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I. INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

Segun el informe Globocan 2020 publicado por el Global Cancer
Observatory (GCO) de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el afio
2020 el cancer de ovario (CO) fue el octavo cancer mas frecuente en mujeres a
nivel mundial con 313.959 nuevos casos diagnosticados y el séptimo mas letal,
con una mortalidad de 5,4/100.000. En este mismo afio se diagnosticaron en
Europa 66.693 nuevos casos de CO vy fallecieron 44.053 pacientes por esta

causa.

La incidencia de esta patologia aumenta progresivamente con la edad,
entre los 40 y 45 afios comienza con una tasa de 11,5 casos por cada 100.000
mujeres e incrementa hasta 40,5 casos por cada 100.000 mujeres de mas de
65 afios, suponiendo el quinto cancer de mayor mortalidad en este grupo de
edad (1).

En Espafa en el afio 2023, segun la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (SEOM) junto a los registros de la Red Espafiola de Registros de
Céancer (REDECAN) estima que se diagnostiquen en torno a 3.600 nuevos
casos de CO, y se prevé que continle siendo el cancer ginecoldgico de mayor

mortalidad ya que, en 2021 supuso un total de 1.979 fallecimientos (2).

En la Regién de Murcia, en el periodo 2013-2015 supuso un 3% del total
de tumores malignos diagnosticados llegando al ratio de 12,16 casos por cada
100.000 habitantes (Figura 1.1) (3). En los ultimos afios la incidencia ha
aumentado progresivamente, pasando de 8,5 casos por cada 100.000
habitantes en el periodo 1983-1987 a 12,16 casos por cada 100.000 habitantes
en el afio 2014. Esta tendencia ascendente que también se ha observado de
manera similar en los paises del sur de Europa, podria explicarse por una
disminucién en el numero de hijos. También se observa el aumento progresivo
de la incidencia en funcion de la edad, con tasas que pasan de 20 a 35 casos
por cada 100.000 habitantes en mujeres con una edad comprendida entre 50-

64 aflos y en mujeres mayores de 65 afios respectivamente (4).

20



I. INTRODUCCION

Otros
Estomago 20% Mama
20, 28%
Ovario

3%
Pancreas
3%

Cuello uterino
3%  ——

Mg'::f:;‘a Colon
3% Vejiga 9%
4%
Linfoma Cuet:po
no Hodgkin Recto ' Tiroides uterino
4% 4% Pulmoén 6% 7%
(+]

4%

Figura I.1. Distribucion de frecuencias de cancer en la mujer por tipo de tumor en la Regién de
Murcia. Tomado de Chirlaque MD, et al.(3).

El riesgo de padecer CO, cancer de trompa de Falopio o primario
peritoneal es del 1,5% en la poblacion general. El subtipo patolégico mas
abundante es el epitelial, seguido del estromal y del germinal (5). A pesar de
los progresos en su tratamiento tanto quirargico como farmacoldgico, continda
siendo el céancer ginecoldgico mas letal. Esto es debido principalmente a la
falta de un método de cribado para su deteccidn precoz, lo que se traduce en
gue la mayoria de las pacientes sean diagnosticadas en fases avanzadas de la
enfermedad. Ademas, esta patologia puede presentar resistencia a los
farmacos citostaticos mas comunes utilizados en tratamientos oncolégicos (6—
8).

2. FACTORES DE RIESGO

2.1.Historia reproductiva

Las gestaciones tienen un efecto protector frente al CO mediante la
eliminacion de lesiones premalignas y células dafiadas que ocurren durante el
embarazo. Este efecto protector se mantiene durante maximo dos décadas y
después decrece (9). El riesgo relativo (RR) de desarrollar CO disminuye hasta
un tercio con un embarazo y puede disminuir mas con nuevas gestaciones.
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Hay evidencias de que este efecto es mas notable en gestaciones de mayor
edad debido a que una gestacion con mas de 35 afios disminuye a la mitad el

RR comparado con una gestaciéon con menos de 25 afios (10).

Un patrén de proteccion similar al del embarazo se observa con el uso
de anticonceptivos hormonales orales (ACHO), ya que, su uso puede disminuir
el RR de CO hasta un 50% (11). La lactancia también tiene un efecto protector
frente al CO reduciendo un 30% la probabilidad de desarrollar esta patologia

comparado con casos control (12).

Sin embargo, la infertilidad duplica el RR de CO, pero el uso de
farmacos para el tratamiento de la infertilidad supone un factor confuso debido

a gue las gestaciones llevadas a término reducen este riesgo (13).

La oclusion tubérica bilateral o salpingoplastia (ligadura de trompas)
disminuye el RR de CO durante los 10-15 afios posteriores a la intervencién
(14). Este procedimiento altera la circulacion ovarica suponiendo una
disminucién de la sintesis hormonal, ademas del impedimento fisico para el

ascenso de las células aberrantes que podrian dar origen al CO (15).

2.2.Factores hormonales

El epitelio ovarico es un tejido formado por células que presentan
receptores para la mayoria de las hormonas esteroideas y prostaglandinas.
Este tejido es altamente sensible a los niveles hormonales, ya que, de esto
depende la regulacién del ciclo ovarico.

Los progestagenos administrados en la anticoncepcion hormonal oral
tienen un efecto pro-apoptédtico sobre el epitelio ovarico, favoreciendo la

renovacion celular y la eliminacion de células dafiadas (16).

Con respecto a las gonadotropinas, aunque son las hormonas
responsables de la estimulacion del epitelio ovarico, no hay evidencia de que
niveles elevados circulantes de estas hormonas eleven el RR de CO (17).
Tampoco existen evidencias de que los niveles circulantes de estrogenos ya

sean endogenos o exdgenos, tengan relacion con el CO (18).
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2.3.Inflamacion pélvica

El epitelio ovarico y de las trompas de Falopio esta expuesto de forma
recurrente a un ambiente proinflamatorio relacionado con la ovulacion y el ciclo
menstrual. Las citoquinas proinflamatorias presentes en este fendmeno,
también se encuentran elevadas en el carcinoma de ovario. Ademas, existe
una correlacion entre los niveles de proteina C reactiva e interleucinas y el
riesgo de desarrollar CO (19,20).

El CO puede estar relacionado con ciertos estados proinflamatorios
como la enfermedad inflamatoria pélvica y la endometriosis. La enfermedad
inflamatoria pélvica sucede como consecuencia de enfermedades de
transmision sexual y su proceso inflamatorio afecta a Utero, trompas y ovarios.
Los estudios epidemiolégicos determinan que existe un incremento de riesgo
de padecer CO en mujeres que han padecido esta enfermedad. Ademas, este
riesgo es mayor en mujeres que presentan esta enfermedad en edades mas

jovenes y son estériles (21).

Por otro lado, la endometriosis es una patologia en la cual subyace una
inflamacion croénica y una resistencia a la progesterona. El estado inflamatorio
cronico junto con la falta de proteccion de la progesterona, asocian la
endometriosis con CO, concretamente los subtipos carcinoma endometrioide y
el carcinoma de células claras (22,23).

2.4.0besidad

El tejido adiposo ademas de tener una funcién de reserva caldrica
funciona también como un oOrgano endocrino involucrado en procesos
relacionados con la regulacion de la glucemia, inmunidad y funciones
reproductivas. La obesidad en mujeres postmenopausicas se relaciona
directamente con un aumento de la secrecién adrenal de andrégenos y un
incremento en la conversion de andrégenos a estrogenos enddgenos. Por este
motivo, la obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de ciertos tumores
en mujeres postmenopausicas, como el cancer de mama y el cancer de
endometrio (24,25).
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En esta misma linea, los estudios publicados hasta la fecha evidencian
una posible relacion entre niveles elevados de estrégenos asociados a la
obesidad en mujeres postmenopdausicas y el CO, puesto que, estas hormonas
promueven la proliferacion celular del epitelio ovarico; pero los resultados de

estos estudios no son concluyentes (26,27).

2.5.Historia familiar

El historial familiar de CO es el factor de riesgo mas estudiado de todos,
ya que el riesgo de desarrollar esta patologia en familiares de primer y segundo
grado se incrementa 3,6 y 2,9 veces respectivamente comparado con mujeres

sin antecedentes familiares (28).

Esta agregacion familiar se justifica en un 15-20% de los casos por la
presencia de variantes patogénicas germinales en los genes BRCAL1 y BRCA2,
ademas de otros genes relacionados con la recombinacién homologa (RH) o el

sindrome de Lynch (29).

3. CLASIFICACION Y PRONOSTICO DEL CANCER DE OVARIO

El 90% CO tiene su origen en células epiteliales y el otro 10% derivan de
células del epitelio germinal o estroma ovarico y cordones sexuales. Dentro de
la expresion CO se agrupan los tumores con origen en el ovario, trompa de

Falopio y peritoneo que presentan un comportamiento clinico similar.

3.1.Clasificacion del CO

La clasificacion del CO se realiza en funcion del tipo de lesién
precursora y las caracteristicas clinicas, patoldégicas y moleculares, agrupando

estos tumores en dos grupos (Tabla 1.1) (30).

El grupo | esta formado por carcinomas serosos de bajo grado,
carcinomas endometrioides de bajo grado, carcinoma de células claras,
carcinomas mucinosos y tumores de Brenner. Este grupo se caracteriza por
una mayor estabilidad genética, sin mutaciones en TP53 y clinicamente son

menos indolentes y se diagnostican en estadios precoces (31).
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El grupo Il incluye los carcinomas serosos de alto grado, carcinomas
endometrioides de alto grado, carcinomas indiferenciados y carcinosarcomas.
Suponen el 75% de los carcinomas de ovario, son genéticamente mas
inestables que los del grupo I. El 95% de los casos presentan mutaciones
somaticas en el gen TP53 y aproximadamente el 50% de estos tumores
presentan errores en el mecanismo de reparacion del ADN mediante RH.
Clinicamente se caracterizan por ser agresivos y la mayoria se diagnostica en
estadios avanzados (32). El origen de la mayoria de los carcinomas serosos de
alto grado se encuentra en las fimbrias de las trompas de Falopio para luego

diseminarse al ovario y cavidad peritoneal (33).

Histologia Caracteristicas moleculares

Carcinoma seroso de

. Mutaciones en KRAS/BRAF >60%
bajo grado

Carcinoma endometrioide Mutaciones en CTNNB1, PTEN y PI3K.
de bajo grado Inestabilidad de microsatélites

Carcinoma mucinoso Mutaciones en KRAS >50%

. - _
CrrsmerE g sl Mutaciones en PI3K y PTEN

claras
Carcinoma seroso de alto Mutaciones en TP53 >80%
grado Mutaciones en BRCA y otros genes RH

Carcinoma endometrioide

Mutaciones en BRCA, TP53 y PI3K
de alto grado

Tabla I.1. Caracteristicas histolégicas y moleculares de los carcinomas de ovario.

3.2.Estadiaje y supervivencia

La guia NCCN (National Comprehensive Cancer Network) para realizar
el estadiaje del CO después de su diagndstico recomienda utilizar los criterios

segun la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) o bien el
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sistema TNM (tumor, ganglio linfatico, metastasis) de la American Joint
Committee on Cancer (AJCC) (Tabla I.2).

Tumor primario (T)

TNM  FIGO

X El tumor primario no se puede estudiar.

TO Sin evidencias de tumor primario.

T1 Tumor limitado los ovarios (uno o ambos).

Tumor limitado a un ovario. Capsula intacta, sin tumor en la superficie ovarica. Ausencia de
células malignas en liquido ascitico y en lavados peritoneales.

Tumor limitado en ambos ovarios. Capsulas intactas, sin tumor en las superficies ovaricas.
Ausencia de células malignas en liquido ascitico y en lavados peritoneales.

Tumor limitado en uno o ambos ovarios junto a uno de los siguientes criterios: capsulas
afectadas, tumor en la superficie ovarica, presencia de células malignas en liquido ascitico o
en lavados peritoneales.

Tumor en uno o ambos ovarios con diseminacion en pelvis.

Tumor extendido y/o implantes tumorales en Utero o trompa/s de Falopio. Ausencia de
células malignas en liquido ascitico y en lavados peritoneales.

Tumor extendido y/o implantes en tejido pélvico. Ausencia de células malignas en liquido
ascitico y en lavados peritoneales.

T2a/T2b con presencia de células malignas en liquido ascitico o en lavados peritoneales.

Tumor en uno o ambos ovarios con metastasis peritoneales microscopicas fuera de pelvis
confirmadas.

Metastasis peritoneales microscdpicas (no macroscépicas) fuera de pelvis.

Metastasis peritoneales macroscopicas menores o iguales a 2cm fuera de pelvis.

Metastasis peritoneal fuera de pelvis mayor a 2cm y/o nédulo linfatico local positivo.
Incluida metastasis en cdpsula hepatica sin afectacion de parénquima hepatico.

Nodulos linfaticos locales (N)

Los nddulos linfaticos no se pueden estudiar.

Sin evidencia de afectacion de los nédulos linfaticos.

Sin evidencia de metastasis a distancia.

Metdstasis a distancia, no peritoneal. Incluida metastasis en parénquima hepatico.

Tabla I.2. Estadificacién segun los criterios TNM y su equivalencia en criterios FIGO.
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Después del diagnostico, se realiza una primera cirugia donde se
confirma la enfermedad y se registran los hallazgos relevantes para su
estadiaje antes de proceder a la citorreduccion tumoral. Este primer abordaje
quirargico supone ademas de la primera linea de tratamiento, el principal factor
prondstico de la enfermedad. Puesto que, dependiendo de la estadificacion del
tumor, la supervivencia de los 5 primeros afios después del diagnostico puede
ser en torno al 80% en estadios mas bajos comparado con el 20% de los

estadios mas avanzados (Tabla 1.3) (34).

Supervivencia (%)

Estadio
1 afio 2 aiios 3 afos 4 afos 5 aios
98.4 96.2 93.5 91.1 89.6
100 93.9 93.9 88.6 86.1
96.3 91.4 87.9 85.6 83.4
93.0 87.2 79.7 78.1 70.7
93.4 84.5 76.6 71.9 65.5
93.6 85.6 82.3 75.8 71.4
88.1 72.6 63.1 52.8 46.7
85.7 70.6 56.8 47.7 41.5
84.8 64.5 50.3 39.3 32,5
72.4 48.4 35.2 24.8 18.6

Tabla I.3. Estadiaje y supervivencia del carcinoma de ovario. Datos tomados de Heintz A.P. et
al. (34).

3.3.0tros factores prondésticos

Ademas de la repercusion que tiene el estadiaje en la supervivencia, es
importante identificar aquellas pacientes con mayor riesgo de recaida. El riesgo
de recaida puede llegar a ser de un 20% en estadios tempranos. No obstante,
para estadios avanzados el factor mas critico para el prondstico es la
enfermedad residual tras la cirugia. El objetivo principal del tratamiento
quirdrgico debe ser conseguir una citorreduccion completa sin residuo tumoral
macroscopico, debido a que la presencia de un residuo macroscopico mayor
de 10 mm se asocia a una disminucion significativa de la supervivencia (35).
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Al igual que ocurre en otros tumores, la edad también supone un factor
pronéstico. Los diagnosticos en mujeres con menor edad estan asociados a
una respuesta inmune mas capacitada para actuar frente a células tumorales,
limitando su diseminacién. Por el contrario, los diagnésticos en edades mas
avanzadas se relacionan con una peor supervivencia (36,37). Relacionado con
la respuesta inmune, la presencia de infiltrados de linfocitos T CD4+ y CD8+

peritumorales se relaciona también con una mayor supervivencia (38).

La monitorizacion de los niveles séricos del marcador tumoral CA-125
durante el tratamiento con quimioterapia puede ser un indicador de respuesta
al tratamiento y, en consecuencia, de la supervivencia. Niveles de CA-125
inferiores a 35 U/mL después del primer ciclo de quimioterapia y la
normalizacion de estos niveles durante los tres primeros ciclos del tratamiento

son indicativos de una buena respuesta (39).

Segun un metaandlisis de 27 publicaciones para cancer de mama y
ovario, se ha evidenciado que las pacientes portadoras de variantes
patogénicas en BRCA1 y BRCA2 tenian una mayor supervivencia global (SG)
que las no portadoras, asi como una mayor supervivencia libre de progresion
(40).

4. CANCER DE OVARIO HEREDITARIO

El descubrimiento de los genes BRCA1 y BRCA2 en los afios 90 dio
paso a la comprension de la etiologia genética del cancer. Permitié establecer
la relacion de estos genes con la susceptibilidad al cAncer de mama (CM) y CO
entre otros. Los genes BRCA1l y BRCA2 se consideran genes de elevada
prevalencia y se caracterizan por tener un patron de herencia autosémica
dominante en cuanto a la predisposicién al cancer. De modo que los individuos
portadores de variantes patogénicas en linea germinal poseen una mayor
predisposicion a padecer cancer a nivel somatico. Respecto al tipo de herencia,

aunque la penetrancia es elevada no es completa (41).

Desde entonces, se han conseguido avances en el conocimiento en la

etiologia y fisiopatologia del cancer hereditario. En este sentido, se han

28



I. INTRODUCCION

descubierto nuevos genes que también estdn asociados a un riesgo
incrementado de padecer CO. Por otro lado, la tecnologia también ha ido
avanzando y el desarrollo de nuevas herramientas para el analisis genético
como la secuenciacion masiva (NGS, Next Generation Sequencing) ha
permitido que se abarate el coste de estas pruebas. Todo esto ha conllevado la
aparicion de paneles de genes, lo cuales hacen posible estudiar varios genes
en un mismo analisis. Sin embargo, la aplicacion de estos paneles en el ambito
clinico del cancer de ovario hereditario estd suponiendo un reto para los
profesionales del laboratorio y los clinicos, debido al hallazgo de variantes en
estos genes, de las que se desconoce su implicacion clinica por no estar

previamente descritas.

La genética subyacente al CO se puede dividir en tres componentes

principales (Figura 1.2):

- Variantes genéticas muy raras en la poblacion, las cuales estan
asociadas a un riesgo muy elevado de desarrollar cancer.

- Variantes genéticas relativamente raras en la poblacion, asociadas a
un riesgo intermedio de desarrollar cancer.

- Variantes genéticas comunes en la poblacion, las cuales estan

asociadas a un riesgo intermedio de desarrollar cancer.

Common
variants (low

g penetrance)
c
@
=
o
2
w
L
K
b Rare variants Rare variants
(moderate (high
penetrance) penetrance)
o
L
1 2 5 210
Relative Risk

Figura I.2. Frecuencia alélica de las variantes genéticas y el riesgo relativo de desarrollar

cancer. Tomado de Andrews L. et al. (42).
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Aproximadamente un 20% de mujeres diagnosticadas de CO podrian
ser portadoras de variantes patogénicas germinales (43). Se estima que un
15% de estas variantes patogénicas germinales lo sean en los genes BRCALl y
BRCAZ2 mientras que un 0.5-2% se encuentran en genes relacionados con el
sindrome de Lynch (44). El estudio del sindrome de cancer de mama y ovario
hereditario (SCMOH) en los ultimos afios ha permitido descubrir mutaciones en
genes implicados en la via de la RH que también confieren un mayor riesgo de
desarrollar CO (45).

4.1.Estudio genético CO

Se estima que alrededor de una quinta parte de los diagnésticos de CO
presentan un componente hereditario. Las variantes patogénicas en los genes
BRCA1 y BRCA2 pueden explicar entre un 65-85% de los casos de cancer de
ovario hereditario. El entendimiento de las vias de reparacion del ADN, en
concreto la RH y la via de la anemia de Fanconi, ha permitido identificar mas
genes que confieren un incremento de riesgo de desarrollar CO. Segun los
estudios publicados, mutaciones germinales en estos genes podrian estar
asociadas hasta un 30% de las familias no portadoras de variantes patogénicas
en BRCAl1 y BRCA2 con un fenotipo compatible de cancer de ovario
hereditario (Figura 1.3) (43,45).
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u BRCA1
u BRCA2
.. Genes RH

i Genes MMR (Sd Lynch)
L Genes Sd Li-Fraumeni
© Otros genes

Figura 1.3. Genes implicados en el cancer de ovario hereditario y su prevalencia. Tomado de
Toss A. et al. (45).

4.2 .Criterios de selecciodn

Las técnicas de diagndstico genético para el CO se centran en el
analisis de variantes patogénicas en linea germinal y somatica de los genes
responsables. En el caso de las mutaciones en linea germinal, estas variantes
estan presentes en todas las células del organismo, incluidos los gametos, por
lo que son hereditarias. En base a esto, se distinguen dos tipos de analisis

genético segun su finalidad:

- Diagndésticos: estos se realizan en pacientes afectos de cancer en los
que se sospecha que esta patologia sea de origen hereditario. El
paciente seleccionado para este estudio se denomina caso indice (Cl) y
se le realiza un estudio genético de aquellos genes que pueden estar
implicados (al menos BRCAL1 y BRCA2).
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- Predictivos de riesgo: estos se llevan a cabo en personas sanas
familiares de un CI en el que se ha encontrado una variante que explica
la enfermedad. Mediante este analisis se pretende conocer si dicho
familiar ha heredado la mutacion asociada a un mayor riesgo de padecer
cancer. En este caso se analizar4d Unicamente la variante genética

hallada en el ClI.

La SEOM recomienda que en ambos casos se realice un correcto
asesoramiento genético pre y post-analisis. El asesoramiento genético previo al
analisis asegura que los pacientes estén correctamente informados de los
beneficios y limitaciones del andlisis genético. Por su parte, el asesoramiento
post-andlisis tiene como objetivo informar sobre el riesgo de desarrollar cancer,
dar recomendaciones de prevenciéon y diagndéstico precoz e informar sobre las

opciones reproductivas.

5. TIPOS DE ERRORES EN EL ADN Y MECANISMOS DE REPARACION

El reconocimiento del dafio en el acido desoxirribonucleico (ADN) para
su reparacion es esencial para el correcto funcionamiento celular y el
mantenimiento de la estabilidad gendmica. Este dafio se puede clasificar en
dos grupos: dafios en una Unica hebra de ADN (single-strand breaks o SSBs) y
dafios en ambas hebras del ADN (double-strand breaks o DSBs). Para cada
tipo de dafio existen mecanismos de reparacion especificos, las caracteristicas

de cada mecanismo se resumen en la siguiente tabla (Tabla 1.4).
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Dafios en una hebra

Dafios en ambas hebras

Mecanismo

Reparacion por
escision de
base (BER)

Reparacion por
escision de
nucleétidos

(NER)

Reparacion de
desajustes de
ADN (MMR)

Unién de
extremos no
homdlogos

(NHEJ)

Recombinacion
homologa (RH)

Tipo de dafio
en el ADN

Rotura de
cadena por
oxidacion,
alquilacion,
hidrélisis o
desaminacion

Dimeros de
timina
(uniones
intracadena)

Inserciones,
deleciones
durante la

replicacién y

recombinacién
del ADN

Rotura de
ambas hebras
del ADN
(extremos
rotos sin
molde)

Errores y
rotura de
ambas hebras
durante la
replicacion del
ADN

Fase del
ciclo
celular

Proteinas
clave

Reparacién

Puntual de un

nucleoétido FARE Todas
2-30
nucleétidos y XP,
. : . Todas
distorsiones de  polimerasas
hélice
Empareja
nucleétidos no I\'\:II;:% Final de la
complementarios ' replicaciéon
. MSHS,
y mantiene la MLH3 del ADN
estabilidad de ' (S)
. L PMS2
los microsatélites
Alineamientoy =~ DNA-PXcs,
ligacion de los Mrell,
extremos RAD50, GOYGE
terminales NBS1
Mantiene la
- ATM,
estabilidad BRCA1/2,
genomica CHEK2
mediante RADS51, S
recombinacion
con la cromatida ERIPL
PALB2

hermana

Tabla I.4. Resumen de los posibles dafios en el ADN y sus principales mecanismos de

reparacion.
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5.1.Dafnos en una hebra de ADN

Los dafios en una hebra de ADN, también denominados DNA single-
strand breaks (SSBs) ocurren cuando sélo una de las dos cadenas de la doble
hélice tiene un defecto y la otra hebra puede ser utilizada como molde para la
correccion de la cadena dafiada. Para reparar este dafio en una de las
moléculas pareadas de ADN, existen varios mecanismos de reparacion de
escisiones, que eliminan el nucleotido dafiado y lo sustituyen por un nucleétido
nuevo complementario al que se encuentra en la cadena de ADN no dafiada

utilizada como molde.

