirsd, bisck-and-winile vers lons of the fgures are also suppiled for priniing
PUIPDOSES

For any further information please vsitcur Dasiomer SUppoe shie at i Ysupport siseder.oom.

The Digital Stject identfier (D0) may be wsed o ci= and Ink i siecionic documents The [0 onsists of a
umigue alpharnumesic chamcer siring which s assigned io 8 document bythe pubils her ugon Fe Infal elecionic
publication. The assigned DO never changes. Therstore, & 15 an ideal medum for ciing & doument, parbcutarty
‘Aficies In press” because ey have notyet recehed e full bibdlographic Inrmaton. Example of 8 oerecty
ghen D04 {in URL format; here an arficke in the jourmeal Physics Legers )

hipchedol o0 104 64 phys ieth 301009 053

Wi youl us e s DO4 o creale Bnkes o dooumenis o the web, Be DOl are guansmissd newer o change.

Oniine proof eomeotion

Comesponding suthors will recehe an emall wih a link io our online prociing sys ke, allcwing anmoiaion and
comrection of proots oniine. The ersdronment is similar io WS Wond: I addion o =dEng =, you can alss
comment on fgunssSabies and answer quesbions fom he Copy Edior, Web-bes od proofing prosides 2 fas e amd
lexs eror-prone proces s by aliowing you o dinscliy by your comecions, eliminating the polenial introducion of
EITOFE.

H predemed, you can sl choose o annobaie and upload your sdis: om the POF wersion. Al insirucions for proofing
will be given In e e-mall we send i suthors, Induding aliemaie methods o Se online wrsion and POF.

W will do evendhing possibie o pef your arfice published quickly amd aoouraiely - please upioad all of your
corrections within £2 hours. & Is imporiant o snsure that all correcions. ane sent back o us in one com el calon.
Pizase check carsfully before rephing, as Indusion of anrsubssquent comecions cannol be guanissd.
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Proofresding s solely wour responsbilEy. Mode Tat Elseder may proosed with the pubiication of your aricie I no
response |s reosived.

a Author Inquiries

For inquires relaling o he submilsslon of arides (Including dedimonic submission) pleases visithis joumals
homepage. For detalled Insfuctions on the preparaiion of skecironic ariwork, plesse wsit

s ez eder comiarivondns ruciore. Contsct detalls for guestons arising after acrepiance of an arfide,
espedaly fose relafing o proots, will b= provided by the publisher. You can ack acoeplked arffides af
hifpcFsrsrs el ever comitrackaricks. You can also check our Author FAGHS at Bip Ve s evier comisuhor=A0)
Andior contact Cusiomer Support va W isupport slseder.com.

Feadars. Aubhers Librariane Edtors. F L] Echerticarni s
YAew Srides Gulde: for Authors Ordering Hpenmers
Bubmtyour paper Imormaton
Author Informaiion Indexing
Pk
Choose language Irefusiries Advertising Careers Feedback Elte Map Elsesier Wiebslies

Copyright © 204 Elsesder BV Priacy Pollcy

AReed Elseder Company

Tems & Condithores.

Cookies are setbythis she To decine them or leam more, Wsiour Cookies page.
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