5.2.Reparacioén por escision de bases (BER)

El mecanismo de reparacion por escision de bases o BER del inglés
base-excision repair, es el mecanismo de reparacion de roturas de una hebra
de ADN y modificaciones de bases sin alteracion de la doble hélice. En este
proceso se reparan dafios a un uUnico nucle6tido causados por oxidacion,
alquilacién, hidrolisis o desaminacion. Una glicosidasa reconoce y escinde la
base nitrogenada del nucleétido dafiado, generando un hueco apurinico o
apirimidinico. El esqueleto pentosa-fosfato residual es eliminado por una APE
endonucleasa y finalmente es sustituido por el nucle6tido adecuado por la poli
ADP-ribosa polimerasa PARP-1 y el complejo BER. La proteina PARP-1 sirve
como detector de las roturas de la cadena de ADN e inicia la reparaciéon
(Figura 1.4). Si se inhibe la actividad de la enzima PARP-1 se produce una
acumulacion de errores sin reparar. Esto permitié desarrollar el concepto de
letalidad sintética que permitidé desarrollar farmacos inhibidores de PARP-1
(PARPi) que aumentan la supervivencia libre de progresién en CO con
variantes patogénicas en BRCA1 o BRCA2 (46).
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Figura I.4. Papel de la proteina PARP-1 en la reparacion del ADN, reclutando el complejo para

la reparacién por BER. Tomado de Ko H.L. et al. (47).
5.3.Reparacion por escision de nucleétidos (NER)

El mecanismo de reparacion por escision de nucledtidos o NER del
inglés nucleotide-excision repair, es el mecanismo de reparacion de lesiones
gue afectan entre dos y treinta nucleotidos que distorsionan la hélice, como los
dimeros de timina. Mediante este proceso se reparan las lesiones por radiacion

ultravioleta y quimioterapia derivada del platino (46).

5.4.Reparaciéon de desajustes de ADN (MMR)

Las reparaciones anteriores se llevan a cabo antes de finalizar la
replicacion. La reparacion de desajustes de ADN o MMR del inglés mismatch
repair es un sistema de reconocimiento y reparacion de inserciones, deleciones
0 incorporacion errénea de bases que pueden originarse durante la replicacion
y recombinaciéon del ADN que actia cuando la replicacion ya ha concluido.
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Este mecanismo corrige los errores de nucleodtidos no dafados, pero mal

apareados.

Los genes implicados en este proceso son MLH1 (mutL homolog 1),
MSH2 (mutS homolog 2), MSH6 (mutS homolog 6), MLH3 (mutL homolog 6) y
PMS2 (PMS1 homolog 2). El fallo de este mecanismo de reparacion provoca la
acumulacion de secuencias repetidas de nucle6tidos que se traduce en
inestabilidad de microsatélites. Las variantes patogénicas en estos genes son
responsables del sindrome de Lynch, un sindrome de cancer hereditario que
aumenta el riesgo de desarrollar cancer colorrectal fundamentalmente, pero

también de endometrio, ovario y estbmago entre otros (45).

5.5.Dafos en ambas hebras del ADN

Las roturas de doble hebra o double-strand breaks (DSBs) son aquellas
en las cuales se rompen ambas hebras de la doble hélice del ADN, son
particularmente peligrosas para las células debido a que causan problemas de
estabilidad en el genoma. Existen dos mecanismos que reparan estas roturas:
la unién de extremos no homélogos (NHEJ del inglés Non-homologous DNA
End Joining) y la RH.

5.6.Uni6n de extremos no homélogos (NHEJ)

La union de extremos no homdélogos es un método menos preciso que la
RH y con mayor tasa de error, pero tiene un papel esencial en la minimizacion
de dafio en el ADN en las fases GO y G1 del ciclo celular. Este tipo de
reparacion ocurre en estas fases en las cuales no hay una hebra molde intacta
para poder llevar a cabo una reparacion homdloga. Se considera un
mecanismo de reparacion no homologo porque los extremos rotos estan
directamente ligados sin la necesidad de un molde. Al contrario que la RH, que
requiere una secuencia homologa para guiar la reparacién. Este mecanismo se
divide en 3 fases (48):

- Fase de reconocimiento: el inicio del proceso se desencadena por la
unién de un complejo proteico heterodimérico (compuesto por las

proteinas KU70 y KU8B0) a ambos extremos rotos del ADN, el cual se
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une. La unién de este complejo heterodimérico KU a los extremos
rotos del ADN es lo que ocurre inmediatamente después de
originarse la rotura y sirve como base para la intervencion de otras
proteinas que continuaran con el proceso de reparacion, y asi formar
una estructura que finalmente logre la union de los extremos.

- Fase de procesamiento: El heterodimero KU se desliza hacia el
interior de la doble hebra de ADN, permitiendo la interaccion de las
subunidades cataliticas (ADN-PKcs) de la enzima ADN-quinasa con
los extremos del ADN. Este paso estabiliza los extremos del ADN y
evita la reseccion. Para llevar a cabo el alineamiento de los dos
extremos terminales del ADN es necesario el complejo
ARTEMIS/ADN-PKcs, con actividad nucleasa. Este mecanismo esté
sometido a errores frecuentes por la pérdida de nucle6tidos en el
punto de reparacion.

- Fase de terminacion: el complejo XRCC4/liga-salV lleva a cabo la

ligacion de los fragmentos sintetizados terminando el proceso.

5.7.Recombinacién homologa (RH)

La RH es un tipo de recombinacién genética durante la cual las
secuencias de nucleétidos son intercambiadas entre dos crométidas hermanas
de ADN. Es un proceso crucial para la conservacion de los organismos, debido
a que mantiene la integridad genémica mediante la reparacion de las rupturas
de la doble hebra de ADN. Estos dafios son generados durante la replicacion
del ADN (fase S del ciclo celular) y preferentemente reparados mediante
recombinacion con la cromatida hermana. El proceso de la RH consta de los

siguientes pasos (Figura 1.5):

1. Reconocimiento de la DSB. Cuando se produce una rotura de la doble
cadena de ADN, se produce el reconocimiento de este sitio y la union de
proteinas reparadoras. Las quinasas ATM y ATR reconocen esta rotura
y fosforilan a otras proteinas implicadas en el proceso de reparacién:
CHEK2, P53, BRCAl y H2AX. BRCA1l mantiene ensambladas y
organizadas a estas proteinas. A continuacion, las proteinas BARD1 y
BRIP1 interaccionan con BRCAL.
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2. Preparacion de los extremos 3°. El complejo MRN, formado por las
proteinas MRE11, RAD50 y NSB1 con actividad exonucleasa 5°-3,
procesa los extremos de ADN roto. Extrae los extremos 5 generados
por la rotura hasta generar dos extremos 3’ en forma de ADN
monocatenario. Estos extremos seran reconocidos por la proteina de
replicacion A (RPA).

3. Transporte de RAD51. La proteina RPA se une a los extremos 3’ de las
monohebras de ADN. La proteina BRCA2 es reclutada con la ayuda de
PALB2 y transporta a RAD51 al ADN cubierto por RPA, este transporte
es asistido por las proteinas RAD51B, RAD51C y RAD51D. La unién de
RAD51 con el extremo de ADN-RPA forma la estructura denominada
nucleofilamento.

4. Invasion de la hebra homodloga del ADN. Una vez se ha formado el
nucleofilamento tiene lugar la reaccion principal de la RH, la invasion de
la crométida homdéloga que sirve como molde.

5. Sintesis y reparacion del ADN. La cadena de ADN constituye un molde
para una reparacion de ADN de alta fidelidad y libre de error mediante
una ADN polimerasa. Por ultimo, las ligasas y helicasas finalizan el
proceso dando como resultado dos moléculas de doble cadena de ADN

intactas.
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Figura I.5. Proteinas implicadas en la via de la recombinacién homdloga. A. Reconocimiento
de DSB por las proteinas ATR y ATM. BRCAL coordina las proteinas implicadas en el proceso
asistido por BARD1 y BRIP1. B. Reseccion del ADN por el complejo MRN. C. Unién a la
proteina RPA al fragmento 3° de cadena sencilla. Reclutamiento de RAD51 por BRCA2,
asistido por PALB2. D. Invasion de la crométida homodloga del ADN por el nucleofilamento. E.
Sintesis y reparacién del ADN. Tomado de Walsh C.S. el al. (49).

6. GENES RELACIONADOS CON EL CANCER DE OVARIO HEREDITARIO

Las variantes patogénicas en los dos principales genes de
susceptibilidad BRCA1 y BRCA2 explican entre un 65-85% de los casos de
cancer de ovario hereditario. Estos genes siguen un modelo de herencia
autosomica dominante de alta penetrancia e intervienen en el proceso de la
RH. Aunque no se descarta la posibilidad de identificar un nuevo alelo de alta
penetrancia, en la actualidad se sugiere la participacion de multiples genes de

susceptibilidad asociados a riesgos menores. La mayoria de estos genes son
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esenciales para la estabilidad gendmica celular y estan relacionados con la
reparacion de dafio en el ADN mediante RH. Estos genes también estan
asociados al incremento de riesgo frente a otros tipos de cancer como
pancreas o colorrectal (32,50,51).

6.1.Genes relacionados con el Sindrome de Cancer de Mamay Ovario
Hereditario (SCMOH)

Hasta un 50% de los carcinomas de ovario epiteliales de alto grado no
mucinosos muestran alteraciones germinales o somaticas en genes implicados
en la via de la RH. Por este motivo, desde el afio 2018 la SEOM incluy6 en los
criterios de inclusion para el estudio genético de cancer hereditario el
diagnoéstico de este tipo de CO, criterio independiente de la historia familiar
(52).

Las variantes patogénicas germinales en BRCAl1 y BRCA2 son las
alteraciones mas frecuentes, estando presentes en un 15% de los diagndsticos
de cancer de ovario. Los genes implicados en la RH que se han relacionado

con el cancer de ovario se detallaran a continuacion (32).

6.1.1. Estructuray funcién de BRCAL1l

El gen BRCA1 (OMIM: 113705) se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 17 (17921.31). Este gen esta formado por 22 exones codificantes
que se traducen en una proteina formada por 1863 aminoacidos (NP_009225).
La proteina BRCAL tiene cuatro dominios: un dominio de dedos de zinc o RING
finger (mediante el cual se dimeriza con BARD1 para formar la E3 ubiquitin
ligasa) muy conservado filogenéticamente, el dominio coiled-coil (mediante el
cual se une a PALB2) y dos copias repetidas en tandem del dominio BRCT,
dominio muy conservado presente en diversas proteinas implicadas en la
reparacion del ADN, al facilitar la union de fosfoproteinas como la ADN helicasa
BACHL1 (esencial para el correcto funcionamiento del punto de control G2/M) y
el complejo CtIP (co-represor de la transcripcién). La regién central
comprendida entre los exones 11 y 13 corresponde al 65% de los aminoacidos

que constituyen la proteina. En esta region se encuentran dos sefiales de
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localizacion nuclear (NLS) y el dominio SQCD donde se encuentran los
residuos de serina/glutamina, sustrato de la fosforilacion mediada por ATM.
(Figura 1.6) (53,54).

EXON 11 Sach __BRCT

1,863 aa

Figura 1.6. Esquema de los dominios funcionales de BRCAl y de las proteinas que

interaccionan con él. Tomado de Mylavarapu S. et al. (55).

BRCAL1 es un gen supresor de tumores involucrado en funciones
celulares basicas necesarias para la replicacion celular y sintesis de ADN. Las
personas portadoras de variantes patogénicas en BRCAL presentan un riesgo
acumulado de padecer CO a los 80 afios del 45%, sobre todo de cancer de

ovario epitelial seroso de alto grado (56).

La proteina BRCA1 actlia como un eje central que coordina varias vias
celulares para mantener la estabilidad gendémica. Esta funcién es llevada a
cabo mediante su involucracion directa en la via de la RH. Ademas, participa
en la remodelacion de la cromatina, en el ciclo de ubiquitinacién de proteinas y

regula el ciclo celular y la transcripcion del ADN (57).

6.1.2. Estructuray funcion de BRCA2

El gen BRCA2 (OMIM: 600185) se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g13.1). A partir de 26 exones codificantes se origina una
proteina de 3418 aminoacidos (NP_000050). La proteina BRCA2 contiene los
dominios funcionales que estan representados en la (Figura 1.7). El extremo N-
terminal contiene un dominio RING que interacciona con PALB2. A
continuacion hay ocho unidades consecutivas de repeticiones BRC mediante
las cuales se produce la uniébn a RAD51. El dominio de union a ADN esta
formado por un dominio helicoidal que constituye la regién DBD (DNA binding

domain) con capacidad de unién al ADN monocatenario o bicatenario. Por
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ultimo, en el extremo C-terminal se encuentran dos sefales de localizacién

nuclear ademas de ser un punto de union a RAD51.

RING BRC REPEATS DNA BINDING DOMAINS C-TERMINAL
a = i \
L8 ﬁsv @ @ (DSSI) SSDNA/dsDNA $3291
= o @K
PN

Figura 1.7. Esquema de los dominios funcionales de BRCA2 y de las proteinas que

interaccionan con él. Tomado de Mylavarapu S. et al. (55).

El gen BRCA2 también actla como supresor de tumores, aunque tiene
un papel mas especifico en la reparacion del ADN que BRCAL, debido a que
regula la actividad del gen RAD51C e interacciona con PALB2. Las mujeres
portadoras de variantes patogénicas en este gen tienen un riesgo acumulado
de padecer CO a los 80 afios del 12%. EI CO mas comun es, al igual que en
portadoras de mutaciones en BRCAL, el cancer de ovario epitelial seroso de
alto grado (56).

La proteina BRCAZ2 juega un papel fundamental en el proceso de la RH
ya que se encarga de transportar RAD51 a los focos de lesion del ADN dentro
del nucleo celular. Esta funcién es especialmente importante debido a que la
proteina RAD51 carece de sefales propias de localizacién nuclear.

6.1.3. Variantes genéticas en BRCAl1y BRCA2

En BRCAL se han encontrado variantes patogénicas a lo largo de toda la
secuencia codificante del gen. La mayoria son variantes que producen
alteraciones en el marco de lectura y producen proteinas truncadas,
principalmente mutaciones puntuales (cambios de un solo nucleotido, o
pequefias inserciones o deleciones). En cuanto a los grandes reordenamientos,
la proporcién varia segun la poblacién, siendo mas frecuentes en BRCAL que
en BRCA2 (58,59). En Espafia, un 8,2% de las variantes patogénicas en

BRCAL son grandes reordenamientos (60).

Por otro lado, las variantes patogénicas que se encuentran con mas

frecuencia en BRCA2 son pequefias inserciones o deleciones, mientras que el
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resto corresponden a mutaciones con cambio de un solo aminoacido por otro, o
missense, y a alteraciones del proceso de empalme del acido ribonucleico
(ARN) o splicing, siendo los grandes reordenamientos mucho menos comunes
que en BRCAL (58,59).

Aproximadamente un 30% de las variantes se deben a mutaciones
missense, este tipo de variantes requieren estudios de funcionalidad de la
proteina para averiguar su relevancia clinica. Las variantes de significado
desconocido o VUS (variants of uncertain significance), en los genes BRCA1 y
BRCA2, pueden suponer hasta un 20% de las variantes halladas cuando se

estudia cancer hereditario (61).

Existe una correlacion entre la localizacion de la alteracion genética y el
riesgo a desarrollar cAncer de mama o cancer de ovario. En ambos genes se
han descrito regiones que confieren un mayor riesgo de cancer de mama u
ovario con respecto a mutaciones en otras localizaciones del gen. Estas
regiones se denominan BCCR (Breast Cancer Cluster Region) y OCCR
(Ovarian Cancer Cluster Region). Las variantes patogénicas localizadas en la
zona central del exén 11 de los genes BRCA1 y BRCA2 se asocian a un
incremento relativo de riesgo de cancer de ovario frente al cAncer de mama; en
BRCAZ2 esta zona coincide con la repeticién de los dominios BRC. También en
BRCA2 se ha descrito una segunda OCCR cerca de los dominios de

interaccién con el ADN (Figura 1.8) (62).
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Figura 1.8. Estructura de BRCA1 y BRCA2 con las localizaciones de las regiones BCCR
(Breast Cancer Cluster Region) y OCCR (Ovarian Cancer Cluster Region). Tomado de Hollis
RL, et al. (63).

Las portadoras de variantes patogénicas en BRCA1 y BRCA2 tienen un
riesgo acumulado de cancer de mama a los 70 afios del 57% para BRCA1 y
del 49% para BRCAZ2. Por otro lado, el riesgo acumulado para cancer de ovario
es de 40% para BRCA1, con una edad media de diagnéstico de 50 afios y del
18% para BRCAZ2, con una edad media del diagnostico de 60 afios (64,65).

En mujeres diagnosticadas de cancer de mama el riesgo de desarrollar
cancer de ovario a los 10 afios es del 12,7% para portadoras de variantes
patogénicas en BRCALl y del 6,8% en BRCA2 (66). Las variaciones en la
penetrancia de estas variantes se deben a los modificadores de riesgo
enddgenos o ambientales (factores reproductivos, estilo de vida) y genéticos
(presencia de polimorfismos de bajo riesgo y genes modificadores de riesgo)
(67).

6.1.4. Gen relacionado con ataxia-telangiectasia: ATM

Variantes patogénicas germinales bialélicas en el gen ATM producen
ataxia telangiectasia, una enfermedad de herencia autosdmica recesiva, la cual
se caracteriza por ataxia cerebelar progresiva, telangiectasia, enfermedades
inmunes e hipersensibilidad a la radiacion ionizante. Esta patologia también
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estd asociada a predisposicion a ciertos tipos de cancer como linfomas y
leucemia (68,69).

Por otro lado, las variantes patogénicas germinales en heterocigosis
estan relacionadas con un incremento de riesgo de SCMOH, ademés se ha
descrito un aumento de riesgo de cancer en otras localizaciones como
estbmago, pancreatico, colorrectal, melanoma, etc. Respecto al CO, estudios
recientes vinculan a este gen con un riesgo potencial de desarrollar esta
patologia (43,70-72).

6.1.4.1. Estructuray funcién de ATM

El gen ATM es un gen de gran tamafio localizado en el brazo largo del
cromosoma 11 (11g22.3). Estd compuesto por 63 exones, de los cuales 62
codifican la proteina ATM compuesta por 3056 aminoacidos. Esta proteina
tiene cuatro dominios, un dominio TAN esencial para el mantenimiento de la
longitud de los telédmeros y para la respuesta al dafio del ADN, un dominio FAT
que interacciona con el dominio ATM quinasa para estabilizar la region C-
terminal de la proteina ATM, el domino PI3-Pl4 kinasa y el dominio FATC que

puede tener funcion estructural o de union a proteinas (Figura 1.9).

FAT

TAN PIKPI4K  FATC

Figura 1.9. Representacion esquematica de los dominios de la proteina ATM. Tomado de
Athanasakis E, et al. (73).

El gen ATM codifica una fosfatidilinositol 3-quinasa, la funcién principal
de esta proteina es la regulacion del ciclo celular y la sefalizacion de dafio en
ADN de doble cadena. Debido a que la proteina ATM fosforila a CHEK2 en

respuesta a la radiacién ionizante o la rotura de ADN de doble cadena.

6.1.5. Genes relacionados con la anemia de Fanconi

La anemia de Fanconi es una enfermedad de herencia autosémica
recesiva. Esta patologia se manifiesta cuando se heredan variantes

patogénicas bialélicas en los genes involucrados en la via de la anemia de
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Fanconi. Dicha patologia se caracteriza por inestabilidad cromosdmica, aplasia
medular, malformaciones congénitas, elevada susceptibilidad para el desarrollo
de neoplasias sélidas y hematologicas, ademas de hipersensibilidad a agentes
intercalantes del ADN como el cisplatino o el carboplatino y otros agentes
alquilantes. Dando como resultado un incremento de translocaciones

cromosomicas (74).

Por otro lado, variantes patogénicas monoalélicas en estos genes se
vinculan a un aumento de riesgo de padecer CM y/o CO dentro del contexto del
SCMOH (75). Se han descrito 16 genes implicados en el desarrollo de la
anemia de Fanconi. Las proteinas codificadas por estos genes participan en la
reparacion de los entrecruzamientos intercatenarios y en el mantenimiento de
la estabilidad gendémica durante la replicacion del ADN. Estos errores impiden
la transcripcion y la replicacion del ADN por lo que deben eliminarse durante
todas las etapas del ciclo celular. La reparacibn de estas lesiones
especialmente perjudiciales se realiza mediante un mecanismo de reparacion

denominado via de la anemia de Fanconi, el cual se coordina con la RH (76).

La via de la anemia de Fanconi se activa cuando la horquilla de
replicacion del ADN se detiene al encontrar un enlace cruzado de ADN o ICL
del inglés interstrand crossed links en la fase S del ciclo celular. El mecanismo
principal de esta via es la monoubiquitizacion de las proteinas FANCD2 y
FANCI mediada por el complejo de proteinas FA core complex con actividad
ubiquitina ligasa. Posteriormente FANCD2 recluta las nucleasas que rompen la
cadena de ADN a ambos lados del ICL generando el dafio de doble hebra que

sera reparado por la via de la RH descrita anteriormente (77).

6.1.5.1. Estructura y funcion de PALB2

El gen PALB2 (OMIM: 610355) se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 16 (16p12.2). A partir de 13 exones codifica una proteina de 1186
aminodcidos, la cual acompanfia y localiza a BRCA2, de ahi su nombre (partner
and localizer of BRCA2). La proteina PALB2 esta formada por dos dominios de
union a ADN, dos regiones de interaccion con RAD51, un dominio ChAm o de

asociacion a la cromatina, un conjunto de repeticiones WD40 de 40
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aminoéacidos y un dominio de autointeraccion. La proteina BRCA2 interacciona
con PALB2, con RAD51 y con la union entre el ADN simple y el de doble
cadena, produciéndose la etapa final del proceso de la RH.

Variantes patogénicas germinales monoalélicas en este gen impiden
que se lleve a cabo esta reparacion de manera correcta, provocando un
aumento del riesgo de cancer. Inicialmente el analisis de este gen fue
respaldado por un estudio que concluyé que las variantes patogénicas en este
gen implican un riesgo de desarrollar cancer de mama similar al de BRCAZ2,
aunqgue la frecuencia de mutaciones en este gen es relativamente baja (0,1%-
2,7%) (78).

Por otro lado, en un estudio realizado en poblacién espafiola se
identificaron variantes patogénicas en PALB2 en aproximadamente el 1% de
los casos de cancer de mama familiar, asi como en el 3-4% de los casos de
cancer de péancreas familiares (50). Ademas, hay diversos estudios que lo
relacionan con una mayor susceptibilidad hereditaria a cancer de mama en el
varéon (79). En cuanto a su relacién con el CO, estudios en poblaciones de
mujeres diagnosticadas de CO estiman que alrededor del 2% de los casos
serian portadoras de variantes patogénicas en PALB2 (80,81). También existen
evidencias que correlacionan la presencia de variantes patogénicas en PALB2
con un incremento de riesgo de entre 4 y 5 veces de CO respecto a poblacion
control (43,82).

6.1.5.2. Estructura y funcién de BRIP1

El gen BRIP1 o también denominado FANCJ (OMIM: 605882) esta
localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17923.2). Este gen esta
formado por 19 exones codificantes que originan una proteina de 1.249
aminoacidos (NP_114432). Esta proteina estd compuesta por ocho dominios
helicasa, un dominio de union a BLM y otro de union a MRE11 (Figura 1.15A).
Actia como una ADN helicasa que interacciona con el dominio BRCT de
BRCAL durante la reparacion del ADN en la RH. Ademas, BRIP1 colabora con
otras proteinas implicadas en la deteccion de dafio en ADN y su reparacion

(83). Otra funcion de esta proteina es resolver las estructuras de cuadruplex de
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guanina (G4), las cuales afectan a la replicacion y la transcripcion. De esta
manera se alivia el estrés durante la replicacion, ademas de preservar ciertas
estructuras cromosOmicas como los telomeros, mantener la estabilidad

gendmica y la homeostasis celular (84).

Las variantes patogénicas halladas en este gen se asocian a un riesgo
incrementado de CO. Se estima que un 1,4% de las mujeres diagnosticadas de
CO podrian ser portadoras de una mutacion en este gen, lo que supondria ser
después de los genes BRCAL1 y BRCAZ2, el tercer gen con mayor frecuencia de

variantes patogénicas relacionadas con el CO (43,85).

6.1.5.3. Estructura y funciéon de RAD51C y RAD51D

El gen RAD51C (OMIM: 602774) y el gen RAD51D (OMIM: 602954) se
localizan en el brazo largo del cromosoma 17. El gen RAD51C (17922) forma a
partir de 9 exones codificantes una proteina de 376 aminoacidos (NP_478123).
El gen RAD51D (179g12) da lugar a partir de 10 exones otra proteina de 328

aminoacidos.

Ambos pertenecen a la familia de genes RADS51-like que codifican
enzimas con actividad recombinasa y juegan un papel fundamental en la RH.
Las proteinas codificadas por estos genes, junto con el resto de las proteinas
de la familia RAD51 participan en la formacion del nucleofilamento, un complejo
gue cataliza el emparejamiento entre el ADN de una hebra y el de dos hebras
para que se produzca la sintesis y reparacion del ADN dafiado. Para iniciar
esta via es necesario que BRCA2 reclute a RAD51 y lo sitie en el ADN
danado.

Ambos genes se asocian con un riesgo incrementado de CO. El riesgo
acumulado de desarrollar CO en portadores de variantes patogénicas en
RAD51C es del 1,3% a los 50 afios. En portadoras de variantes patogénicas en
RAD51D suponen un riesgo acumulado relativo de padecer CO a los 50 afios
del 3% (86,87).

En poblacion espafiola hay estudios en los que se detecta un 1,3% de

mutaciones en RAD51C en familias con SCMOH. Ademas, alrededor de un 1%
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de las familias con SCMOH espairiolas sin mutaciones en BRCA1/BRCA2 son
portadoras de mutaciones en RAD51D (88-90).

6.2.0tros sindromes relacionados con el cancer de ovario hereditario

El CO es un componente patolégico presente en otros sindromes de
cancer hereditario como el sindrome de Lynch, el sindrome de Li-Fraumeni o el

sindrome de Peutz-Jeghers.

6.2.1. Sindrome de Lynch

El sindrome de Lynch o sindrome de cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis es el sindrome de predisposicion al cancer de ovario mas
frecuente después de SCMOH. Esta patologia es responsable de un 10-15%
de los casos de CO hereditarios y de hasta un 1% de los casos de CO en
general. Este sindrome presenta una herencia autosémica dominante y se
manifiesta por variantes patogénicas en los genes involucrados en el
mecanismo MMR. Las variantes patogénicas en los genes MSH2, MLH1,
MSH6 y PMS2, ademas de estar asociadas a un mayor riesgo de desarrollar
CO, también estan asociadas a un mayor riesgo de desarrollar otros tipos de
cancer como el colorrectal, endometrio, estbmago, intestino delgado, tracto

hepatobiliar, tracto urinario superior, cerebro y piel (43,91,92).

En el afio 2022 el gen EPCAM se ha incluido en la guia NCCN de manejo
de cancer familiar de CO. Mutaciones en este gen dan lugar al silenciamiento
del gen MSH2 y son causantes de aproximadamente el 1% de los casos de
sindrome de Lynch. Ademas se han encontrado evidencias de una correlacion
directa entre variantes patogénicas en este gen y un incremento de riesgo de
desarrollar CO (93,94).

6.2.2. Sindrome de Li-Fraumeni

El sindrome de Li-Fraumeni es un sindrome de predisposiciéon al cancer
con herencia autosémica dominante y alta penetrancia que se caracteriza por
la presencia de diferentes tipos de cancer en la historia familiar. Los mas
comunes son sarcomas 0seos Yy de partes blandas, cancer de mama, tumores

cerebrales y carcinomas de corteza suprarrenal. Otros tumores relacionados
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con este sindrome, pero menos frecuentes son las leucemias, cancer de
pulmén, carcinoma colorrectal, tumores cutaneos, carcinomas gastricos y de
ovario (95). Los pacientes diagnosticados de sindrome de Li-Fraumeni también
tienen mayor sensibilidad al dafio producido por radiaciones ionizantes (96).

El gen TP53 (OMIM: 191170) se localiza en el brazo corto del
cromosoma 17 (17p13.1) y es un gen supresor de tumores de alta penetrancia.
Variantes patogénicas germinales en este gen justifican casi un 70% de los
diagndsticos de este sindrome. Ademas, tiene varios transcritos, de los cuales
el mas largo esta formado por 10 exones codificantes y da lugar a la proteina
p53, también conocida como el guardidn del genoma, compuesta por 393
aminoacidos cuya funcion principal es actuar como un factor de transcripcion
nuclear. Esta proteina esta formada por tres dominios principales: un dominio
de transactivacion en el extremo N-terminal esencial para regular factores de
transcripcion, un dominio de union al ADN y un dominio de oligomerizacion
responsable de la tetramerizacion necesaria para su funcionamiento in vivo.
Aunque no hay evidencias suficientes como para asociar variantes patogénicas
germinales de este gen al CO, esta patologia puede presentarse como forma
del fenotipo del sindrome de Li-Fraumeni. Ademas, hay publicaciones que
afirman que este gen esta mutado a nivel somatico en un 96% de los tumores
considerados cancer de ovario serosos de alto grado (COSAG) con una
prevalencia muy superior a otros genes estudiados en linea somatica como
BRCAL, BRCA2, CDK12, NF1y RB1 (32,97).

6.2.3. Sindrome de Peutz-Jeghers

El sindrome de Peutz-Jeghers es una enfermedad autosdmica
dominante caracterizada por la produccién y presencia de pigmentaciones
epidérmicas, ademas de hamartomas gastrointestinales. Los pacientes
diagnosticados de este sindrome tienen una mayor probabilidad de desarrollar
algunas neoplasias como el cancer de pancreas, colorrectal, de pulmon, de

mama, de ovario, de cérvix y de testiculo (98,99).

El gen STK11 (OMIM: 175200) se localiza en el brazo corto del

cromosoma 19 (19pl13.3) y es un gen supresor de tumores. Se han
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evidenciado al menos 51 variantes génicas patogénicas en este gen
relacionadas con el sindrome de Peutz-Jeghers, aunque alteraciones
somaticas de este gen también se han relacionado con adenocarcinoma

pulmonar esporadico (100,101).

STK11 tiene dos transcritos principales, el mas largo esta formado por 9
exones y codifica la proteina supresora de tumores STK11 o LKB1, una
serina/treonina quinasa de 433 aminoacidos que regula la polaridad y el
metabolismo celular. También participa en la regulacién de la via apoptoética
dependiente de p53. Al igual que ocurre con el gen TP53, tampoco hay
evidencias suficientes como para asociar variantes patogénicas germinales del
gen STK11 al CO. Sin embargo, esta patologia puede presentarse como parte

del fenotipo del sindrome de Peutz-Jeghers (102).

7. CARACTERIZACION DE LAS VARIANTES

Después de realizar el andlisis genético a nivel germinal o somatico, se
deben clasificar las variantes genéticas halladas. Esta clasificacion se hace en
primer lugar desde un punto de vista molecular, segun si esta variante afecta a
la estructura del gen o a la proteina traducida. Posteriormente se realiza una
clasificacion desde el punto de vista clinico, segun la implicacién que dicha

variante tenga en el desarrollo de una determinada enfermedad.

7.1. Clasificacion de las variantes

La nomenclatura de las distintas variantes localizadas sigue la normativa

propuesta por la Human Genome Variation Society (HGVS) (103).

A. Clasificacion molecular de variantes (Figura 1.10):

- Inserciones y deleciones: se introducen o se pierden uno o varios
nucledtidos de la secuencia. Si el nimero de nucleétidos agregados o
perdidos no es multiplo de tres, se alteraria el marco de lectura (variante
frameshift), produciéndose una proteina truncada.

- Cambios de un solo nucle6tido (SNP, single nucleotide polymorphism):

se cambia un nucleétido de la secuencia original por otro distinto. Esto
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puede tener como consecuencia el cambio no altere la secuencia de
aminoacidos (variante sin6nima o silenciosa), que se produzca un
cambio de aminoécido (variante con cambio de sentido o missense), que
se introduzca un codon de parada prematuro UAG, UGA o UAA
(variante sin sentido o nonsense) o que se altere el proceso de splicing
del ARN.

- Inversiones: se trata de un cambio estructural en el que un segmento de
cromosoma cambia de sentido dentro del mismo.

- Duplicaciones: se trata de un cambio estructural en el que se repite un

fragmento de nucledtidos junto al original.

SNV Deletion Indel

™
A
% -
Insertion Indel

[ 1 | | | ]
Deletion nsertion Inversion uprication

Figura 1.10. Resumen de los distintos cambios moleculares que pueden alterar el ADN.
Tomado de Smith SD, et al. (104).

B. Clasificacion de variantes desde el punto de vista clinico

Para facilitar la interpretacion de las variantes halladas en un estudio
genético y mejorar el asesoramiento genético, es necesario tener en cuenta las
guias publicadas por autores relevantes en este campo para la interpretacion
de variantes. Las variantes encontradas se clasifican segun la susceptibilidad
gue confieran a la portadora en desarrollar CO siguiendo las guias publicadas
por las sociedades cientificas. Las cinco categorias para clasificar variantes
son (105,106):

- Variantes no patogeénicas o variantes benignas (VB): variantes que no
modifican el riesgo de aparicion de CO.

- Variantes probablemente benignas (VPB).
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- Variantes de significado clinico desconocido (VUS, variant of uncertain
significance): cambios cuya influencia en la susceptibilidad de desarrollar
CO no esta descrita. Esta categoria incluye las VUS priorizadas, son
aquellas que segun estudios in silico y bibliogréaficos, entre otros, tienen
una mayor probabilidad de tener un efecto deletéreo en la proteina
(107,108)

- Variantes probablemente patogénicas (VPP).

- Variantes patogénicas (VP): variantes causantes de la enfermedad de
estudio. Suelen ser cambios sin sentido o que alteran el marco de
lectura, grandes deleciones o que producen una inactivacion completa

por alteracion en el splicing.

7.2. Herramientas para la clasificacion de las variantes

Los avances tecnoldgicos relacionados con el cancer hereditario han
permitido que se analicen varios genes a la vez. Esto mejora el rendimiento
diagnéstico del analisis genético, pero también ha supuesto un incremento en
los hallazgos de variantes no descritas o clasificadas previamente. Por lo tanto,
la responsabilidad de informar sobre el significado clinico de dichos hallazgos
recae sobre los facultativos formados para ello. Para clasificar las variantes
obtenidas se deben consultar bases de datos como LOVD (Leiden Open
Variation Database), ClinVar del National Center for Biotechnology Information
(NCBI), o HGMD (Human Gene Mutation Database). Para VUS es posible
predecir el posible potencial patogénico de estas variantes con herramientas
web como MutationTaster, SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), PolyPhen

(Polymorphism Phenotyping), o REVEL, entre otras.

Ademas, es recomendable hacer uso de las guias publicadas por
sociedades cientificas como el Colegio Americano de Genética Médica y
Gendmica (ACMG), la Asociacion de Patologia Molecular (AMP) vy la
Asociacion de Ciencias de Genética Clinica (ACGS). Estas guias establecen
criterios de evidencia de patogenicidad, asi como otros criterios que apoyan la
benignidad de dichas variantes. La combinacion de estos criterios permite

categorizar las variantes halladas segun la clasificacién anterior (109,110).
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Manejar correctamente los recursos disponibles para realizar la

valoracion clinica de las variantes es imprescindible para conocer si dichas

variantes han sido descritas y clasificadas clinicamente previamente o si, por el

contrario, son variantes no descritas con un significado clinico desconocido.

7.2.1. Bases de datos

1. ElI NCBI forma parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de Estados

Unidos y se fundé con la mision de almacenar y actualizar de manera

constante la informacién obtenida en el &mbito de la biologia molecular.

Para ello, recopila distintos tipos de informacion en diversas bases de

datos. Las mas relevantes para clasificar variantes genéticas son:

a.

Clinvar: archivo publico con acceso a informacién sobre las

relaciones entre variantes y fenotipos en humanos con evidencia

bibliografica. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ClinVar/

dbSNP (The Single Nucleotide Polymorphism Database): base de
datos de polimorfismos que ofrece informaciébn sobre la
frecuencia de las variantes registradas en distintas poblaciones.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/

Gene: herramienta para caracterizar y organizar la informacion de
los genes. Sirve como nexo de informacién del mapa gendmico,
expresion, secuencia, funcion de la proteina, estructura y datos

de homologia. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

Protein: reune las secuencias traducidas de las proteinas y los
aspectos fundamentales, como su estructura biologica y funcion.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man): sumario completo
de genotipos y fenotipos humanos que se actualiza diariamente.
Cataloga todas las enfermedades humanas conocidas con un

componente genético y ofrece un resumen clinico junto a un
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mapa genético, ademas de los diferentes fenotipos para un
mismo sindrome o enfermedad.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

f. PubMed: Es posiblemente la base de datos de bibliografia médica
mas amplia que existe. Consiste en un motor de busqueda de
libre acceso que permite consultar los contenidos de la base de
datos MEDLINE, PubMed Central y Bookshelf. Esta base de
datos recoge referencias bibliograficas de articulos publicados en
unas 5.500 revistas médicas desde 1966.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

g. LitVar: buscador de informacion clinica relevante a través de la
literatura publicada de una variante genética. Las referencias
bibliograficas son extraidas del catalogo de articulos de la base

de datos PubMed. https://www.nchi.nlm.nih.gov/research/litvar2/

2. ClinGen (Clinical Genome Resource): recurso fundado por el National
Institutes of Health (NIH) como base de datos central para la busqueda
de variantes genéticas con relevancia clinica con utilidad en medicina e

investigacion. https://clinicalgenome.org/

3. Ensembl: proyecto bioinformatico para organizar la informacién biolégica
en torno a las secuencias de grandes genomas. Este proyecto comenzé
en 1999 después de la culminacién del Proyecto Genoma Humano con
el fin de proporcionar y centralizar recursos para investigadores del
genoma humano. Desde el afio 2000 se ha utilizado para la anotacion y
visualizacion de genomas de vertebrados, asi como para integrar dichas
anotaciones con otros datos biologicos disponibles y publicar toda esta
informacion de manera gratuita. Sirve como navegador genémico para
genomas de vertebrados que permite investigar sobre la evolucion del
genoma, compararlo con otros y estudiar variaciones de secuencias.
Ofrece registros de genes, incluye mdaltiples alineamientos, predice la
funcién reguladora y redne variantes encontradas relacionadas con una

determinada enfermedad. https://www.ensembl.org/index.html
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4. HGMD (Human Gene Mutation Database): el fundamento de esta base
de datos es recopilar todos los datos publicados sobre mutaciones
germinales en genes asociados con enfermedades hereditarias
humanas. http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

5. LOVD (Leiden Open Variation Database): base de datos disefiada para
recopilar y visualizar variantes en la secuencia de ADN. Su objetivo
principal es encontrar si existe una relacion entre dichas variantes y
determinadas  enfermedades  hereditarias y su  prondstico.
http://www.lovd.nl/3.0/home

7.2.2. Programas in silico

Las herramientas in silico pueden ayudar a la correcta interpretacion de
las variantes, se pueden utilizar algoritmos diferentes para estudiar los efectos
de una variante a nivel genémico y a nivel de aminoacido. Se pueden distinguir
dos tipos de programas: programas para predecir cambios en la estructura y/o
funcién de la proteina resultante y programas para predecir alteraciones de
splicing. En el caso de las alteraciones missense su impacto depende de los

siguientes criterios:

1. Localizacion dentro de la proteina:

a. Si la variante se encuentra en un dominio funcional importante
para la funcién de la proteina y todas las variantes missense
descritas en esta zona son patogénicas, existe una alta
probabilidad de que ésta también lo sea.

b. Existen zonas conocidas como hot spots con una mayor
frecuencia de variantes patogénicas. Si una variante se encuentra
en esta zona la probabilidad de que sea patogénica es elevada.

c. Si se descubre una variante que se halla en el mismo codén que
otra variante patogénica, este criterio apoya la patogenicidad de
la variante encontrada.

2. Grado de conservacion: las zonas del genoma altamente conservadas a

lo largo de la evolucidon implican una gran importancia estructural o
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funcional, por lo que las alteraciones halladas en estas zonas tienen una
alta posibilidad de ser deletéreas.

3. Alteraciones bioquimicas por cambio de aminoacidos: si se produce un
cambio de aminoacido por otro de caracteristicas similares, la
probabilidad de que este cambio afecte a la proteina es mejor que si el
aminoacido nuevo tiene unas caracteristicas fisicoquimicas diferentes al

original.

Por otro lado, los programas para predecir alteraciones de splicing
tienen una sensibilidad de 90-100% con una especificidad del 60-80%, ademas
predicen sitios de empalme probables. El principal inconveniente es la dificultad
de su interpretacibn y la falta de estudios a gran escala con estas

herramientas.

Ademas de los programas in silico, existen herramientas de apoyo a las
decisiones clinicas como VarSome que utilizan diferentes algoritmos y pueden
estimar la importancia de la alteracién tanto a nivel de nucle6tido como a nivel
de aminoacido. VarSome engloba varios programas in silico ademas de un
clasificador automéatico que evalla la patogenicidad de las variantes segun las
guias de la ACMG. También dispone de REVEL (Rare Exome Variant
Ensemble Learner), un método de conjunto que utiliza en su algoritmo estas
mismas herramientas individuales para predecir la patogenicidad de variantes
raras missense (111). Las herramientas in silico mas relevantes de VarSome a

la hora de evaluar las variantes genéticas son:
a) Programas para la prediccion del impacto de la variante en la proteina:

i) MutationTaster. Esta aplicacion lleva a cabo pruebas in silico para
estimar el impacto de la variante tanto a nivel de ADN como de proteina.
Entre ellos se incluyen analisis de conservacion, alteraciones de splicing,
pérdida de las caracteristicas de la proteina y cambios que afecten a la
cantidad de ARNm. Los resultados se evaluan por un algoritmo Naive
Bayes que predice el potencial deletéreo. Dependiendo de la naturaleza
de la alteracién, elige entre tres modelos de prediccion: para variantes

sinbnimas, para variantes tipo missense y para cambios complejos de
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aminoacidos (112). La version mas reciente, MutationTaster2, incluye
todos los SNPs e indels del proyecto 1000 Genomas Yy las variantes
conocidas como causantes de enfermedad en ClinVar y HGMD Public.
Para reducir el nimero de falsos positivos en el estudio de posibles
variantes que afectan al splicing, MutationTaster2 sélo tiene en cuenta
las que se encuentren en los bordes entre intrén y exon. Su principal
limitacion es el estudio de variantes intragénicas. Su disefio permite la
identificacion de variantes con un impacto importante en enfermedades
monogénicas, mientras que, no pretende predecir consecuencias de
variantes comunes con efectos leves (113).

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT). Se trata de un algoritmo que
predice el impacto potencial de la sustitucion de aminoécidos en la
funcién de la proteina. Clasifica este efecto como tolerada o deletérea.
Para ello tiene en cuenta la conservacion evolutiva de la proteina al
compararla con secuencias homologas, asi como la severidad del
cambio de aminoacido. Este algoritmo asume que hay determinadas
posiciones de una secuencia proteica que tienen importancia en su
funcién y, por tanto, han sido conservadas a lo largo de la evolucién. En
consecuencia, una sustitucion en estas posiciones podria afectar la
funcion de la proteina. De este modo, puede predecir los efectos de
todas las sustituciones posibles en cada posicion de la secuencia (114).

b) Programas para la prediccién del grado de conservacion filogenética.

)

GERP (Genomic Evolutionary Rate Profiling). Es una puntuacion de
conservacion calculada mediante cuantificacion de déficits de sustitucion
a lo largo de multiples alineamientos de ortélogos (secuencias similares
debido a un mismo origen evolutivo). Utiliza el genoma de 35 mamiferos
(115).

Phylogenetic P-values y phastCons: PhyloPway y phastConsway. Son
programas que proporcionan puntuacion de conservacion basada en
multiples alineamientos dados por un arbol filogenético que predice la
tasa de evolucién comparada con lo que se espera de la deriva natural.
Utiliza distribuciones del numero de sustituciones basadas en el modelo
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ii)

oculto de Markov. PhyloP20way se basa en el alineamiento multiple de
secuencias de 19 genomas de mamiferos con el genoma humano,
mientras que PhyloP100way utiliza 99 secuencias de genomas de
vertebrados. A mayor puntuacion, mas conservado esta el residuo
(116,117).

SiPhy (analisis filogenético especifico de situacidon). Es una herramienta
de conservacion que emplea secuencias genéticas profundas de 29
mamiferos para detectar bases que han sido seleccionadas
evolutivamente. Esto le permite estimar tanto los patrones de sustitucion
poco probables, asi como las desaceleraciones y aceleraciones de las
tasas de mutacion. Modela la conservacion no s6lo como una
disminucién en la tasa de mutacion, sino que también tiene en cuenta el

patron de las mutaciones (118).

c) Programas de prediccién de cambios de splicing.

)

dbscSNV (database splicing consensus single nucleotide variant).
Incluye todas las variantes (aproximadamente 15 millones) en las
regiones de consenso de splicing. EI modelo se desarrollé a partir de
siete herramientas de prediccion de splicing previamente existentes
(119).

d) Algoritmos predictivos de patogenicidad.

)

REVEL (Rare Exome Variant Ensemble Learner). Es un método de
conjunto para predecir la patogenicidad de variantes raras missense
obtenidas por métodos NGS. La puntuacion de REVEL oscila entre 0 y
1, siendo 1 la mayor probabilidad de ser patogénica. Para calcular el
REVEL score, REVEL utiliza en su algoritmo las siguientes herramientas
individuales: MutPred, FATHMM, VEST, PolyPhen, SHIFT, PROVEAN,
MutationAssessor, MutationTaster, LRT, GERP, SiPhy, phyloP vy
phastCons. Comparado con otros algoritmos basados en redes

neuronales profundas, REVEL ofrece mejores resultados para variantes
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missense, mientras que es mas limitado para estudiar variantes no
codificantes (111).

7.3.Estudios de la frecuencia de la variante en poblacion control

Conocer la frecuencia de una variante en la poblacion control es
fundamental para conocer su patogenicidad. Una frecuencia alélica en
poblacion control elevada apoya la benignidad de una variante. Sin embargo, Si
la variante estudiada no ha sido descrita y carece de informacion sobre su
frecuencia alélica, este dato no es evaluable para establecer la patogenicidad

de la variante.

Esta busqueda se puede realizar en las bases de datos poblacionales
como Proyecto 1000 Genomas, ExAc (Consorcio de Agregacion de Exomas) o
GnomAD (Genome Aggregation Database). Esta Ultima es una herramienta
desarrollada por una coalicion internacional de investigadores con el fin de
reunir y sintetizar los datos de secuenciacion del genoma y exoma de varios
proyectos de secuenciacion a gran escala. GhomAD es la herramienta utilizada
por VarSome para realizar el célculo de frecuencia alélica en distintas bases de
datos. Es muy importante encontrar informacion sobre la frecuencia alélica de
la variante encontrada dado que, una falta de informacion sobre frecuencias
alélicas o la ausencia de la variante hallada en las bases de datos se considera

un criterio de apoyo de patogenicidad segun la guia de la ACMG (109).

8. IMPACTO CLINICO DEL DIAGNOSTICO GENETICO

Los resultados del asesoramiento genético obtenidos en el caso indice

pueden clasificarse segun la relevancia clinica de los hallazgos:

e Test informativo: el estudio genético concluye que se ha detectado una
variante patogénica o probablemente patogénica que explica la clinica
del paciente. Este hallazgo implica un potencial riesgo familiar de la
patologia estudiada con implicaciones hereditarias. Este resultado
permite establecer las medidas preventivas y terapéuticas necesarias en
los Cl, ademas del asesoramiento genético necesario segun el contexto

familiar.
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e Test no informativo: el estudio genético no es concluyente porque no se
ha detectado ninguna variante clinicamente relevante que justifique un
sindrome de céncer hereditario. Este informe puede deberse a una de
las siguientes situaciones.

o Ausencia de variantes patogénicas o probablemente patogénicas:
en el analisis genético no se detecta ninguna variante
clinicamente relevante que pueda explicar la clinica del paciente.
Este resultado no puede afirmar, pero tampoco rechazar la
posibilidad de que la enfermedad esté relacionada con causas
genéticas.

o Variante de significado clinico desconocido: se ha encontrado una
alteracion en alguno de los genes de susceptibilidad a la
enfermedad, pero no se puede asegurar que esta sea la
responsable de la situacion clinica del paciente. Sin embargo, no
se descarta que en un futuro se tenga mayor conocimiento de la
variante. EI manejo clinico dependera de su historia personal y

familiar de cancer.

8.1.Fenotipo asociado a defectos en la RH

El CO asociado a defectos de la RH se caracteriza por manifestar un
fenotipo concreto. Aunque la mayoria de los estudios se han realizado en
mujeres portadoras de variantes patogénicas en BRCA1 y BRCA2, por ser los
genes descritos con mayor anterioridad, la presencia de variantes patogénicas
germinales en otros genes implicados en la RH se asocia a unas

caracteristicas fenotipicas similares (56,120).

La presencia de variantes patogénicas en BRCA1 y BRCA2 se asocian a
un grado histoldgico alto, un estadio avanzado al diagnéstico (estadio FIGO Il
y 1IV) e histologia serosa hasta en un 70% de los casos. Sin embargo, las
caracteristicas histologicas del CO asociado a defectos de la RH pueden
presentarse en cualquier subtipo histolégico excepto los carcinomas serosos
de bajo grado (121-123).
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La edad del diagnéstico del CO suele realizarse entre la quinta y sexta
década de la vida. En mujeres portadoras de variantes patogénicas en BRCA1
es en torno a 54 afos y en mujeres portadoras de variantes patogénicas en
BRCA2 la media de edad al diagnostico es de 62 afos (124). En cuanto a
recidiva, los tumores asociados a mutaciones en BRCA1 y BRCA2 son mas
propensos a desarrollar metastasis viscerales, efecto mas pronunciado en

mujeres portadoras de variantes patogénicas germinales en BRCA1 (125).

8.2. Tratamiento asociado a alteraciones en la RH

8.2.1. Quimioterapia convencional

El CO con alteraciones en la via de la RH muestra una mayor
sensibilidad a determinados agentes quimioterdpicos. La primera linea de
tratamiento en el manejo del CO son los derivados del platino como el cis-
platino o el carboplatino. EI comportamiento de esta patologia frente al
tratamiento con estos derivados de platino supone una herramienta para
conocer el pronéstico de la enfermedad y el manejo de las posibles recaidas,
este dato clinico se conoce como intervalo libre de platino (ILP) (116). EI ILP se
conoce como el tiempo de progresion de la enfermedad desde la ultima dosis
de derivados de platino recibida. Segun el ILP se pueden distinguir dos grupos

con manejos terapéuticos distintos (127-129):

e ILP mayor o igual a 6 meses: se denominan platino sensibles y el ILP
junto al éxito de la cirugia citorreductora se correlaciona con la
supervivencia general. También obtienen una mayor tasa de respuesta a
sucesivas lineas de tratamiento (25-70%) con una mediana de
supervivencia general de 12 y 24 meses.

e |ILP menor de 6 meses: se denominan platino resistentes, en estos
casos la tasa de respuesta a sucesivas lineas de tratamiento es menor

(10-20%) con una mediana de supervivencia general de 9 meses.

Los compuestos derivados del platino inducen la formacion de
entrecruzamientos cromosomicos (ICL) de ADN, estas alteraciones genéticas
resultan letales para células con deficiencias en la via de la RH. Por este

motivo los tumores asociados a variantes patogénicas en BRCA1/BRCA2
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presentan mayor tasa de respuesta a derivados de platino e ILP mas
prolongados (130,131). La correlacion entre el ILP y la alteracién de la RH esta
descrita y estudiada, un ILP > 6 meses sirve como indicador de una posible
deficiencia en la via de la RH. Esta herramienta comenz6 a ser util en los
ensayos clinicos de inhibidores de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) y
actualmente es posible su prescripcion como monoterapia de mantenimiento
de CO de alto grado con o sin VP/VPP en BRCA1/BRCA2 en casos de
respuesta completa o parcial a quimioterapia basada en derivados de platino
(132,133).

8.2.2. Tratamiento con inhibidores de la Poli (ADP-ribosa)

polimerasa (PARPI)

Los farmacos inhibidores de la PARP o PARPi actian mediante un
mecanismo de letalidad sintética en tumores con alteraciones en la via de la
RH. El fendmeno de letalidad sintética se basa en que la pérdida de funcion de
dos o0 mas genes o vias moleculares intracelulares en las células tumorales
desencadena la muerte celular programada (apoptosis), mientras que la

deficiencia de una sola via o gen permite la supervivencia de esta (134).

De las 17 enzimas PARP distintas descritas en mamiferos, juegan un
papel en la reparacion del ADN las denominadas PARP-1, PARP-2 y PARP-3.
Se desconoce el mecanismo exacto por el cual su inactividad conduce a la
apoptosis en células tumorales con deficiencias en la via de la RH, pero se han
descrito cuatro posibles mecanismos para explicar el fendmeno de la letalidad

sintética en estos casos (Figura 1.11) (135,136):

e Inhibicion del mecanismo de reparacion por escision de bases. La
inhibicién de PARP-1, esencial en el mecanismo BER, conduce a
la persistencia de las roturas simples de ADN y la formacién de
roturas de doble cadena que no se repara debido a la alteracion
de la RH desencadenando la apoptosis celular.

e Atrapamiento de PARP-1 en el ADN dafiado. Cuando PARP-1 es
inactivada, la enzima permanece unida al ADN impidiendo que se
active el mecanismo de reparacion. Este fendmeno es el
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responsable de la sinergia que existe entre PARPI y agentes que
dafian el ADN como temozolomida y topotecan. La citotoxicidad
de los PARPi en células con alteraciones de la RH podria estar
mediada por este mecanismo (127,128).

e Alteracion del reclutamiento de BRCAL. El reclutamiento de
BRCAL al dafio del ADN se realiza mediante la proteina BARD1.
La formacidén de este complejo necesita ADP-ribosilacion llevada
a cabo por PARP-1. La alteracién de este mecanismo es critica
para el inicio de la reparacion del ADN, especialmente las vias
alternativas de reclutamiento de BRCAl estan alteradas,
fendbmeno que ocurre en tumores con ciertas mutaciones en
BRCA1 (137).

e Activacidon del proceso de reparacion NHEJ. Las enzimas PARP
inhiben la accién de diferentes proteinas que intervienen en el
proceso de reparacion de roturas de doble cadena mediante
NHEJ. La inhibicion de PARP en células con alteracion de la via
de la RH activaria este mecanismo de reparacion que da lugar a

inestabilidad gendmica y en consecuencia muerte celular (138).
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(I) PARP1 functions in BER (II) PARP1 inhibits NHEJ
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Figura 1.11. Mecanismos de letalidad sintética entre inhibidores de PARP-1 y alteracion en la
RH. La inhibicién de la actividad de PARP-1 en los procesos de BER (I) y NHEJ (ll) es
citotoxica en presencia de déficit en la RH. 1ll) Los inhibidores de PARP inducen el
atrapamiento de PARP-1 en las lesiones de ADN, lo que resulta toxico en las células con
alteracién en la via de la RH. IV) El reclutamiento del complejo BRCA1-BARD1 es interrumpido
por los inhibidores de PARP, lo que perpetla lesiones en el ADN que resultan téxicas en

presencia de alteracion de la RH. Tomado de Konstantinopoulos PA, et al. (139).

8.2.3. PARPI autorizados para uso terapéutico

Los PARPI aprobados por la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) para el tratamiento del CO son el olaparib, el

rucaparib y el niraparib, el veliparib es otro PARPI pero de momento no esta
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autorizado para su uso terapéutico por la Agencia Europea del Medicamento

(EMA). Las indicaciones terapéuticas aprobadas por la AEMPS son:

e Olaparib (Lynparza®) (140,141)
o Como monoterapia:
= Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial de alto grado avanzado (estadios
FIGO Il y IV) con mutacibn BRCA1/2 (germinal o
somatica), de trompa de Falopio o peritoneal primario, que
estan en respuesta (completa o parcial) tras haber
completado una primera linea de quimioterapia basada en
platino.
= Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial de alto grado, trompa de Falopio,
o peritoneal primario, en recaida, sensible a platino, que
estdn en respuesta (completa o parcial) a quimioterapia
basada en platino.
o Olaparib combinado con bevacizumab:
= Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial de alto grado avanzado (estadios
FIGO Il y IV), de trompa de Falopio o peritoneal primario,
que estan en respuesta (completa o parcial) tras haber
completado una primera linea de quimioterapia basada en
platino en combinacién con bevacizumab y cuyo cancer
estd asociado con resultado positivo para deficiencia en la
RH (RHD) definido por una mutacion BRCA1/2 y/o
inestabilidad gendmica o GIS positivo del inglés Genomic
Instability Score.
e Rucaparib (Rubraca®) (142,143)
o Como monoterapia:
» Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial, de trompa de Falopio o

peritoneal primario, de alto grado, en recidiva, sensible al
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platino, que responde completa o parcialmente a la
guimioterapia con platino.
e Niraparib (Zejula®) (144,145)
o Como monoterapia:

= Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial avanzado (estadios FIGO Il y V)
de alto grado, trompas de Falopio o peritoneal primario que
estan en respuesta (completa o parcial) tras completar una
primera linea de quimioterapia basada en platino.

= Tratamiento de mantenimiento de pacientes adultas con
cancer de ovario epitelial seroso de alto grado, trompas de
Falopio o peritoneal primario, en recaida, sensible a
platino, que estan en respuesta (completa o parcial) a la

guimioterapia basada en platino.

Todas las indicaciones autorizadas para el uso de PARPi son de
mantenimiento, este tipo de terapia tiene como objetivo prolongar la respuesta
optima de la enfermedad durante el mayor tiempo posible, a diferencia del
tratamiento con derivados del platino con fines curativos. Ademas, el
mantenimiento con PARPI tiene como fin favorecer el control de los sintomas
relacionados con la enfermedad, retrasar la necesidad de aplicar nuevas lineas
de tratamiento, mantener o mejorar la calidad de vida y, como ultima finalidad,
prolongar la expectativa de vida. Aunque son varias las indicaciones para el
uso de PARPI autorizadas por la AEMPS, no todas estan financiadas por el
Sistema Nacional de Salud (SNS). En la siguiente tabla (Tabla 1.5) se resumen

las indicaciones de los diferentes PARPI financiadas por el SNS.
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Lynparza® (olaparib)

Lynparza® (olaparib) +

Bevacizumab

Rubraca® (rucaparib)

Zejula® (niraparib)

Tipo de terapia

Mantenimiento

Mantenimiento

Mantenimiento

Mantenimiento

ARO

2021

2022

2020

2022

Requisitos

- COAG avanzado/CTF/CP1

- BRCA1/2+ (germinal/somatica)
- Platino sensible en respuesta
completa o parcial (tras 1° linea de
tratamiento)

- COAG avanzado/CTF/CP1

- En recidiva

- Platino sensible en respuesta
completa o parcial

- COAG avanzado/CTF/CP1

- BRCA1/2+ / RHD+

- Sensible a un tratamiento con
platino + Bevacizumab

- COAG avanzado/CTF/CP1

- En recidiva

- Platino sensible en respuesta
completa o parcial

- COAG avanzado/CTF/CP1

- Platino sensible en respuesta
completa o parcial (tras 1° linea de
tratamiento)

- COAG avanzado/CTF/CP1

- En recidiva

- Platino sensible en respuesta
completa o parcial

Tabla 1.5. Resumen de las indicaciones y requisitos de los PARPI autorizados por la EMA y
AEMPS para su uso financiado por el SNS (146-149). PARPI: inhibidor de la Poli-ADP ribosa

polimerasa, COAG: cancer de ovario de alto grado, CTF: cancer de trompa de Falopio, CP1:

cancer peritoneal primario, BRCA1/2+: variante patogénica en los genes BRCA1/2.
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8.2.3.1. Ensayos clinicos para olaparib

Las indicaciones aprobadas para el uso terapéutico de olaparib se

autorizan segun los estudios de eficacia y seguridad demostrada en los

ensayos clinicos:

SOLO1: ensayo clinico (EC) para la evaluacion del tratamiento de
mantenimiento en primera linea para el cancer de ovario avanzado con
mutacion BRCA1/2 (BRCA+). Este estudio demostro relevancia clinica y
una mejora estadisticamente significativa en la supervivencia libre de
progresion para el olaparib en comparacion con placebo (150).

SOLO2: EC para la evaluacion de la terapia de mantenimiento para
cancer de ovario, trompa de Falopio o peritoneal primario en recaida
platino-sensible con mutacion en BRCA1/2. Este estudio demostrd una
mejora estadisticamente significativa en la supervivencia libre de
progresién para olaparib en comparacion con placebo (151).

Estudio 19 (D0810C00019): EC para la evaluacion de la terapia de
mantenimiento del cancer de ovario, trompa de Falopio o peritoneal
primario platino sensible, tras terapia con dos o mas pautas de
guimioterapia basada en platino. Este estudio demostr6 una mejoria
estadisticamente significativa de la supervivencia libre de progresion
para olaparib en comparacion con placebo en la poblacion global. El
analisis de subgrupos identificé pacientes con cancer de ovario BRCA+
como el subgrupo que obtuvo el mayor beneficio clinico de la
monoterapia de mantenimiento con olaparib. También se observo
beneficio en pacientes sin mutacion en BRCA1/2 (BRCAwt) o con
hallazgos de VUS, aunque de menor magnitud (152).

OPINION: EC para la evaluacion del tratamiento de mantenimiento en
pacientes con cancer de ovario, trompa de Falopio o peritoneal primario
platino sensible sin mutacion conocida en BRCA1/2. Se incluyeron
pacientes cuya enfermedad estaba en respuesta completa o parcial tras
la finalizacién de la quimioterapia basada en platino. Cuando olaparib se

utilizé como terapia de mantenimiento demostré actividad clinica en
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pacientes con cancer de ovario platino sensible que no presentaban
mutaciones en BRCA1/2 (153).

PAOLA-1: EC para la evaluacion del tratamiento de mantenimiento de
primera linea del cancer de ovario avanzado (estadios FIGO lll y IV), de
trompa de Falopio o peritoneal primario con RHD positivo combinado
con bevacizumab tras quimioterapia de primera linea basada en platino
y bevacizumab. Se definieron subgrupos en base a biomarcadores como
mutaciones en BRCA1/2, resultado de GIS y RHD. En la poblacion total
de pacientes reclutadas, el 30% de las pacientes en ambos grupos eran
positivas para variantes patogénicas en BRCAL1/2. Entre las pacientes
BRCAwt, el 29% (19% de la poblacion total) presentd6 RHD o GIS
positivo. PAOLA-1 demostr6 una mejora estadisticamente significativa
en la supervivencia libre de progresién para el grupo tratado con
olaparib/bevacizumab en comparacién con el placebo/bevacizumab. Sin
embargo, las pacientes definidas como positivas en biomarcadores
(BRCAL1/2 o RHD/GIS) obtuvieron la mayor parte del beneficio (154).

8.2.3.2. Ensayos clinicos para rucaparib

La indicacion terapéutica aprobada para el uso de rucaparib se autoriza

segun los estudios de eficacia y seguridad demostrada en el siguiente EC:

ARIEL3: EC para la evaluacion del tratamiento de mantenimiento del
cancer ovarico, de trompa de Falopio o peritoneal primario recidivante.
Las muestras de tejidos tumorales de todas las pacientes (n=564) se
analizaron para determinar la condicion positiva de RHD (definida por la
presencia de una VP en BRCA1/2 o una pérdida de heterocigosidad).
Un 23% (130/564) de las pacientes presentaban una mutacion germinal
de BRCA1/2, y casi un 10% (56/564) presentaban una mutacion
somatica de BRCA1/2. ARIEL3 demostr6 una mejora estadisticamente
significativa de la supervivencia libre de progresion en las pacientes
aleatorizadas para recibir tratamiento con rucaparib en comparacion con

la poblacion placebo (155).
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8.2.3.3. Ensayos clinicos para niraparib

Las indicaciones terapéuticas aprobadas para el uso de niraparib se

autorizan segun los estudios de eficacia y seguridad demostrada en los

siguientes ensayos clinicos:

PRIMA: EC para la evaluacion del tratamiento de mantenimiento de
primera linea para el cancer de ovario en respuesta completa o parcial a
una primera linea de quimioterapia basada en platino. PRIMA demostro
una mejora estadisticamente significativa en la supervivencia libre de
progresion de las pacientes aleatorizadas a niraparib en comparacion
con placebo en la poblacion RHD+ y en la poblacion general (156).
NOVA: EC para la evaluacion del tratamiento de mantenimiento del
cancer de ovario seroso de alto grado, de trompas de Falopio o
peritoneal primario en recaida después de la respuesta completa o
parcial del tratamiento basado en platino. Se analizaron mutaciones en
BRCA en linea germinal y en tejido tumoral ademas de RHD en el
momento del diagndstico inicial o de la recidiva. La supervivencia libre
de progresion se midié desde el momento de la aleatorizacién hasta la
progresién de la enfermedad o la muerte. El estudio demostr6 una
mejoria estadisticamente significativa de la supervivencia libre de
progresion con niraparib como tratamiento de mantenimiento comparado
con el placebo. Estos resultados se obtuvieron tanto en la poblacién
BRCA+, asi como en la cohorte con BRCA no mutado (BRCAwt) (157).

El resumen de los estudios de eficacia y seguridad en distintas

poblaciones para aprobar el uso terapéutico de los PARPI autorizados por la

AEMPS se muestra en la siguiente tabla (Tabla 1.6).
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BRCA1/2+ RHD+ BRCA-/RHD-

SOLO1

ESTUDIO 19*
OLAPARIB SOLO2* =
OPINION*
ESTUDIO 19*

RUCAPARIB ARIEL3 ARIEL3 ARIEL3

PRIMA
NIRAPARIB NOVA PRIMA

NOVA

OLAPARIB + BEVACIZUMAB PAOLA-1 PAOLA-1 -

Tabla 1.6. Estudios de eficacia y seguridad de los PARPi autorizados por la AEMPS. Se
sefialan con * los estudios realizados solo en linea germinal (150-157). BRCA1/2+: mutacion
en los genes BRCAL/2, RHD+: mutacion en otros genes de la recombinacién homologa,

BRCA-/RHD-: sin mutacién conocida en los genes de la recombinaciéon homdloga.

8.3.Estrategias de prevencién

Existen tres tipos de estrategias terapéuticas para prevenir el riesgo
hereditario de desarrollar cancer de ovario: quimioprevencion, screening y

cirugia profilactica.

8.3.1. Quimioprevencion

Como hemos visto anteriormente, los ACHO han demostrado reducir el
riesgo de cancer de ovario entre un 40-60% en la poblacion general. Este
beneficio se mantiene en mujeres con riesgo incrementado de CO asociado a
variantes patogénicas BRCA1/BRCA2 (11). Sin embargo, se desconoce si los
ACHO confieren efecto protector a largo plazo debido a que la mayoria de las
portadoras se someteran a una cirugia profilactica alrededor de los 40 afios y el
desarrollo de CO antes de esta edad es poco probable (158).

8.3.2. Screening

El screening del CO se realiza con la monitorizacion del marcador
tumoral CA-125 considerando niveles séricos elevados por encima de 35 U/ml
y la ecografia transvaginal. Sin embargo, no existen datos que sugieran que
este screening conlleve una reducciéon de la mortalidad en mujeres con riesgo
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poblacional (159). El problema del screening en poblacion general es la baja
incidencia del CO, ya que la sensibilidad y especificidad del método empleado
deben ser muy elevadas para proporcionar un valor predictivo fiable. Para
mejorar estos valores se ha desarrollado ROCA (Risk Of Ovarian Cancer
Algorithm) un algoritmo de riesgo de cancer de ovario que tiene en cuenta la
velocidad de incremento de los niveles de CA-125 en lugar del valor de corte.
La interpretacion de los valores de CA-125 con ROCA junto a la ecografia
transvaginal ha demostrado aumentar la especificidad, pero sin una reduccion

significativa de la mortalidad en la poblacion general (160).

En la actualidad, la mayoria de las guias clinicas recomiendan el
screening mediante monitorizacion de CA-125 cada 6-12 meses y ecografia
transvaginal en mujeres con riesgo hereditario de CO a partir de los 30-35

afios, mientras no se lleve a cabo la cirugia reductora de riesgo (161,162).

8.3.3. Cirugia profilactica

La salpingo-ooforectomia bilateral profilactica (SOBP) es la medida mas
efectiva para reducir el riesgo de cancer de ovario. En mujeres portadoras de
variantes patogénicas en BRCA1/BRCA2 se asocia a una disminucion de
riesgo de CO del 80%, de CM del 50% y una reduccién de la mortalidad global
del 77% (163-165). Las guias NCCN recomiendan la SOBP en mujeres
portadoras de variantes patogénicas en BRCA1, BRCA2, BRIP1, MSH2, MLH1,
MSH6, PMS2, EPCAM, RAD51C y RAD51D. Para consensuar el manejo de
estas pacientes, la NCCN en sus guias clinicas establece recomendaciones

diferentes para cada gen en funcion de la evidencia actual (161).
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1. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El CO es el cancer ginecoldgico con una mayor mortalidad,
representando el cancer de ovario epitelial de alto grado no mucinoso el 75%
de esta patologia, caracterizada por tener un curso agresivo y diagnosticarse
en estadios avanzados. Uno de los criterios de inclusion segun la SEOM de
alto riesgo para el SCMOH es el diagnéstico de este tipo de CO. EI SCMOH
presenta un patron de herencia autosomica dominante en genes de
susceptibilidad al cancer. Histéricamente, el riesgo de SCMOH ha estado
principalmente vinculado a variantes patogénicas germinales en los
genes BRCA1 y BRCA2. Sin embargo, actualmente también se encuentra

asociado a genes supresores de tumores implicados en la reparacién del ADN.

El cancer de ovario epitelial de alto grado no mucinoso se evidencia por
ser genéticamente inestable y aproximadamente un 50% de estos tumores
presentan deficiencia en los mecanismos de reparacion del ADN mediante RH,
incluyendo variantes patogénicas germinales en BRCAl y BRCA2. Sin
embargo, en la actualidad se estima que mas de la mitad de los individuos con
una variante patogénica y que cumpla los criterios de evaluaciéon para SCMOH
de las guias de la NCCN son portadores de variantes patogénicas en genes
distintos a BRCA1 o BRCAZ2. Entre ellos se incluyen genes de alta penetrancia
como TP53 y PTEN, asi como genes de moderada penetrancia como ATM,
BRIP1 y PALB2, entre otros. Estos genes ademas de estar relacionados
clinicamente con el CO, también se asocian a susceptibilidad de otros tipos de
cancer como el pancreatico o el colorrectal. Muchos de ellos son esenciales
para mantener la estabilidad genomica de las células y estan relacionados

funcionalmente con la reparacion de ADN mediante RH.

La irrupcion de los sistemas de secuenciacibn masiva o de nueva
generacion (Next Generation Sequencing, NGS) esta permitiendo un avance
muy acelerado en el conocimiento de las bases genéticas de las
enfermedades. Esta tecnologia permite una mejora significativa de la eficiencia,
aumento del rendimiento con una reduccion asistencial del tiempo de respuesta

y costes economicos. La gran capacidad de analisis de NGS hace posible el
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estudio simultdneo genético de amplio paneles de genes, exomas e incluso
genomas completos. Ademas, la respuesta a la primera linea de tratamiento
del CO con quimioterapia basada en platino esté relacionada con déficits en la
RH. La respuesta a este tratamiento cuando es completa o parcial se puede
beneficiar de la administracién de mantenimiento de inhibidores de la poli ADP-

ribosa polimerasa o PARPI.

Por tanto, es esperable que, tras la incorporacion a nivel asistencial de
un panel de genes clinicamente accionables se consiga un incremento en el
rendimiento diagndstico del cancer de ovario de alto grado, con el consiguiente
beneficio para los familiares del CI estudiado. No obstante, esta estrategia
tendra como consecuencia un incremento en el nimero de variantes de
significado clinico desconocido obtenidas, por lo que se hace necesario

disponer de algoritmos de priorizacion de variantes genéticas

En definitiva, los resultados y conclusiones obtenidas con el desarrollo
de este trabajo pretenden aportar informacidén relevante sobre las variantes
genéticas estudiadas para la practica asistencial relacionada con el CO,
permitiendo a los profesionales del laboratorio y oncélogos conocer de manera
mas exhaustiva el rendimiento diagnéstico y el impacto clinico de esta

patologia.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo principal

e Evaluar la utilidad clinica del analisis mediante secuenciacion masiva de

un amplio panel de genes en pacientes con cancer de ovario.

2.2.0Dbjetivos especificos

e Determinar el rendimiento diagndstico del analisis genético de BRCAl y
BRCA2 en linea germinal en pacientes con CO.

e Determinar el rendimiento diagndstico del andlisis genético mediante un
amplio panel de genes en linea germinal con CO.

e Caracterizacibn molecular y clinica de las variantes genéticas
detectadas en los estudios de panel de genes en linea germinal.

e Llevar a cabo el estudio de supervivencia en funcion de la respuesta al
tratamiento en primera linea con derivados de platino.

e Aplicacion de un algoritmo para poder determinar la priorizacion vy
accionabilidad clinica de las variantes de significado clinico desconocido

0 VUS obtenidas en los estudios de secuenciacién masiva.
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lIl. METODOLOGIA

1. PACIENTES EN ESTUDIO

La poblacion abordable en este estudio incluyd a las pacientes
diagnosticadas de CO en la Region de Murcia que cumplian criterios
terapéuticos para tratamiento con inhibidores de la enzima poli ADP ribosa
polimerasa o PARPI. La seleccion de las familias se realizé en las Unidades de
Asesoramiento Genético de los servicios de Oncologia Médica del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) y el Hospital General

Universitario Morales Meseguer (HGUMM).

Para el presente estudio observacional analitico de cohortes
retrospectivo se han incluido los CI teniendo en cuenta las guias de manejo
clinico y tratamiento de cancer ovario. Aplicando estas guias podemos
distinguir dos poblaciones en este estudio, las cuales han sido segregadas en

funcién del estudio genético aplicado a los ClI (Figura lll.1).

1.1.Seleccion y clasificaciéon de los pacientes

a) Poblacion BRCA

Las muestras analizadas pertenecientes a la primera poblacion se
tomaron entre los afios 2014 y 2018. Se seleccionaron los Cl pertenecientes a
un total de 86 familias que cumplian criterios de seleccion recomendados por la
SEOM para realizar el estudio de los genes BRCA1 y BRCA2. Ademas, desde
la autorizacién del uso terapéutico de olaparib en el afio 2014, la indicacién de
este farmaco para la terapia de mantenimiento del CO ha estado vinculada al
estudio genético de BRCA1 y BRCAZ2 clinicamente significativo. Los criterios de
seleccién establecidos por la SEOM en la guia clinica de cancer de mama y
ovario hereditario validos en estas fechas fueron los siguientes (52):

e Criterios independientes de la historia familiar:

o Mujeres con CMy CO sincrénico o metacronico.

o Diagnéstico de CM a los 35 afios o antes (40 afios si se trata de
una familia con menos de dos mujeres que sigan vivas a la edad
de 45 afios en cada rama de la familia).

o CM bilateral (el primero diagnosticado a los 40 afios o antes).

o CM triple negativo diagnosticado a los 50 afios o antes.
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o Diagnostico de CO de alto grado epitelial no mucinoso (o de las
trompas de Falopio o cancer peritoneal primario).
e 2 0 mas familiares de primer grado con una de estas combinaciones:
o CM bilateral + otro cancer antes de los 50 afios.
o CM en el varon.
o CM mas CO.
o Dos casos de CM diagnosticados antes de los 50 afios.
e 3 0 mas familiares directos de la misma rama familiar con CM y/o CO =3
CMyl/o CO.

b) Poblacion PANEL

En el afio 2019 la SEOM publicé una nueva guia clinica para el manejo
de cancer de mama y ovario hereditario. En esta nueva guia se modificaron los
criterios de seleccion recomendados para el estudio genético de céancer
hereditario y recomienda ampliar este estudio a otros genes relacionados con
cancer hereditario. De esta manera, a los Cl de la segunda poblacion se les
realiz6 el estudio genético con panel de genes. Gracias esta tecnologia
ademas de analizar los genes estudiados en la poblacién anterior (BRCAL y
BRCA2) se investigaron otros genes recomendados para CO. Las muestras
pertenecientes a esta cohorte se tomaron entre los afios 2018 y 2022. Se
seleccionaron los CI pertenecientes a un total de 114 familias. Los nuevos
criterios fueron los siguientes (6):

e Criterios independientes de la historia familiar:
o Mujeres con cancer de mama y ovario sincrénico o metacroénico.
o Diagnostico de CM a los 40 afios o antes.
o CM bilateral (el primero diagnosticado a los 50 afios o antes).
o CM triple negativo diagnosticado a los 60 afios o antes.
o Diagnéstico de CO de alto grado epitelial no mucinoso (o de las
trompas de Falopio o cancer peritoneal primario).
o Ascendiente con una mutacion fundadora.
o Mutacion somatica en BRCA1/2 detectada en cualquier tipo de

tumor con una frecuencia alélica superior al 30% (si es conocida).
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o CM HER2 negativo metastésico en pacientes candidatas a terapia

con PARPI.

e 2 0 mas familiares de primer grado con cualquiera de estas

combinaciones de alto riesgo.

©)

@)

o

o

CM bilateral junto a otro cancer antes de los 60 afios.

CM antes de los 50 afios junto a cancer de préstata o pancreas

antes de los 60 afios.
CM en el varoén.
CM junto a CO.

Dos casos de CM diagnosticados antes de los 50 afios.

¢ 3 0 mas familiares directos de la misma rama familiar con CM (al menos

uno de los casos premenopausico) y/o CO y/o, cancer de pancreas o

cancer de préstata con Gleason igual o mayor a 7.

Criterios de inclusion
de la SEOM para genes
BRCA1y BRCA2

Actualizacion de
criterios de inclusion
de la SEOM a panel

I
2019

2023

POBLACION BRCA

POBLACION PANEL

* 86Cl
* Primeros estudios de PARPi en poblacidn

BRCA+

* Autorizacién de olaparib (Lynparza®) para

CO BRCA+

¢ 114C

* Estudios de
RHD/GIS+

* Autorizacién de rucaparib (Rubraca®) y
niraparib (Zejula®) para CO sensible a
platino

PARPi en poblacién

Figura 1ll.1. Cronologia de las poblaciones incluidas en este estudio. SEOM: Sociedad

Espafiola de Oncologia Médica, Cl: caso indice, CO: cancer de ovario, PARPI: inhibidor de

PARP-1 (poli ADP ribosa polimerasa), RHD: recombinacion homologa deficiente, GIS: Genomic
Instability Score. (6,52).

1.2.Caracteristicas clinicas e inmunohistoquimicas de los pacientes

La busqueda de informacién clinica relevante de los Cl seleccionados se

realiz6 mediante los programas Selene® y Agora Plus®, ambos pertenecientes

a la intranet del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. Estos
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programas permiten la consulta de la historia clinica electronica de las
pacientes incluidas en este estudio para recabar informacion clinicamente

relevante. Los datos consultados fueron:

1.2.1. Historia oncolégica del CI

a) Supervivencia. Calculada en meses desde la fecha del primer
diagnéstico hasta la fecha de fallecimiento. Para realizar el
estudio de supervivencia se estudiaron los casos en un periodo
de 5 afos.

b) Edad. Expresada en afios en el momento del diagnéstico.

c) Otros tipos de cancer sincrénicos o metacronicos:

i.  Sincrénico: un segundo cancer de histologia distinta
diagnosticado al mismo tiempo que el cancer conocido
hasta un maximo de 6 meses después.

ii. Metacrénico: un segundo céncer de histologia distinta
diagnosticado entre 6 meses y 10 afios del primer hallazgo.

d) Sensibilidad a platino. En funcion de la respuesta de la
enfermedad al tratamiento con derivados del platino, el CO se
puede considerar:

i. Platino sensible: Si la enfermedad present6 respuesta
parcial o completa con el tratamiento y no recae en los 6
meses siguientes tras la finalizacion del esquema de
guimioterapia con derivados del platino.

ii. Platino resistente: Si la enfermedad presentd progresion
durante el tratamiento con platino, estabilizacion tras
finalizarlo o si tras alcanzar respuesta presenta una
recaida en los 6 meses siguientes a finalizar el esquema

guimioterapia con derivados del platino (166).

e) Histologia: Clasificacion de los diferentes tipos de cancer de
ovario de origen epitelial segun el subtipo y su grado de
diferenciacion. El grado de diferenciacibn se determina por la

apariencia de las células a nivel microscopico. Aquellas con
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apariencia mas madura con formacién de estructuras glandulares

son las bien diferenciadas, mientras que las células de aspecto

mas agresivo y menos diferenciadas son las de alto grado o
grado 3 (Tabla lll.1) (167).

SUBTIPOS

Seroso

Endometrioide

De células claras

Mucinoso

Indiferenciado

GRADO DE DIFERENCIACION

Grado 1 o bien diferenciados

Grado 2 o moderadamente diferenciados

Grado 3 o pobremente diferenciado

Tabla lll.1. Resumen de la clasificacion histolégica del CO.

f) Estadificacion quirtrgica del cancer de ovario segun los estadios

FIGO.

1.2.2. Antecedentes familiares de cancer del ClI

En la consulta de Asesoramiento Genético se recabd la informacién de

familiares del Cl afectados de céncer. Se registr6 el grado de parentesco, el

tipo de cancer, la edad del diagndstico y el estado del familiar.

A partir de esta informacion se elaboraron los diagramas de la historia

familiar del Cl, en el cual se representan las relaciones entre los familiares y se

seflalan mediante simbolos estandarizados los miembros de la familia que

tienen la variante genética estudiada, la enfermedad y el estado. Para la

representacion de los arboles genealdgicos se utilizé el programa informético

Cyrillic, los varones se representan como cuadrados y las mujeres como

circulos. Los individuos afectados por cancer aparecen con el simbolo relleno

en color negro. La linea diagonal indica que el individuo esta fallecido. Dos
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individuos unidos por una linea transversal en la parte superior indican que se
trata de gemelos univitelinos. El Cl se senala con una flecha. El simbolo “+” se

utiliza para los portadores de la variante estudiada, mientras que el simbolo

se refiere al no portador.

1.2.3. Recogida de datos

Los datos recabados de cada paciente se registraron en un cuaderno de
recogida de datos disefiado para recoger los datos citados anteriormente.
Posteriormente estos datos se transformaron a una tabla formato Excel. Se
asigno un codigo OL-X (X: numero de familia) a cada Cl evaluado y se llevé a
cabo la codificacion de los datos recogidos previo a la realizacion del analisis

estadistico.

En esta fase se llevé a cabo la deteccion y correccidén de errores en la
recogida de datos encontrados. La Ultima actualizacién de datos se realizd en

enero de 2023, siendo ésta la fecha del dltimo seguimiento incluido.
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2. ANALISIS GENETICO

2.1. Extraccion de ADN

Una vez seleccionados los pacientes, en el Laboratorio de Genomica
(LDG) se realizé el estudio genético correspondiente a cada paciente. Para
realizar este estudio se extrajo ADN gendmico de todos los Cl estudiados. La
extraccion de ADN se realizé6 mediante el sistema automético de Promega
(Maxwell 16 Blood DNA Purification kit) a partir de 400 puL de sangre periférica
extraida en un tubo con anticoagulante EDTA. Esta técnica esta basada en la
interaccién de unas particulas paramagnéticas que funcionan como una fase
sélida mavil que optimiza la captacion, lavado y elucién del ADN presente en

los leucocitos de la muestra.

Tras la extraccion, se midio la concentracion y pureza del ADN mediante
espectrofotometria utilizando el equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000
(Figura 111.2A). Las medidas se realizaron a longitud de onda de 260nm, a la
gue absorben los acidos nucleicos para obtener la concentracion de ADN en

ng/uL. La relacion obtenida entre las absorbancias a A260/A280nm determina

la calidad del ADN extraido, considerandose como aceptable un ratio entre 1,5-
1,8 (Figura 111.2B).
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Blank. Print Report Show Repart User Defautt
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0.30~- Sample ID H330-311614
0,80
2 00—
2 060 Sample # 3
2
2 050~ A | 230 _:Jnm Abs. 0703
£ 040-
A-ZB0 10 mm pash  1.033
2 030- B
0.20- A-ZB0 10 mm path 0675
0104 260/280 1.79
0.00~-
2607230, 147
1z, ' ' ' ' ' ' | ' ' ' ' i
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371 BISTS D05 28/24

Figura IIl.2A. Nanodrop1000 (Termo Scientific). Figura IIl.2B. Curva de absorbancia de una
muestra de ADN.
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2.2.Estudio genético

Una vez obtenido el ADN correspondiente a cada ClI se realizo el estudio
genético correspondiente dependiendo de la tecnologia usada en ese

momento.

2.2.1. Técnicas de Next Generation Sequencing

Durante los afios 2014-2016, los afios previos al estudio genético con
paneles de genes, la secuenciacion de los genes BRCAL1 y BRCA2 se realiz6
con tecnologia NGS mediante pirosecuenciacion de la plataforma 454 GsJunior
de Roche Diagnostics y tecnologia secuenciacion por sintesis de Miseq,
lllumina. EIl kit utilizado en ambos casos fue el kit BRCA MAST Assay v2.1 de
Multiplicom y el protocolo indicado para la plataforma 454 GsJunior fue el

siguiente:

1. Preparacion de la libreria
a. Fragmentacion del ADN de doble (nebulizacion).
b. Marcaje de los extremos con dos primers.
c. Separacion de los fragmentos del ADN de doble cadena en su
forma monocatenaria.
2. PCR en emulsién (emPCR)
a. Fragmento de ADN monocatenario en emulsion.
b. Reaccién de emPCR.
3. Pirosecuenciacion
a. Liberacién de las microesferas.
b. Colocacion en placas para la pirosecuenciacion.
i. Emulsion sobre fase sdlida con celdillas.
ii. Se afaden las enzimas sulfurilasa y luciferasa.
iii. Secuenciacion que registra cuando se afiade uno de los
cuatro nucledtidos a la cadena mediante luminiscencia.
4. Analisis de datos
a. Soporte bioinformatico: GS Run Browser.
b. Analisis: GS Amplicon Variant Analyzer.
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Para la realizacion de este trabajo se empled tecnologia NGS con la
plataforma Miseq, lllumina. De manera, que se utilizaron los kits mas
adecuados en la secuenciacion de los genes recomendados por la guia vigente
de la NCCN.

En el transcurso de los afios 2016-2018 se emple6 el kit BRCA
Hereditary Master™ Plus de Agilent® para analizar 25 genes: ATM, BARD1,
BRCA1l, BRCA2, BRIP1, BLM, CDH1, CHEK2, EPCAM, FAM175A, MEN1,
MLH1, MSH2, MSH6, MRE11A, MUTYH, NBN, RAD51C, RAD51D, RAD50,
PALB2, PMS2, PTEN, STK11, TP53 y XRCC2.

Durante los afios 2018-2022 se empleo el kit Hereditary OncoKitDx kit
de Imegen para secuenciar 50 genes: ABRAXAS1, APC, ATM, BARDI],
BMPR1A, BRCAL, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDK4, CDKN2A, CHEK2, EPCAM,
FH, KIF1B, MAX, MEN1, MET, MLH1, MLH3, MRE11, MSH2, MSH3, MSH6,
MUTYH, NBN, NF1, NTHL1, PALB2, PIK3CA, PMS2, POLD1, POLE, PTEN,
RAD50, RAD51C, RAD51D, RB1, RET, SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC,
SDHD, SMAD4, STK11, TMEM127, TP53, VHL y XRCC2.

En el afio 2022 se actualiz6 el kit de Imegen para afadir otros genes
relacionados con el cancer hereditario. El nuevo kit de Imegen, Hereditary Plus
OncoKitDx se utilizd para analizar los mismos genes que su predecesor, este
kit permitid secuenciar 101 genes: ABRAXAS1, ACD, AIP, AKT1, ALK, APC (5’
UTR), ATM, ATR, AXIN2, BAP1, BARD1, BLM, BMPR1A, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDC73, CDH1l, CDK4, CDKN1B, CDKN1C, CDKN2A, CHEK2,
CTNNA1, CYLD, DICER1, EPCAM, FANCC, FANCG, FANCM, FH, FLCN,
GALNT12, GALNT14, GDNF, GEN1, GREM1, HABP2, HOXB13, KIF1B, KLLN,
LZTR1, MAX, MC1R, MEN1, MET, MITF, MLH1, MLH3, MRE11A, MSH2,
MSH3, MSH6, MUTYH, NBN, NF1, NF2, NTHL1, PALB2, PHOX2B, PIK3CA,
PMS2, POLD1, POLE, POT1, PRKAR1A, PRSS1, PTCH1, PTEN, RAD5O0,
RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D, RB1, RECQL4, RET, RINT1, SDHA,
SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, SEC23B, SLX4, SMAD4, SMARCAA4,
SMARCB1, SMARCE1, SPRED1, STK11, SUFU, TERF2IP, TERT, TMEM127,
TP53, TSC1, TSC2, VHL, WT1 y XRCC2.
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Los pasos a seguir para la secuenciacion de los genes incluidos en los

distintos kits mencionados anteriormente fueron los siguientes:

Preparacion de la libreria. Para la preparacion de la libreria se siguieron
meticulosamente las instrucciones del protocolo del kit utilizado. El
procedimiento comienza con la fragmentacion enzimatica del ADN
mediante transposasas para cortar el ADN de manera aleatoria e
introduccién de los fragmentos de ADN mediante ligasas (adaptadores).
Este procedimiento permite el analisis simultdneo de ADN de diferentes
individuos. Las librerias se generan mediante captura por hibridacion
con sondas especificas para cada uno de los exones y regiones
intronicas flanqueantes de interés. Las secuencias de interés quedan
flanqueadas por primers para la amplificacion especifica junto a regiones
identificables correspondientes a cada paciente y cada region a estudiar.
Se lleva a cabo una amplificacion ciclica reducida y se amplifican los

fragmentos de ADN afines a las secuencias adaptadoras.

Generacion de clusters y amplificacién en puente. Las librerias génicas
son cargadas a la célula de flujo (Flow Cell) que contiene, fijados a una
matriz, una serie de oligonucleo6tidos complementarios a los fragmentos
de ADN. Una vez unidos los fragmentos a los oligonucleétidos, cada
fragmento es amplificado mediante una PCR puente, generando los

denominados clusters; multiples fragmentos de ADN idénticos.

Secuenciacion por sintesis. Después de obtener los clusters, se realiza
la secuenciacion propiamente dicha basada en la sintesis de ADN
(Sequencing By Synthesis, SBS) con la plataforma Myseq de lllumina®.
En la SBS se usan polimerasas especiales y nucleétidos fluorescentes
con sistema de bloqueo de la sintesis de caracter reversible. Este
proceso se realiza con todos los clusters a la vez, emitiendo sefiales
fluorescentes correspondientes segun el nucledtido afiadido a la cadena
de ADN simultaneamente. La secuenciacion por sintesis se realiza para

la hebra forward y reverse.
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- Analisis de datos. Se separan las muestras por indices, etiqueta que
permite diferenciar unas muestras de otras dentro del pool de datos
generados. Los fragmentos secuenciados se emparejan y se comparan
con la secuencia de referencia para poder realizar el analisis
bioinformético.

Después de obtener las secuencias de los genes, siguiendo las
recomendaciones de la guia NCCN v.1.2022, de los genes disponibles en los
kits se analizaron molecularmente con la herramienta bioinforméatica
Datagenomics de Imegen los 20 genes relacionados con el SCMOH: ATM,
BARD1, BRCA1l, BRCA2, BRIP1, CDH1l, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2,
MSHG6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53.

La cronologia de las técnicas utilizadas en este estudio se describe en la
siguiente figura (Figura 111.3).
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Figura I11.3. Cronologia de técnicas NGS utilizadas en este estudio. En naranja se resaltan los genes analizados segun las recomendaciones de la NCCN en

el momento de su uso. Tomado de Rosado Jimenez, L. (168).
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2.2.2. Secuenciacion por Sanger

Antes de la irrupcidn de las tecnologias NGS, la secuenciacion de los

genes BRCA1 y BRCA2, se realizaba mediante la reaccion enzimatica didesoxi

desarrollada por F. Sanger en 1977 (169). Esta técnica es la metodologia de

referencia validada que se usa actualmente para confirmar la presencia de una

variante de relevancia clinica hallada en un Cl. Ademas de ser el método de

estudio de los familiares del Cl en caso de confirmarse dicho hallazgo. La

realizacion de la secuenciacién por Sanger se llevd a cabo siguiendo los

siguientes pasos:

Seleccion de la region a amplificar. Para seleccionar la regién a
amplificar se utilizaron bases de datos como NCBI o Ensembl que
permiten explorar las distintas regiones del gen. De esta forma se pudo
localizar la posicion a nivel genémico y codificante de las variantes a
comprobar. Esta informacion se utilizé para elegir los exones a amplificar
en cada uno de los genes en los que se habia encontrado una variante
clinicamente relevante (170,171).

Disefio de primers. Para el disefio de los primers especificos se utilizé la
interfaz web Primer3plus y se comprobdé el alineamiento de las
secuencias con la herramienta del NCBI primer BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (172). Estas herramientas permiten calcular los
factores que determinan la viabilidad de la reacciébn en cadena de la
polimerasa (PCR) de amplificacion. La especificidad de la unién de los
primers estd determinada principalmente por la temperatura de fusion
(Tm), el contenido de GC y su autocomplementariedad (173).
Amplificacién de los exones. Se amplificaron cada uno de los exones y
regiones flanqueantes de los genes mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa con el kit enzimatico Go Taq Hot Start
polymerase de Promega. La PCR se realizé en varias fases dentro del
termociclador: reactivacion de la polimerasa, 30 ciclos de
desnaturalizacion de la hebra molde-anillamiento del cebador-extension

de la secuencia y extension final.
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Verificacion de la amplificacién. Para verificar la correcta amplificacion
de los fragmentos y comprobar la ausencia de contaminacion, se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 2% con tampén TBE 1X. Para el
revelado se utilizd el sistema Genius de Syngene para captacion de
imagenes.

Purificacion de los amplicones. Se purificaron los amplicones mediante
el kit enzimatico Exosap-It de Thermo Fisher Scientific (Figura 111.4).
Este kit elimina las cadenas simples de ADN residuales que se puedan
formar en la PCR o restos de cebadores y de desoxinucleotidos trifosfato
(ANTP).
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Figura 1.4, Purificacion enzimética de la reaccibn de PCR con el reactivo ExoSap-IT.

Modificado de ThermoFisher scientific.

Secuenciacion automatica directa. Se realizO la secuenciacion
automatica por electroforesis capilar como técnica de comprobacion de
alteraciones clinicamente relevantes. Se utilizé una mezcla de los cuatro
desoxinucleétidos y didesoxinucledtidos terminadores de cadena
marcados con diferentes fluorocromos. Estos ultimos son utilizados
como sustratos por la ADN polimerasa, pero, una vez incorporados,
detiene la elongacion de la cadena. Para llevar a cabo la PCR de
secuenciacion se utiliz6 el kit BigDye Terminator v1.1 de Applied
Biosystems (169).

Purificacion de los productos de secuenciacién. Tras la reaccién de

secuenciacion se eliminaron los restos de dNTPs sobrantes y posibles
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impurezas mediante filtracion por columnas Performa DTR Gel Filtration

Cartridges de EdgeBio.

- Electroforesis capilar. Las secuencias obtenidas y marcadas con
fluorocromos se separaron por electroforesis capilar con el analizador
ABI3130, el cual permite separar fragmentos cuya longitud sélo difiere
en un nucleétido. Al final del capilar hay un laser que excita a las
moléculas marcadas con fluorescencia y se detecta dicha fluorescencia,
la cual queda registrada.

- Analisis de las secuencias. Los electroferogramas se analizaron con los
soportes informéticos suministrados por la casa comercial Applied
Biosystems: Foundation Data Collection v3.0, Sequencing analysis v.5.2

y Seqscape v.2.5 (Figura 1ll.5).
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Figura IlIl.5. Imagen de un patron electroforético en el que se observa una variante en

heterocigosis de una guanina (G) en el lugar de una timina (T).

2.2.3. Estudio de grandes reordenamientos

A la hora de confirmar la deteccion de grandes reordenamientos
gendmicos por NGS se utilizdé la técnica MLPA (Multiplex Ligation Probe
Amplification). Esta técnica se trata de un método semicuantitativo que se basa
en la hibridacion de dos sondas especificas contiguas que llevan incorporadas
unos adaptadores y un marcaje fluorescente. Las sondas reconocen su diana
especifica e hibridan, por lo que podran ser ligadas y posteriormente
amplificadas por PCR utilizando cebadores que reconocen los adaptadores de
las sondas. Para ello se emplearon los kits SALSA MLPA (MRC-Holland)
especificos de las regiones de interés. El protocolo de la técnica MLPA para la
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deteccidon de grandes reordenamientos se detalla a continuacion (Figura I1.6).
El andlisis y visualizacion de los resultados se realiz6 con el programa

GeneMapper v4.0 de Applied Biosystems.

1. Desnaturalizacién e hibridacion

PCR secuencia primer X PCR secuencia primer Y
Secuencia stuffer
(diferente para
cada sonda)

Secuencia hibridacion (izquierda) Secuencia hibridacion (derecha)
2. Ligacién

} - ' {

3. PCR con los primers universales X e Y
Amplificaciéon exponencial de sélo las sondas ligadas

4. Analisis de fragmentos

[

H | ‘l} " I’ I [.‘ ." |'||| f‘ | e

Figura 1l.6. Proceso descriptivo de MLPA (Multiplex Ligation Probe Amplification). 1.
Desnaturalizacién de ADN e hibridacién de las sondas. 2. Reaccion de ligacion. 3. Reaccién de
PCR para amplificar las sondas ligadas en el anterior paso. 4. Separacién por electroforesis
capilar con el analizador ABI3130 (Applied Biosystems) de los productos amplificados y analisis
de fragmentos, se utiliza como referencia el marcador de tamafio LIZ500. Tomado de MRC-

Holland (https://www.mrcholland.com/technology/mipa).

3. SECUENCIAS DE REFERENCIA UTILIZADAS

A continuacion, se muestran el transcrito utilizado para cada gen (Tabla
[11.2). En aquellos en los que se utilice mas de una secuencia de referencia

distinta, se indicara dado el caso.
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GEN SECUENCIA GEN SECUENCIA
ATM NM_000051.3 MSHG6 NM_000179.2
BARD1 NM_000465.3 NBN NM_002485.4
BRCA1l NM_007294.3 NF1 NM_001042492.3
BRCAZ2 NM_000059.3 PALB2 NM_024675.3
BRIP1 NM_032043.2 PMS2 NM_000535.5
CDH1 NM_001317184.1 PTEN NM_000314.4
CHEK2 NM_007194 RAD51C NM_058216.1
EPCAM NM_002354.3 RAD51D NM_001142571.1
MLH1 NM_000249.3 STK11 NM_000455.5
MSH2 NM_000251.2 TPS3 NM_000546.5

Tabla Ill.2. Secuencias de referencia utilizadas para cada gen.

4. CATEGORIZACION DE VARIANTES

La clasificacion de las variantes se realiz6 teniendo en cuenta las
implicaciones a nivel molecular y a nivel clinico. Desde un punto de vista
molecular se valord la afectaciéon del cambio a la estructura del gen o de la
proteina que se traduce y a nivel clinico segun la implicacion de dicha variante

en el desarrollo de una determinada enfermedad.
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4.1. Andalisis molecular

Para la obtencion de la informacién relevante para el analisis molecular
de las variantes encontradas se utilizaron las siguientes herramientas

bioinformaticas:

- Plataforma Sophia DDM. Esta plataforma muestra la lista de variantes
encontradas en cada paciente junto con el reporte técnico de la
secuenciacion. Ademas, indica el numero y la profundidad de las
lecturas junto al analisis preliminar de los resultados de cada una de las
variantes encontradas. La posicion de la variante en la secuencia
codificante, la secuencia de referencia utilizada, el exon en el que se
encontré, el numero identificativo rs en el caso de que la variante
estuviese registrada en la base de datos dbSNP y datos de frecuencias
en la poblacion. En este estudio se exigié que las variantes obtenidas

tuvieran una cobertura de al menos 50x.

- Datagenomics. Es una plataforma bioinformatica certificada y
automatizada que permite analizar datos de NGS. Este software permitié

detectar, anotar y pre-clasificar todo tipo de variantes genéticas.

- Mutalyzer. Es una herramienta web utilizada para nombrar las distintas
variantes localizadas. Esta aplicacion permitié unificar la nomenclatura
de las variantes segun la normativa propuesta por la Human Genome
Variation Society (HGVS).

Ademas de las herramientas bioinforméaticas mencionadas, en la
siguiente tabla (Tabla 111.3) se detallan las bases de datos utilizadas y su
finalidad para llevar a cabo el analisis molecular de las variantes genéticas

halladas en este estudio.
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BASE DE DATOS FINALIDAD

_ Comprobar la correlacion de la variante hallada
Clinvar

(genotipo) con la patologia estudiada (fenotipo).
Busqueda del cddigo rs o RefSNP claster. Este

dbSNP namero permite identificar las variantes de manera
inequivoca.

Comprobar la posicion de la variante a nivel genémico

Gene »
y codificante.
_ Comprobar la posicion de la variante a nivel de
Protein i ) )
proteina y comprobar la relevancia funcional.
Obtener el mapa genético de la zona en la que se
OMIM halla la variante encontrada y comprobar el resumen

clinico que reporta.
PubMed Blsqueda bibliografica de articulos publicados.
_ Busqueda de las variantes obtenidas en la bibliografia
LitvVar )
publicada.
Consulta de las variantes halladas para conocer su

ClinGen o
relevancia clinica.

Localizar las variantes halladas en una determinada
Ensembl _ _ _ _ )
secuencia gendémica, transcrito o secuencia proteica.
HGMD Consulta de las variantes halladas y su posible
@)VAD) relacion con el CO hereditario.

Tabla Ill.3. Resumen de las bases de datos utilizadas y su finalidad en este estudio.

4.2.Andlisis clinico

Para llevar a cabo esta clasificacion se utilizaron los criterios de la guia
clinica del ACMG. Estos criterios de clasificacion presentan distintos grados de
evidencia de patogenicidad y de benignidad. De forma que mediante un
algoritmo que utiliza la combinacion de ambos se pueden clasificar las
variantes (109).
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1) Evidencias de patogenicidad

a) Muy fuerte

i) PVS1: variante nula (sin sentido, con alteracién del marco de lectura,
se alteran 1 sitios de splicing, coddén de inicio, delecién de uno o
varios exones) en un gen en el que la pérdida de funciéon es un
mecanismo conocido de enfermedad.

Advertencias:
- Atencion a los genes en los que la pérdida de funciéon no es un
mecanismo conocido de enfermedad.
- Precaucion a la hora de interpretar las variantes con pérdida de
funcién en el extremo 3" o al final del gen.
- Atencion en las variantes de splicing que predicen la pérdida de un
exon pero que dejan intacta el resto de la proteina.
- Precaucion cuando haya presencia de multiples transcritos.

b) Fuerte

i) PS1: el mismo cambio de aminoacido ha sido establecido como
variante patogénica independientemente del cambio de nucledtido.
Advertencia: precaucion con los cambios que afectan el splicing en
lugar de un cambio a nivel proteico.

i) PS2: variante de novo en una paciente con la enfermedad, pero sin
historia familiar (se debe confirmar tanto la maternidad como la
paternidad).

iii) PS3: estudios funcionales in vitro o in vivo bien establecidos que
apoyen el efecto dafiino en el gen o su producto.

iv) PS4: la prevalencia de la variante en individuos afectados esta
incrementada significativamente al compararla con la prevalencia en
los controles.

c) Moderado

i) PM1: localizado en un punto caliente mutacional y/o un dominio
funcional bien establecido.

i) PM2: ausente en controles en el proyecto 1000 Genomas, Exome

Sequencing Project o Exome Aggregation Consortium.
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d)

ii)

Vi)

Advertencia: los datos poblacionales para inserciones/deleciones
pueden ser poco adecuados si se obtienen por secuenciacion de
nueva generacion.

PM3: para enfermedades recesivas, detectada en trans con una
variante patogénica.

PM4: la longitud de la proteina cambia como resultado de
insercidn/delecion en zonas no repetidas o por variantes con pérdida
del coddn de parada.

PM5: nueva variante de tipo missense en el mismo residuo don de un
cambio missense distinto se ha definido como patogénico.

PM®6: la variante se asume como de novo, pero sin confirmacion de la

paternidad y maternidad.

Secundario

)

i)

ii)

PP1: consegregacion de la variante con la enfermedad en varios
familiares afectados en un gen relacionado con la enfermedad.

PP2: variante missense en un gen con una baja tasa de variantes
missense benignas y en el que las variantes tipo missense son un
mecanismo comun de enfermedad.

PP3: varias lineas de evidencia computacional apoyan un efecto
deletéreo en un gen o su producto.

Advertencia: dado que muchos algoritmos in silico usan la misma
entrada o parecidas cada algoritmo no debe contabilizarse como un
criterio independiente.

PP4: el fenotipo del paciente o la historia familiar es altamente
especifica para una enfermedad con una unica etiologia genética.
PP5: fuentes reconocidas informaron de manera reciente dicha
variante como patogénica, pero no hay evidencia disponible para que

el laboratorio realice una evaluacion independiente.

2) Evidencias de benignidad

a) Independiente

)

BA1: la frecuencia alélica es >5% en el proyecto 1000 genomas,

Exome Sequencing Project o en el Exome Aggregation Consortium.

b) Fuerte
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)

i)

ii)

iv)

BS1: la frecuencia alélica es mayor que la esperada para dicha
enfermedad.

BS2: se ha observado en adultos sanos para enfermedades
recesivas (en homocigosis), dominantes (en heterocigosis) o ligadas
al cromosoma X (en hemicigosis) para las que se espera una
penetrancia completa temprana.

BS3: estudios funcionales in vitro o in vivo muestran que no se
produce un efecto dafiino en la funcion de la proteina o splicing.
Advertencia: la presencia de fenocopias en fenotipos comunes puede
simular una ausencia de segregacion entre individuos afectos.
Ademas, puede haber familias con mas de una variante patogénica
que contribuyan a una enfermedad de herencia autosdémica
dominante, lo que también puede confundir sobre una aparente
ausencia de segregacion.

BS4: ausencia de segregacion en miembros afectados de una

familia.

Secundario

)

ii)

Vi)

BP1: variante missense en un gen en el que las variantes truncadas
son las que principalmente causan enfermedad.

BP2: se observa en trans con una variante patogénica en una
enfermedad dominante de penetrancia completa o se observa en cis
con una variante patogénica en una enfermedad con cualquier tipo
de herencia.

BP3: inserciones/deleciones en regiones repetitivas sin funcién
conocida.

BP4: multiples lineas de evidencia computacional sugieren que no se
altera el gen ni su producto (conservacion, evolucién, impacto en el
splicing, etc.)

BP5: la variante se ha hallado en un individuo con una base
molecular alternativa para la enfermedad.

BP6: fuentes de confianza clasifican la variante como benigna, pero
no hay evidencia disponible para realizar una evaluacion

independiente.
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vii) BP7: es una variante sindbnima y los algoritmos de prediccion del
splicing predicen que no se alteran los sitios consenso ni se crea un

nuevo sitio de splicing ni se trata de un nucleétido altamente
conservado.

La combinacién de criterios para la clasificacibn de las variantes

encontradas se resume en la siguiente tabla (Tabla I11.4).
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Combinacién de criterios

Patogénica

1 muy fuerte (PVS1) junto a
= >1 fuerte (PS1-PS4)
= 2 moderados (PM1-PM6)
* 1 moderado (PM1-PM6) y un secundario
(PP1-PP5)
= 22 secundarios (PP1-PP5)

=2 fuertes (PS1-PS4)

1 fuerte (PS1-PS4) junto a
= >3 moderados (PM1-PM6)
= 2 moderados (PM1-PM6) y =22 secundarios
* 1 moderado (PM1-PM®6) y 24 secundarios

Probablemente

1 muy fuerte (PVS1) y 1 moderado (PM1-PM6)

1 fuerte (PS1-PS4) y 1-2 moderado (PM1-PM6)

1 fuerte (PS1-PS4) y 22 secundarios (PP1-PP5)

>3 moderados (PM1-PM6)

2 moderados (PM1-PM6) y =2 secundarios (PP1-

patogénica PPS5)
1 moderado (PM1-PM6) y 24 secundarios (PP1-
PP5)
1 independiente (BA1)
Benigna

>2 fuertes (BS1-BS4)

Probablemente benigna

1 fuerte (BS1-BS4) y 1 secundario (BP1-BP7)

=2 secundarios (BP1-BP7)

Significado clinico

desconocido

No se cumplen los criterios mencionados

anteriormente

Los criterios de benignidad y patogenicidad son

contradictorios

Tabla Ill.4. Reglas de combinacion de criterios para clasificar variantes.
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4.2.1. Software de apoyo alas decisiones clinicas: VarSome

VarSome es un proyecto impulsado por la comunidad cientifica que
incluye informacién de mas de 130 bases de datos externas cuya finalidad es
compartir dicha informacién sobre variantes genéticas humanas. Constituye
una herramienta muy 0til para caracterizar variantes conocidas y desconocidas,
pues se puede introducir cualquier tipo de variante en formato HGVS o

localizacion gendmica.

Esta herramienta incluye un clasificador automético que evalla la
patogenicidad de las variantes segun las guias de la ACMG. Las variantes son
clasificadas como patogénicas, probablemente patogénicas, probablemente
benignas, benignas o de significado clinico desconocido. La clasificacion
otorgada por VarSome se revis6 en funcion de las caracteristicas de la familia.

4.3. Priorizacion de las variantes de significado clinico desconocido
halladas

Después de la clasificacion de las variantes obtenidas, se llevo a cabo la
investigacion clinica de las VUS. El resultado de esta investigacion se traduce
en la priorizacion de las VUS detectadas con mayor probabilidad de causar un
efecto deletéreo en la proteina. La priorizacion de las VUS se realiza en funcion
de la implicacién clinica de los genes con la enfermedad, las estimaciones de
patogenicidad obtenidas en las herramientas bioinformaticas de apoyo a las

decisiones clinicas y la informacién publicada en la bibliografia.

En este estudio se ha seguido el algoritmo de priorizacion de VUS
disefiado en el LDG del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(Figura ll1.7), para ello se utilizan unos criterios adaptados de un compendio de
publicaciones sobre prediccion de patogenicidad de variantes genéticas
(107,111,174-181).
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Variante génica

Criterios de
clasificacion
ACMG

VP VPP VUS VPB VB

Hallada en genes accionables seleccionados
mas uno de los siguientes criterios

e Variante intrénica (+10 pb) y exdnica con posibilidad de
afectar al splicing segun predicciones in silico.

* Variante exdnica con una puntuacion >0.7 en REVEL.
* Variante con elevada probabilidad de ser deletérea segiin

bibliografia disponible.

si NO

[ VUS priorizada J [ VUS no priorizada ]

Figura IIl.7. Algoritmo de priorizacion de VUS del LDG del Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca. VP: variante patogénica, VPP: variante probablemente patogénica, VUS:
variante de significado clinico desconocido, VPB: variante probablemente benigna, VB: variante
benigna, pb: pares de bases. Tomado de Rosado Jimenez, L. (168).

5. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las variantes halladas se han introducido en una base de datos
anonimizada junto a la informacién clinicamente relevante. En esta base de
datos se han excluido datos que faciliten la identificacion de las pacientes de
acuerdo con la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de
Datos Personales y Garantia de los Derechos Digitales. Los analisis
estadisticos se han realizado con el programa IBM SPSS Statistics v.27 (SPSS

Inc., Chicago, IL).

Para el andlisis estadistico descriptivo de las variables cualitativas se
realizd el célculo de frecuencias absolutas y relativas. Por otro lado, para el
analisis de las variables cuantitativas se calculo la media, rango y desviacion

tipica.
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5.1. Andlisis inferencial

La normalidad de las variables cuantitativas se ha comprobado con el
test Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianzas (homocedasticidad)
mediante la prueba de Levene. En funcion de los resultados obtenidos con
estas pruebas se aplicaron test paramétricos para distribuciones normales y

test no paramétricos para distribuciones no normales.

* Pruebas paramétricas:
o Variable cuantitativa de distribucién normal: prueba t de Student.
* Pruebas no paramétricas:
o Variable cualitativa dicotomica: test U de Mann-Whitney.
o Variable cualitativa con mas de 2 categorias: prueba chi-cuadrado

de Pearson.

El contraste de hipétesis de variables cualitativas se ha realizado
mediante test de frecuencias para estudiar si la frecuencia de observaciones
era estadisticamente significativa entre los grupos. La comparacién de grupos
con variables cualitativas se realiz6 mediante tablas de contingencia y

aplicando test chi-cuadrado.

Se ha utlizado un analisis bivariante para comparar poblaciones
independientes, considerando diferencias estadisticamente significativas si
p<0.05.

5.2. Andlisis de supervivencia

Inicialmente se realizé un analisis univariante, calculando las distintas
variables analizadas mediante el método Kaplan-Meier. Para la comparacion
estadistica de la supervivencia en funcién del resultado de cada una de las
variables se utilizé el test de log-rank. Se han incluido como covariables
aguellos factores que resultaron estadisticamente significativos en el analisis
de supervivencia. Las diferencias estadisticamente significativas se

consideraron con valores de p<0.05.
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6. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto de investigacion actual ha sido valorado y autorizado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario

Virgen de la Arrixaca (Anexo A).

Antes de la realizacion del estudio genético se informé a todos los
pacientes del objetivo y consecuencias del estudio, asi como, de las
limitaciones del mismo. Después del entendimiento de la prueba, todos
firmaron un consentimiento informado (Anexo B) previo a la extraccion de
sangre periférica necesaria para la realizacion de esta investigacion

relacionada con el cancer hereditario.
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IV. RESULTADOS

1. POBLACION BRCA
1.1.Descripcion de la muestra

De los 86 ClI analizados, 49 (57%) procedieron del Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca y 37 (43%) del Hospital General Universitario Morales
Meseguer. El total de los CI incluidos en esta poblacion fueron diagnosticados
de CO, de los cuales 2 de ellos (2,3%) fueron clasificados como
moderadamente diferenciados, siendo el resto 84 (97,7%) diferenciados de alto

grado.

La media de edad al diagnéstico de la poblacion BRCA fue de 58+10,4
afios con un maximo de 78 y un minimo de 34 afios. Mas de la mitad de los CI
(51,2%) tienen una edad comprendida entre 51 y 65 afios (Tabla y Figura
V.1).

Edad N % % acum. 50
<35 afios 1 12 12 40 44
30
35-50afios 20 23,2 24,4
20
51-65 afios 44 51,2 75,6 20 21
10
>65 afios 21 24,4 100 1

<35 afos 35-50afos 51-65afos < 65 afios

Tablay figura IV.1. Distribucién de los Cl de la poblacion BRCA segun el grupo de edad.

Los subtipos histolégicos del CO diagnosticado a los ClI fueron; 79 (92%)
de tipo Il, de los cuales 74 (86%) fueron serosos y 5 (6%) endometrioides de
alto grado. De tipo | se diagnosticaron 7 (8%), de los cuales 5 (6%) fueron de
células claras y 2 (2%) fueron mucinosos. De los 74 CI con diagnostico de CO
seroso, un total de 5 (6%) CI presentaron co-afectacion con otro tipo de cancer
ginecoldgico, 1 (1%) seroso de alto grado junto a células claras, 2 (2%) serosos
de alto grado junto a endometrioide y 2 (2%) serosos junto a cancer de trompa
de Falopio. La distribucion de los subtipos histologicos se encuentra
representada en la siguiente figura (Tabla y Figura 1V.2).
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%

Subtipo histolégico N %
acum.
TIPO Il Seroso de.al_to grado 74 86 86
Endometrioide de alto grado = 5 6 92
Células claras 5 6 98
TIPO |
0 Mucinoso 2 2 100

B Seroso M Endometrioide m Células claras Mucinoso

Tablay figura IV.2. Distribucion de los Cl de la poblacién BRCA segun el subtipo histolégico de
CoO.

La mayor parte de los CI presentd al momento del diagnéstico un
estadio FIGO avanzado, considerando avanzado los estadios Ill y IV. La
distribucion de los CI segun el estadiaje y su representacion grafica se
presentan en la siguiente tabla y figura (Tabla y Figura IV.3).
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Estadio FIGO n % % acum.

Estadio | 1A 2 2,3 2,3

IB 1 1,2 3,5

IC 1 1,2 4,7

Estadio Il A 1 1,2 5,9

1B 2 2,3 8,2

1[e 1 1,2 9,4

Estadio Il A 2 2,3 11,7

1B 7 8,1 19,8

Inc 45 52,3 72,1

Estadio IV Y 24 27,9 100
50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

1A IB IC A 11B I[e 1A 1B IC \Y)
Estadio | Estadio Il Estadio Il Esﬁ?/dlo
n 2 1 1 1 2 1 2 7 45 24

Tabla y figura IV.3. Distribucion de los Cl de la poblacion BRCA segun el estadio FIGO en el

diagndstico.

Por ultimo, la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en
platino se clasificd en respuestas sensibles 69 (80,2%), parcialmente sensibles
5 (5,8%) y resistentes 12 (14%) (Figura IV.4).
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Resistente
14%

Parcialmente
sensible
6%

Figura IV.4. Distribucién de los Cl de la poblacion BRCA segun la respuesta al tratamiento.

1.2.Estudio genético BRCA
1.2.1. Rendimiento diagnéstico

Los 86 Cl de la poblacion BRCA fueron seleccionados utilizando los
criterios de la SEOM para el analisis molecular de los genes BRCAL1 y BRCA2.
En el presente estudio se registraron un total de 15 variantes clinicamente
relevantes en un total de 20 ClI, lo que supuso un 23,3% del total de los 86 CI

analizados.

1.2.2. Correlacién genotipo-fenotipo

La media de edad al diagndstico de los 20 CI con variantes patogénicas
halladas en BRCAl1 y BRCA2 fue de 54,6+11,7 afios con un maximo de 76 y un

minimo de 36 afos.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los Cl fue en todos los

casos de tipo Il y seroso. De los cuales, todos fueron de grado 3 o alto grado
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excepto un CI clasificado de grado 2 o moderadamente diferenciado. Ademas,

uno de ellos present6 cancer de trompa de Falopio de forma sincrona.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagnostico, todas las
variantes patogénicas de BRCAl y BRCA2 se hallaron en CO avanzado,

considerando avanzado los estadios Il y V.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos Cl, se obtuvieron respuestas
sensibles en 17 (85%) y resistente en 3 (15%).

1.2.3. Tipos de variantes detectadas

Tras llevar a cabo el estudio genético correspondiente a la poblacién
BRCA, se encontraron 15 variantes clinicamente relevantes en 20 Cl (23,3%).
De los cuales, 9 (45%) se hallaron en el gen BRCAl y 11 (55%) en el gen
BRCAZ2.

Desde el punto de vista molecular, se hallaron 6 (40%) variantes
patogénicas diferentes en BRCAL y 9 (60%) en BRCA2. Respecto al tipo de
mutacion de estas variantes, 11 (73%) se correspondieron con mutaciones
frameshift, 2 (13%) con mutaciones nonsense, 1 (7%) mutacién missense y 1

(7%) mutacion large genomic rearrangement (LGR) (Figura 1V.5).
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NS
13%

Figura IV.5. Distribucién de las variantes patogénicas halladas segun su clasificacién molecular
en la poblacién BRCA. FS: frameshift o cambio de marco de lectura, NS: nonsense o sin

sentido, MISS: missense o con cambio de sentido, LGR: gran reordenamiento genético.

Desde el punto de vista clinico, ademas de las 15 (79%) variantes
patogénicas, se hallaron 4 (21%) variantes clasificadas de significado clinico
desconocido o VUS. Sumando un total de 19 variantes diferentes en los genes
BRCAL1 y BRCAZ2. De las 4 VUS encontradas, 3 (75%) de ellas se hallaron en
BRCA2 y 1 (25%) en BRCAL. Desde el punto de vista molecular, las VUS se
correspondieron con 3 mutaciones tipo missense (2 en BRCA2 y 1 en BRCA1)
y 1 mutacion en la zona de regulacién de expresién génica del gen BRCA2
(5’UTR, unstranslated upstream o regién no traducida 5’). El resumen de la
clasificacion molecular y clinica se muestra en la siguiente tabla (Tabla IV.4)
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BRCA1 BRCA2 ‘
VP (CI) VUS (ClI) VP (CI) VUS (Cl)

Frameshift 4(7) - 7 (9) -

Missense 1(0) 1) - 2(2)
Nonsense - - 2(2) -
LGR 1(1) - ; ]

5UTR - - - 1(1)

TOTAL 6 (9) 1(1) 9 (11) 3(3)

Tabla IV.4. Resumen de las variantes encontradas en los genes BRCAl1 y BRCA2. VP:
variante patogénica, VUS: variante de significado clinico desconocido, LGR: gran
reordenamiento genético, 5’UTR: region no traducida 5. Se muestra entre paréntesis el nimero

total de CI con las variantes.

Para cada variante detectada se realizo el andlisis molecular del cambio
producido, revision bibliogréafica disponible sobre la variante, se comprobaron
los criterios para su clasificacion segun la ACMG y se realiz6 un estudio

genotipo-fenotipo.

1.2.4. Variantes patogénicas halladas en BRCA1

Las 6 variantes patogénicas o probablemente patogénicas encontradas
en el gen BRCAL se muestran en la tabla y figura que aparecen a continuacion
(Tabla IV.5y figura IV.6).
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Exén/ . . Criterios | Tipo de o Estadio Edad @ Respuesta
HGVS (ADN HGV! linV F |
ﬂ Intron e SRIEEE) m SHatar m ACMG _ variante | ™" ©© | FiGO (afios) a platino

OL-10 | COSAG v 53 SENS
VP PVS1,
1 c.68_69delAG p.Glu23ValfsTer17 rs80357914 VP PP5, FS OL-52 COSG2 Hnc 75 SENS
CD951600 PM2
OL-80 | COSAG \Y 61 RESIST
c.1224 1225insA p.Val409Serfs ND ND ND ND FS OL-11 | COSAG Hnc 38 SENS
VP PVS1,
C.2921T>A p.Leu974Ter rs80356872 VP CM14891 PP5, NS OL-33 | COSAG c 55 SENS
BRCA1 PM2
10 VP PVS1, OL-19 | COSAG e 36 SENS
¢.3331_3334delCAAG | p.GIn1111AsnfsTer5 | rs80357701 VP CD961838 PP5, FS
PM2 OL-67 | COSAG e 53 SENS
VP PVS1,
c.3583delC p.His1195llefsTerl5 | rs273900710 VP PM1, FS OL-21 | COSAG 1c 41 RESIST
CD86255
PM2
- Del ex21-24 ? - - VP - LGR OL-81 | COSAG 1c 51 SENS
p-: CG065884

Tabla IV.5. Variantes patogénicas halladas en BRCAL en la poblacion BRCA. VP: variante patogénica, ND: no descrita, FS: frameshift o cambio de marco de
lectura, NS: nonsense o sin sentido, MISS: missense o con cambio de sentido, LGR: gran reordenamiento genético, COSAG: cancer de ovario seroso de alto

grado, COSG2: cancer seroso de ovario de grado 2, SENS: sensible, RESIST: resistente.
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BCCR OCCR BCCR BCCR
5 | | i
E — | I 1 |
"
= « C.68_69delAG
T €.3331_3334delCAAG
= L]
% # €.1224_1225insA » C.2921T>A » €.3583delC
-
L} il 2
Cancar Hotipots MLS COILED COIL BRCT
CnokB™ . - .
PTM (doFTM)
Phosphoniaton - e & e e 8 B B BmE B EE 8 & 8 # T e L L TR EEEE e
AoEtylaban - - - - -
L bwipatri it . -
Sumdylaton = - = - - - - - = - - Del ex21-24
Emon 2345 6 [T a8 10 17m 12 '3 15 1WAT 18 |
Topalogy

Figura IV.6. Distribucién de las variantes patogénicas halladas en BRCAL en la poblacién BRCA, sus principales dominios y regiones asociadas al cancer de
mama (BCCR) y al cancer de ovario (OCCR). Figura modificada de Stella et al (182). Las localizaciones proteicas de los dominios funcionales se obtuvieron
de la herramienta informaética Mutation Mapper-cBioPortal for Cancer Genomics.

https://www.cbioportal.org/mutation _mapper?standaloneMutationMapperGeneTab
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1.2.41. ¢.68_69delAG

La variante ¢.68 69delAG es la delecion de los nucleétidos AG en el
exon 2 del gen BRCAL. Esta alteracién da lugar a un cambio en el marco de
lectura generando un coddn de parada prematuro que conlleva a la formacion
de una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero mediada por
mutaciones terminadoras conocida como mecanismo NMD (Nonsense
Mediated Decay). Esta variante esta clasificada como VP segun la ACMG ya
que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por
Clinvar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido revisada y
confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta variante se ha
descrito en 3 CI de la poblacion BRCA y en el Cl OL-173 de la poblacion
PANEL, en total 4 (2%) CI del total de 200 estudiados entre las dos
poblaciones, es la variante méas recurrente de este estudio. Ademas, segun la
bibliografia, se puede considerar la variante genética con la frecuencia mas
elevada a nivel mundial y la segunda variante mas prevalente en poblacion
espafiola relacionada con SCMOH (183,184).

1.2.4.2. c¢.1224 1225insA

La variante ¢.1224 1225insA es una insercién de una adenina en el
exon 10 del gen BRCAL. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de
lectura generando un coddn de parada prematuro que conlleva a la formacion
de una proteina truncada con la pérdida del 78% de los aminoacidos o la
degradacion del ARN mensajero por mecanismo NMD. Esta VP se describié en
el trabajo de Sanchez Henarejos P. “Impacto prondstico de las mutaciones de
BRCA1 y BRCA2 en el cancer de ovario hereditario” (185), entonces se
clasific6 como VP a pesar de no estar descrita en ninguna base de datos.

Actualmente tampoco existen registros de esta variante.

1.2.4.3. c.2921T>A

La variante ¢.2921T>A es un cambio de una timina por una adenina en
la posicion 2921 del ex6n 10 del gen BRCAL. Esta alteracién da lugar al
cambio de una leucina por un coddén de parada prematuro en la posicion 974

de 1864 de la proteina BRCA1L. Esta variante esta clasificada como VP segun
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la ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademés, ha sido
clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido
revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta

variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la poblacién BRCA.

1.2.4.4. ¢.3331_3334delCAAG

La variante ¢.3331_3334delCAAG es la delecion de los nucleotidos
CAAG en el exdn 10 del gen BRCAL. Esta alteracion da lugar a un cambio en
el marco de lectura generando un codén de parada prematuro que conlleva a la
formacion de una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero
mediada por mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como VP segun la
ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido
clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido
revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Ademas,
esta variante se ha descrito en 2 Cl de esta poblacién. Esta variante es una de
las 5 variantes genéticas mas recurrentes en familias espafiolas con SCMOH y
también ha sido detectada una frecuencia significativamente elevada en la
Region de Murcia (168).

1.2.45. ¢.3583delC

La variante ¢.3583delC es la delecién de una citosina en el exon 10 del
gen BRCAL. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de lectura
generando un coddn de parada prematuro que conlleva a la formacion de una
proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero mediada por
mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como VP segun la ACMG ya
que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por
Clinvar como VP con 3 estrellas, o que significa que ha sido revisada y
confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta variante se ha
descrito en 1 CI de la poblacion BRCA y en el ClI OL-91 de la poblacion
PANEL, en total 2 (1%) CI del total de 200 estudiados entre las dos

poblaciones.
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1.2.4.6. Del ex21-24

Este gran reordenamiento genético consiste en la perdida de los exones
21, 22, 23 y 24 del gen BRCA1. Algunos reordenamientos genémicos en
BRCA1 pueden ser responsables del SCMOH. Aunque el espectro y la
prevalencia de estas variantes puede variar entre poblaciones, en poblacion
espafola se ha relacionado la pérdida de los exones 23 y 24 con el SCMOH
(186,187). Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la poblacion
BRCA.

1.2.5. Variantes patogénicas halladas en BRCA2

Las 9 variantes patogénicas o probablemente patogénicas encontradas
en el gen BRCA2 se muestran en la tabla y figura que aparecen a continuacion
(Tabla V.6 y figura IV.7).
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Exon/ Criterios Tipo de o Estadio Edad Respuesta
| bl Lo llREhe) mm ACMG Familia | €0 6o | (aios) aplatino
PVS1, PPS5,
0 c.1310_1313delAAGA p.Lys437llefsTer22 rs80359277 CD972071 PM2 FS OL-84 | COSAG 1\ 70 SENS
c.1608dupT Glus37Ter rs276174811 VP VP PVSL, PPS, FS OL-88  COSAG e 49 SENS
: P P CI086614 PM2
VP PVS PPS OL-05 = COSAG e 58 SENS
.3264dupT p.GIn1089SerfsTerl0 | rs80359380 VP C1020600 P FS COSAG
PM2 OL-36 1B 57 SENS
+CTF
VP PVS1, PPS5,
€.3455T>G p.Leu1152Ter rs80358593 VP CM111041 o NS OL-73 | COSAG 11:} 50 SENS
BRCAZ 4936_4939delAAAG Glu1646GInfsTer23 80359473 VP VP PVS1, PPS, FS OL-69 | COSAG e >4 SENS
C. e .Glu nisler rs
11 - P CD043795 PM2 OL-74  COSAG | IIIC 65 SENS
VP PVS1, PPS5,
c.4965C>G p.Tyrl655Ter rs80358721 VP CMO76035 oo NS OL-25 | COSAG e 56 SENS
VP PVS1, PPS5,
¢.5073dupA p.Trpl692MetfsTer3 | rs80359479 VP 1011228 i FS OL-82 | COSAG \Y; 76 SENS
VP PVS1, PPS5,
¢.6024dupG p.GIn2009AlafsTerd | rs80359554 VP 1057920 i FS OL-53  COSAG \Y; 74 RESIST
23 | ¢.9026_9030delTATCA Tyr3009SerfsTer7 = rs80359741 VP VP PVSL, PPS, FS OL-85  COSAG 1B 43 SENS
FUe0 p-1y CD961862 PM2

Tabla IV.6. Variantes patogénicas halladas en BRCA2 en la poblacion BRCA. VP: variante patogénica, FS: frameshift, NS: variante nonsense o sin sentido,

COSAG: céancer de ovario seroso de alto grado, CTF: cancer de trompa de Falopio, SENS: sensible, RESIST: resistente.
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« €.1310_1313delAAG « «.1608dupT #C.3455T>G  c.4965C>G » »C.5073dupA  4¢.6024dupG »C.9026_9030delTATCA
-
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Acetylation - - oo B -
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Topoiogy

Figura IV.7. Distribucién de las variantes patogénicas halladas en BRCA2 en la poblacién BRCA, sus principales dominios y regiones asociadas al cancer de
mama (BCCR) y al cancer de ovario (OCCR). Figura modificada de Stella et al (182). Las localizaciones proteicas de los dominios funcionales se obtuvieron
de la herramienta informatica Mutation Mapper-cBioPortal for Cancer Genomics.

https://www.cbioportal.org/mutation _mapper?standaloneMutationMapperGeneTab
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1.25.1. ¢.1310_1313delAAGA

La variante ¢.1310 _1313delAAGA es la delecion de los nucleétidos
AAGA en el exdn 10 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da lugar a un cambio en
el marco de lectura generando un coddn de parada prematuro que conlleva a la
formacion de una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero
mediada por mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como VP segun la
ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido
clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido
revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Aunque esta
variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la poblacion BRCA, es una
variante de alta frecuencia en familias afectadas de SCMOH en la regién
noreste de Marruecos y en estudios de la Regién de Murcia se ha vinculado a
familias del norte de Africa (168).

1.25.2. ¢.1608dupT

La variante ¢.1608dupT es una duplicacibn de la timina que se
encuentra en la posicion 1608 del exdn 10 del gen BRCA2. Esta alteracion
sustituye un residuo de glutamina por un codon de parada prematuro que
conlleva a la formacion de una proteina truncada con la pérdida del 84% de los
aminoacidos o la degradacién del ARN mensajero mediada por mecanismo
NMD. Esta variante esta clasificada como VP segun la ACMG ya que cumple
los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por ClinvVar como
VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido revisada y confirmada como
patogénica por un panel de expertos. Esta variante se ha descrito en 1 Cl de la
poblacion BRCA y en 2 Cl (OL-128 y OL-148) de la poblacion PANEL, en total
3 (1,5%) CI del total de 200 estudiados entre las dos poblaciones. Esta variante
supone una de las mas recurrentes de este estudio, sin embargo, no aparece

como variante de alta frecuencia en estudios de poblacion espafiola (184).

1.2.5.3. ¢.3264dupT

La variante ¢.3264dupT es una duplicacion de la timina que se
encuentra en la posicion 3264 del ex6n 11 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da

lugar a un cambio en el marco de lectura generando un coddén de parada
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prematuro que conlleva a la formacion de una proteina truncada o la
degradacion del ARN mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante
esta clasificada como VP segun la ACMG ya que cumple los criterios PVS1,
PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas,
lo que significa que ha sido revisada y confirmada como patogénica por un
panel de expertos. Esta variante se ha descrito en 2 Cl de la poblacion BRCA y
es una variante recurrente en familias SCMOH en Espafia con una prevalencia

significativa en la Comunidad Valenciana y la Region de Murcia (56,188).

1.25.4. ¢.3455T>G

La variante ¢.3455T>G es un cambio de una timina por una guanina en
la posicion 3455 del ex6n 11 del gen BRCA2. Esta alteracion da lugar al
cambio de una leucina por un codén de parada prematuro en la posicion 1152
de 3419 de la proteina BRCA2. Esta variante esta clasificada como VP segln
la ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido
clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido
revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Aunque esta
variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la poblacion BRCA, es una

variante recurrente en familias SCMOH de la Region de Murcia (168).

1.2.5.5. c. 4936_4939delAAAG

La variante ¢.4936_4939del es la delecién de la secuencia AAAG en la
posicion 4936 4939 del exdn 11 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da lugar a un
cambio en el marco de lectura generando un codon de parada prematuro que
conlleva a la formacion de una proteina truncada o la degradacion del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como
VP segun la ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5y PM2. Ademas, ha
sido clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha
sido revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta
variante se ha descrito tnicamente en 1 Cl de la poblacion BRCA.

1.2.5.6. ¢.4965C>G

La variante c.4965C>G es un cambio de una citosina por una guanina

en la posicion 4965 del exon 11 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da lugar al
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cambio de una tirosina por un codon de parada prematuro en la posicién 1655
de 3419 de la proteina BRCA2. Esta variante esta clasificada como VP segun
la ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha sido
clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha sido
revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta
variante se ha descrito en 1 Cl de la poblacion BRCA y en el Cl OL-105 de la
poblacién PANEL, en total 2 (1%) CI del total de 200 estudiados entre las dos
poblaciones.

1.2.5.7. ¢.5073dupA

La variante ¢.5073dupA es una duplicacion de la adenina que se
encuentra en la posicion 5073 del exon 11 del gen BRCA2. Esta alteracion da
lugar a un cambio en el marco de lectura generando un codon de parada
prematuro que conlleva a la formacion de una proteina truncada o la
degradacion del ARN mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante
esta clasificada como VP segun la ACMG ya que cumple los criterios PVS1,
PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por ClinvVar como VP con 3 estrellas,
lo que significa que ha sido revisada y confirmada como patogénica por un
panel de expertos. Esta variante se ha descrito en 1 Cl de la poblacién BRCA y
en el Cl OL-169 de la poblacion PANEL, en total 2 (1%) CI del total de 200
estudiados entre las dos poblaciones.

1.2.5.8. ¢.6024dupG

La variante ¢.6024dupG es la duplicacion de la guanina que se
encuentra en la posicion 6024 del exén 11 del gen BRCA2. Esta alteracion da
lugar a un cambio en el marco de lectura generando un codén de parada
prematuro que conlleva a la formacion de una proteina truncada o la
degradacion del ARN mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante
esta clasificada como VP segun la ACMG ya que cumple los criterios PVS1,
PP5 y PM2. Ademas, ha sido clasificada por ClinVar como VP con 3 estrellas,
lo que significa que ha sido revisada y confirmada como patogénica por un
panel de expertos. Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la

poblacion BRCA y posee un origen en el suroeste de Navarra (174).
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1.25.9. ¢.9026_9030delTATCA

La variante ¢.9026_9030del es la delecion de la secuencia TATCA en la
posicion 9026 9030 del exén 23 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da lugar a un
cambio en el marco de lectura generando un codén de parada prematuro que
conlleva a la formacion de una proteina truncada o la degradacion del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como
VP segun la ACMG ya que cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Ademas, ha
sido clasificada por Clinvar como VP con 3 estrellas, lo que significa que ha
sido revisada y confirmada como patogénica por un panel de expertos. Esta
variante se ha descrito en 1 ClI de la poblacion BRCA y en el Cl OL-218 de la
poblacién PANEL, en total 2 (1%) CI del total de 200 estudiados entre las dos
poblaciones. Esta variante es una de las 3 variantes genéticas mas recurrentes
en familias espafiolas con SCMOH y destaca de forma recurrente en la Region
de Murcia (180).

1.2.6. Correlacion genotipo-fenotipo
1.2.6.1. Genotipo-fenotipo BRCA1

La media de edad al diagnéstico de los 9 Cl con variantes patogénicas
halladas en BRCAL fue de 51,5+12 afios con un maximo de 75 y un minimo de

36 afios.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los CI fue en todos los
casos de tipo Il y seroso. De los cuales, todos fueron de grado 3 o alto grado
excepto un CI clasificado de grado 2 o moderadamente diferenciado. Ninguno

de los CI presento otro tipo de cancer ginecoldgico.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagnéstico, todas las
variantes patogénicas de BRCA1 se hallaron en CO avanzado, considerando

avanzado los estadios Il y IV.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
guimioterapia basada en platino en estos CIl, se obtuvieron respuestas

sensibles en 7 (78%) y resistente en 2 (22%).
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1.2.6.2. Genotipo-fenotipo BRCA2

La media de edad al diagnoéstico de los CI con variantes patogénicas
halladas en BRCA2 fue de 59,3+10,7 afios con un maximo de 76 y un minimo
de 43 afios.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los Cl fue en todos los
casos seroso de alto grado. De los cuales, uno de ellos presentdé cancer de

trompa de Falopio de forma sincrona.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagnostico, todas las
variantes patogénicas de BRCA1 se hallaron en CO avanzado, considerando

avanzado los estadios Il y IV.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos Cl, se obtuvieron respuestas
sensibles en 10 (91%) y resistente en 1 (9%).

1.2.7. Variantes con significado clinico desconocido

De las 19 variantes halladas en la poblacibn BRCA, 4 variantes
encontradas en los genes BRCA1 y BRCA2 se clasificaron como variantes de
significado clinico desconocido o VUS. De las cuales, 1 (25%) se hallo en el
gen BRCAly 3 (75%) en el gen BRCA2.

Las VUS obtenidas en la poblacion BRCA se priorizaron siguiendo el
algoritmo propio del LDG del Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca. Publicado por Rosado Jiménez L. en
“Estudio de variantes genéticas recurrentes y priorizacion de variantes de
significado clinico desconocido asociadas al sindrome de cancer de mama y
ovario hereditario en familias de la Region de Murcia”. Una vez aplicado el
algoritmo de priorizacién de VUS ninguna de las variantes halladas se clasificé
como VUS priorizada. Las VUS de la poblacién BRCA se muestran en la tabla

que aparecen a continuacion (Tabla IV.7).
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A

BRCA1 ¢.3605A>G p.Tyr1202Cys MISS BP 4 OCCR OL-85

- c'fc?&if{ff' - rs276174798 = 5’UTR VUS(2);VPB(3) cm\(/sLlJ;sw vUS Pslﬁl - VUS OL-79

BRCA2 9 C.754G>A p.Asp252Asn | rs549269828 = MISS vUS ND vUS Pslﬁl BCCR VUS OL-80

11 €.3032C>G p.Thrl011Arg = rs80358548 = MISS | VP(1);VUS(7);VPB(3) Vus vUS PM2, 1 ocer VUS oL-21
CMO035690 PP3

Tabla IV.7. Variantes de significado clinico desconocido halladas en la poblacion BRCA. VUS: variante de significado clinico desconocido, ND: no descrita,

MISS: variante missense o con cambio de sentido, 5’UTR: region no traducida 5’, PM2: variante ausente en controles, BP4: variante con escasa evidencia de

alteracion del producto, PP3: variante con evidencia computacional de patogenicidad.
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1.3.Analisis de supervivencia

En esta poblacion se ha realizado un estudio de supervivencia de
manera retrospectiva para comparar la SG de la poblacion BRCA en funcion de
las variables que se han recogido. La SG de la poblacion BRCA se ha
cuantificado desde el diagnostico del CO hasta la muerte por cancer o
finalizacion del periodo temporal estudiado, en cuyo caso la supervivencia es

mayor al tiempo de seguimiento.

En este analisis se ha realizado en 85 CI de la poblacién BRCA. Un CI
ha sido excluido de este estudio por no recibir el tratamiento con quimioterapia
basada en platino debido a una reaccion adversa al farmaco. Al finalizar el
periodo observacional, mas de un 75% de la poblacion obtuvo una
supervivencia superior a 5 afios. La funcion de supervivencia obtenida para la
poblacion BRCA en un periodo observacional de 5 afios se refleja en la
siguiente figura (Figura IV.8).

Funcién de supervivencia

1,00

0,95

0,90
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Figura IV.8. Funcion de supervivencia de la poblacion BRCA representada en funcion de la

supervivencia acumulada en funcién del tiempo representado en meses.
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1.3.1. Curva de supervivencia segun el estadiaje

Se analizo el prondstico de la enfermedad en relacién con el estadiaje
en el momento del diagndstico, para ello se llevd a cabo un analisis de
supervivencia comparativo entre los estadiajes FIGO de los CI, con el motivo
de conseguir un numero de CI significativo se agruparon los estadios FIGO en
dos categorias. Los estadios FIGO | y Il se agruparon en el grupo “precoz” y los

estadios FIGO Il y IV se agruparon en el grupo “avanzado” (Figura 1V.9).

Funciones de supervivencia
10 Estadiaje

I 1Precoz
1 Avanzado
+

}— Precoz-censurado
}— Avanzado-censurado

0 L

06

04

Supervivencia acumulada

02

0.0

00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Tiempo en meses

Figura IV.9. Funcién de supervivencia de la poblacion BRCA representada segun el estadiaje
FIGO. Precoz: estadios | y Il, Avanzado: estadios Ill y IV. Datos censurados por supervivencia

mayor al tiempo de estudio.

El analisis estadistico (test Log-Rank) no encontré diferencias
estadisticamente significativas entre la SG de la poblacion y el estadiaje de la
enfermedad al diagnéstico, los resultados del analisis estadistico se pueden ver

en las siguientes tablas (Tablas 1V.8-10).
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Censurado
Estadiaje N total N de eventos N Porcentaje
Precoz 8 1 7 87,5%
Avanzado 77 19 58 75,3%
Global 85 20 65 76,5%
Media
Intervalo de
confianza de 95 %
Desv. Limite Limite
Estadiaje Estimacion  Error inferior  superior
Precoz 240,375 18,358 204,394 276,356

Avanzado 233,662 6,178 221,554 245,771

Global 234,294 5,861 222,807 245,781
Chi-
cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel- ,512 1 474
Cox)

Tablas 1V.8-10. Andlisis estadistico descriptivo de la supervivencia global para cohortes en
funcién del estadiaje. Precoz: estadios | y Il, Avanzado: estadios Il y IV. Sig.: significacion

estadistica (p<0,001), gl: grados de libertad.

1.3.2. Curva de supervivencia en funcion de la respuesta al
tratamiento

Se analiz6 el prondstico de la enfermedad en relacion a la respuesta de
la enfermedad al tratamiento con quimioterapia basada en platino, para ello se
llevo a cabo un andlisis de supervivencia comparativo segun la sensibilidad de

la enfermedad a este agente. (Figura 1V.10).
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Funciones de supervivencia
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Figura IV.10. Funcién de supervivencia de la poblacién BRCA representada segun el grado de
sensibilidad de la enfermedad a la quimioterapia con platino. Sensible: enfermedad sensible a
la quimioterapia con platino, p. sensible: enfermedad parcialmente sensible a la quimioterapia
con platino, resistente: enfermedad que no responde al tratamiento de quimioterapia con

platino. Datos censurados por supervivencia mayor al tiempo de estudio.

El analisis estadistico (test Log-Rank) encontré6 diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) entre la SG de la poblacién y el grado
de sensibilidad de la enfermedad a la quimioterapia con platino, los resultados
del andlisis estadistico se pueden ver en las siguientes tablas (Tablas IV.11-
13).
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N de Censurado
Tratamiento N total eventos N Porcentaje
sensible 68 8 60 88,2%
p. sensible 5 3 2 40,0%
resistente 12 9 3 25,0%
Global 85 20 65 76,5%

Media
Intervalo de

confianza de 95 %

Desv. Limite Limite
Tratamiento Estimacion  Error inferior  superior
sensible 249,250 3,906 241,594 256,906
p. sensible 187,000 31,917 124,442 249,558
resistente 169,250 22,818 124,526 213,974
Global 234,294 5,861 222,807 245,781
Chi-
cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel- 37,166 2 <,001

Cox)

Tablas IV.11-13. Analisis estadistico descriptivo de la supervivencia global para cohortes en

funcién del grado de sensibilidad de la enfermedad a la quimioterapia con platino. Sensible:

enfermedad sensible a la quimioterapia con platino, p. sensible: enfermedad parcialmente

sensible a la quimioterapia con platino, resistente: enfermedad que no responde al tratamiento

de quimioterapia con platino. Sig.: significacién estadistica (p<0,001), gl: grados de libertad.

1.3.3. Curva de supervivencia en funcion del genotipo

Se analiz6 el prondstico de la enfermedad en relacion al resultado del

estudio genético obtenido para los Cl, para ello se llevo a cabo un analisis de

supervivencia comparativo segun el hallazgo o no de variantes clinicamente

relevantes para la enfermedad. (Figura IV.11).
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Figura IV.11. Funcidn de supervivencia de la poblacién BRCA representada segun el resultado
del estudio genético. BRCA+: hallazgo de variante genética patogénica relacionada con la
enfermedad, BRCA-: estudio genético sin hallazgos clinicamente relevantes. Datos censurados

por supervivencia mayor al tiempo de estudio.

El analisis estadistico (test Log-Rank) no encontré diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001) entre la SG de la poblacion y el
hallazgo de una variante genética patogénica relacionada con la enfermedad,
los resultados del andlisis estadistico se pueden ver en las siguientes tablas
(Tablas 1V.14-16).
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N de Censurado
Genotipo N total eventos N Porcentaje
BRCA+ 20 3 17 85,0%
BRCA- 65 17 48 73,8%
Global 85 20 65 76,5%
Media
Intervalo de confianza de 95
%
Desv. Limite Limite
Genotipo Estimacion Error inferior superior
BRCA+ 246,750 8,339 230,405 263,095
BRCA- 230,462 7,155 216,438 244,485
Global 234,294 5,861 222,807 245,781
Chi-
cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel- 1,064 1 ,302

Cox)

Tablas 1V.14-16. Analisis estadistico descriptivo de la supervivencia global para cohortes en
funcion del resultado de la prueba genética para los genes BRCA1 y BRCA2. BRCA+: hallazgo
de variante genética patogénica relacionada con la enfermedad, BRCA-: estudio genético sin
hallazgos clinicamente relevantes. Sig.: significacion estadistica (p<0,001), gl: grados de
libertad.

2. POBLACION PANEL
2.1.Descripcion de la muestra

De los 114 CIl analizados, 63 (55%) procedieron del Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca y 51 (45%) del Hospital General Universitario
Morales Meseguer. El total de los CI incluidos en esta poblaciéon fueron

diagnosticados de CO clasificados como muy diferenciados o de alto grado.

La media de edad al diagnostico de la poblacion PANEL fue de 62,9+8,5
afios con un maximo de 84 y un minimo de 33 afios. La mayoria de los ClI
(93%) tienen mas de 51 afios y solo una minoria (7%) tiene una edad inferior a
50 afios (Tabla IV.17 y Figura IV.12).
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Edad N % % acum. 70 0
60
<35 afios 2 1,8 1,8
50 46
35-50 afios 6 5,3 7,0 40
51-65 afios 60 52,6 59,6 30
5 20
>65 anos 46 40,4 100
10 6

2

<35 afios 35-50afios 51-65afios > 65 afios

Tabla IV.17 y figura IV.12. Distribucién de los CI de la poblacion PANEL segun el grupo de
edad.

Los subtipos histolégicos del CO diagnosticado a los CI fueron; 104
(91,2%) de tipo Il, de los cuales 93 (81,6%) fueron serosos y 11 (9,6%)
endometrioides de alto grado. De tipo | se diagnosticaron 10 (8,8%), de los
cuales 8 (7%) fueron de células claras y 2 (1,8%) fueron mucinosos. De los 93
Cl con diagnostico de CO seroso, un total de 10 (8,8%) CI presentaron co-
afectacion con otro tipo de cancer ginecologico, 5 (4,4%) serosos de alto grado
junto a cancer de trompa de Falopio, 3 (2,6%) serosos de alto grado junto a
endometrioide y 2 (1,8%) serosos de alto grado junto a células claras. La
distribucion de los subtipos histolégicos se encuentra representada en la

siguiente figura (Tabla IV.18 y Figura IV.13).
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Subtipo histolégico N % % acum.

TIPO Il = Seroso 93 81,6 81,6
Endometrioide 11 9,6 91,2
TIPO | = Células claras 8 7,0 98,2
Mucinoso 2 18 100

H Seroso M Endometrioide = Células claras Mucinoso

Tabla V.18 y figura IV.13. Distribucidon de los CI de la poblacion PANEL segin el subtipo
histoldgico de CO.

La mayor parte de los CI presentd al momento del diagndstico un
estadio FIGO avanzado, considerando avanzado los estadios Il y IV. La
distribucién de los CI segun el estadiaje y su representacion grafica se

presentan en la siguiente tabla y figura (Tabla IV.19 y Figura 1V.14).
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Estadio FIGO n % % acum.
Estadio | 1A 4 3,5 3,5
B 1 0,9 4,4
IC 3 2,6 7,0
Estadio Il A 1 0,9 7,9
1B 0 0,0 7,9
I[e 3 2,6 10,5
Estadio Il A 10 8,8 19,3
B 17 14,9 34,2
lc 42 36,8 71,1
Estadio IV \Y 33 28,9 100
45
40
35
30
25
20
15
5 i
, IR — 1
IA 1B IC A I[: lic A e e \Y
Estadio | Estadio Il Estadio Ill Estadio IV
En 4 1 3 1 0 3 10 17 42 33

Tabla 1V.19 y figura 1V.14. Distribucién de los CI de la poblacion PANEL segun el estadio
FIGO en el diagndstico.

Por dltimo, la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en
platino se clasificd en respuestas sensibles 87 (76,3%), parcialmente sensibles
9 (7,9%) y resistentes 18 (15,8%) (Figura 1V.15).
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Parcialmente
sensible
6%

Sensible
80%

Figura IV.15. Distribucion de los Cl seguln la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada

en platino.

2.2.Estudio genético PANEL
2.2.1. Rendimiento diagnéstico

Los 114 CI de la poblacién PANEL fueron seleccionados utilizando los
criterios de la SEOM para el andlisis molecular mediante un panel de genes:
ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2,
MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11, TP53. En
el presente estudio se registraron 25 variantes patogénicas en un total de 27
Cl, lo que supuso casi un 24% del total de los 114 CI analizados.

2.2.2. Correlacién genotipo-fenotipo

La media de edad al diagnéstico de los 27 CI con variantes patogénicas
halladas en los genes estudiados en la poblacion PANEL fue de 59,4+11,4

aflos con un maximo de 84 y un minimo de 33 afios.

En la poblacién PANEL con variantes clinicamente relevantes, el subtipo

histologico de CO diagnosticado a los Cl fue en la mayoria de los casos
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COSAG, 23 (85,7%) a excepcion de 1 (3,5%) CO de células claras y 3 (10,7%)
carcinomas endometrioides de ovario. De los cuales, casi todos 26 (96,4%)
fueron de grado 3 o alto grado salvo 1 (3,6%) CO seroso de grado 2 o
moderadamente diferenciado. Ademas, uno de los CI estudiados (3,6%)

presentd cancer de trompa de Falopio de manera sincrona.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagndstico, casi todas las
variantes patogénicas 26 (96,4%) se hallaron en CO avanzado, excepto 1

(3,6%) estadio FIGO IIB, se consideraron avanzados los estadios Il y V.

Por ultimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos Cl, obtuvieron respuestas sensibles
en 23 (85,7%) y resistente en 4 (14,3%).

2.2.3. Tipos de variantes detectadas

Tras llevar a cabo el estudio genético correspondiente a la poblacion
PANEL, se encontraron un total de 25 variantes patogénicas en 27 Cl (24,6%).
De las cuales, 7 (28%) se hallaron en el gen BRCAL, 9 (36%) en el gen
BRCA2, 1 (4%) en el gen ATM, 2 (8%) en el gen BRIP1, 1 (4%) en el gen
EPCAM, 1 (4%) en el gen NF1, 1 (4%) en el gen PALB2, 1 (4%) en el gen
PMS2, 1 (4%) en el gen STK11 y 1 (4%) en el gen RAD51D. El aporte de cada
gen a las variantes patogénicas encontradas se detalla en la siguiente figura
(Figura 1V.16).
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NF1
4%

EPCAM
4%

BRIP1
8%

ATM

BRCA2
36%

Figura IV.16. Proporcion de variantes patogénicas aportadas por cada gen en la poblacion
PANEL.

Debido a la relacion de los genes estudiados a través del panel de
genes con otras patologias distintas al CO, se pueden agrupar las variantes
patogénicas aportadas por cada patologia. De esta manera los genes
histéricamente relacionados con el SCMOH BRCA1/2 suponen un 16 (64%) de
las variantes patogénicas obtenidas, el gen relacionado con la ataxia-
telangiectasia un 1 (4%), los genes relacionados con la anemia de Fanconi 4
(16%), los genes relacionados con el Sindrome de Lynch 2 (8%), el gen
relacionado con el Sindrome de Peutz-Jeghers 1 (4%) y otros como el
relacionado con la neurofibromatosis (NF1) 1 (4%). No se detectd ninguna
variante patogénica en el gen TP53 relacionado con el Sindrome de Li-
Fraumeni (Figura IV.17).
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Sindrome de Lynch
8%

Anemia Fanconi
16%

SCMOH

Ataxia- 64%

telangiectasia
4%

Figura IV.17. Proporcion de variantes patogénicas aportadas por cada patologia relacionada

con CO hereditario en la poblacion PANEL.

Desde el punto de molecular, de las 25 variantes patogénicas descritas,
15 (60%) se correspondieron con mutaciones frameshift, 8 (32%) con
mutaciones de un Unico nucle6tido (SNV, single nucleotide variants), de las
cuales 3 (12%) fueron mutaciones missense, 2 (8%) mutaciones intronicas
(SSM, Splice Site Mutation), 2 (8%) mutaciones nonsense y 1 (4%) mutacion
sinbnima. Ademas, también se hallaron 2 (8%) reordenamientos gendémicos
(Figura 1v.18).
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SSM
8%

FS
60%

Figura IV.18. Distribucion de las variantes patogénicas halladas segin su clasificacion
molecular en la poblacion PANEL. FS: frameshift o cambio de marco de lectura, MISS:
missense 0 con cambio de sentido, SSM: variante de splicing, NS: nonsense o sin sentido,

SYN: sinbnima, LGR: gran reordenamiento genético.

Desde un punto de vista clinico, ademéas de las 25 (42%) variantes
patogénicas, se hallaron 34 (58%) variantes de significado clinico desconocido
0 VUS. Sumando un total de 59 variantes en los genes estudiados en la
poblacién PANEL. La aportacion de cada gen a las variantes totales halladas

se muestra en la figura que aparece a continuacion (Figura 1V.19).
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Figura IV.19. Proporcién de VP y VUS aportadas por cada gen en la poblaciéon PANEL. VP:

variante patogénica, VUS: variante de significado clinico desconocido.

El resumen de la clasificacion molecular y clinica se muestra en la
siguiente tabla (Tabla IV.20).

VP (Cl) VUS (Cl) VP (Cl) VUS (Cl)
Frameshift 11 (12) - 4 (4) 1(1)
Missense 3(3) 3 (4) 1(1) 27 (30)
Sinénima 1(2) - - 1(1)
SSM 1(1) - 1(1) 2 (4)
LGR - - 3(3) -
TOTAL 16 (18) 3 (4) 9 (9) 31 (36)

Tabla IV.20. Resumen de las variantes encontradas en la poblacion PANEL. VP: variante
patogénica, VUS: variante de significado clinico desconocido, LGR: gran reordenamiento
genético, SSM: variante de splicing. Se muestra entre paréntesis el nimero total de Cl con las

variantes.
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Para cada variante detectada se realizo el analisis molecular del cambio
producido, revision bibliografica disponible sobre la variante, se comprobaron
los criterios para su clasificacion segun la ACMG y se realiz6 un estudio

genotipo-fenotipo.

2.2.4. Variantes patogénicas halladas en la poblacion PANEL

Las variantes patogénicas o probablemente patogénicas encontradas en
la poblacion PANEL se muestran en la tabla que aparece a continuaciéon (Tabla
IV.21).
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Criterios Tipo de Estadio | Edad | Respuesta
Ex6n/Intrén HGVS (ADNCc) HGVS (proteina) ClinVar
ACMG variante FIGO | (afios) | a platino

PVS1,
c.8251_8254delACTA | p.Thr2751SerfsTer54 @ rs786202120 OL-133 CEAG RESIST
CD121260 @ PP5, PM2
VP PVS1,
c.68_69delAG p.Glu23VvalfsTerl?7 rs80357914 VP FS OL-173 COSAG v 59 RESIST
1 CD951600 PP5, PM2
VP PVS1,
€.70_73dupACAG p.Pro25LeufsTerl7 | rs397509310 VP FS OL-225 | COSAG lnc 70 SENS
Cl994465  PP5, PM2
vp PP5, PS3,
c.181T>G p.Cys61Gly rs28897672 VP PMS5, PP3, MISS OL-147 CcC 1nc 47 SENS
CM940172
4 PM1, PM2
vp PP3, PP5,
c.211A>G p.Arg71Gly rs80357382 VP PMS5, MISS OL-150 COSAG ][ 67 SENS
BRCA1 CM994455
PM1, PM2
PP3, PP5,
p.Phed6_Arg71del VP
IN4-5 c.212+1G>A rs80358042 VP PMS5, SSM OL-172 COSAG A 61 SENS
p.Cys64X CS951355
PM1, PM2
. VP PVS1,
10 €.1651_1652insC p.Ser551ThrfsTerd | rs886039961 VP FS OL-145 COSAG v 66 SENS
Cl1828526 @ PP5, PM2
VP PVS1,
11 c.3583delC p.His1195llefsTerl5 @ rs273900710 vP CD86255 PM1, FS OL-91 COSAG ]]:] 64 SENS
PM2
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A p o Ti :
Exén/Intré > . Criterios 'p? g€ Estadio Edad Respuesta
HGVS (ADNCc) HGVS (proteina) Clinvar variant co > !
n ACMG . FIGO (afios) a platino
49

e PVS1, OL-128 COSAG  IIiC SENS
10 ¢.1608dupT p.Glus37Ter 276174811 WP o PP5, Fs
PM2 OL-148 COSAG  IIIC 51 SENS
VP PVS1,
c.2808_2811delACAA  p.Ala938ProfsTer21  rs80359351 VP FS  0L-201 COSAG Il 68 SENS
CD951625 = PPS, PM2
VP PVS1,
¢.3680_3681delTG  p.Leu1227GInfsTer5 = rs80359395 VP FS  OL-181 COSAG IV 65 SENS
CD011120 = PPS, PM2
VP PVS1,
¢.4963delT p.Tyr1655ThrfsTerl5 = rs886040557 VP FS  0L-208 COSAG Il 49 SENS
CD161018 = PPS, PM2
11 VP PVSL,
C.4965C>A p.Tyr1655Ter rs80358721 VP PP5, NS  OL-105 COSAG  IlC 55 SENS
CM109775
BRCA2 PM2
vp pVS1,
¢.5073dupA p.Trpl692MetfsTer3  rs80359479 VP PPS, FS  OL-169 COSAG llB 57 SENS
PM2
VP PVS1,
C.6486_6489delACAA  p.lys2162AsnfsTer5  rs80359598 VP FS  OL-117 COSAG B 43 SENS
CD982506 = PPS, PM2
up PVS1,
c.9026_9030delTATCA  p.Tyr3009SerfsTer7  rsg0359741 VP ...~ PP5, FS  OL-218 COSAG  IIiB 49 SENS
PM2
23
P opS, PP3, OL-113 COSAG  IIiC 75 SENS
.9117G>A p.Pro3039= 28897756 VP , SYN
M15 PM OL-153  CEAG lic 72 SENS
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Criterios Tlpo de Estadio Edad Respuesta

PVS1,
290 293delACAA  p.Asn97MetfsTer3  rs763009188 CD1517891 ops. P2 OL-159 COSG2 SENS
BRIP1
7 €.903delG Leu301PhefsTer2  rs876659490 VP VP PVSL, Fs OL-40 COSAG IV 63 RESIST
' P CD1814611 PP5, PM2
EPCAM IN4-5 .491+1G>A ; rs606231203 VP VP PVSL, SSM  OL-123 CEAG  IliC 72 SENS
: CS083989  PP5, PM2
pVS1,
NF1 34 C.4643_4644dupCT  p.Glul549LeufsTer26 ND ND ND oo FS  OL-149 COSAG IV 33 SENS
Del ex7-11 VP
- ? - - - -
PALB2 25897 3201+7del 0.7 119350 LGR  OL-146 COSAG  IIIC 84 RESIST
PMS2 5 €.400C>T Arg134Ter rs63750871 VP VP PVSL, NS  OL-109 COSAG  IIIC 42 SENS
: P-ATe CM950967 = PP5, PM2
RAD51D 4 €.694C>T Arg232Ter rs587780104 VP VP pvsi,PPs  Ns  oL1ss 00 g 60 SENS
: P-Are CM128411 ’ +CTF
STK11 - Del ex1 ? - - VP - LGR  OL-174 COSAG  IliC 59 SENS
P CG1824155

Tabla IV.21. Variantes patogénicas halladas en la poblacion PANEL. FS: frameshift, SSM: variante de splicing, MISS: variante missense o con cambio de
sentido, NS: nonsense o sin sentido, LGR: gran reordenamiento genético, SYN: variante sinénima, COSAG: cancer de ovario seroso de alto grado, COGZ2,
cancer de ovario seroso moderadamente diferenciado (grado 2), CEAG: cancer endometrioide de ovario de alto grado, CCC: cancer de células claras, CFT:

cancer de trompa de Falopio, SENS: sensible, RESIST: resistente. Se resaltan en negrita las variantes patogénicas ya descritas en la poblacion BRCA.
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2.24.1. ¢.8251_8254delACTA del gen ATM

La variante ¢.8251 8254delACTA es la delecion de la secuencia ACTA
del exén 56 del gen ATM. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de
lectura generando un codon de parada prematuro que conlleva a la formacion
de una proteina truncada no funcional con pérdida de los dominios con funcién
quinasa PI3K/P14K y FATC o la degradacion del ARN mensajero mediada por
mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como VP segun la ACMG ya
gue cumple los criterios PVS1, PP5y PM2. Aunque esta variante se ha descrito
Ganicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL, se ha detectado con una
frecuencia significativamente elevada en familias con SCMOH en la Region de
Murcia (189). Ademas, se ha comprobado que las familias portadoras de esta
variante compartian un ancestro comun y se ha certificado como mutacion

fundadora en nuestra region (168).

2.2.4.2. ¢.70_73dup del gen BRCA1

La variante ¢.70_73dup, es la duplicacién de la secuencia ACAG en el
exon 2 del gen BRCAL, dando lugar a una alteracion del marco de lectura
generando un coddén de parada en la posicibn 17, lo que conlleva a la
formacion de una proteina truncada no funcional con pérdida de todos los
dominios funcionales de la proteina BRCAl1 o la degradacién del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante esta clasificada como
VP segun la ACMG ya que cumple los siguientes criterios PVS1, PP5 y PM2.
Ademas, ha sido clasificada por ClinVar como VP con 3 estrellas, lo que
significa que ha sido revisada y confirmada como patogénica por un panel de
expertos. Esta variante se ha descrito unicamente en 1 Cl de la poblacion
PANEL.

2.2.4.3. ¢.181T>G del gen BRCA1

La variante ¢.181T>G es una mutacion puntual de una guanina por una
timina en el exdn 4 del gen BRCAL, a nivel proteico supone el cambio de una
cisteina muy conservada filogenéticamente a glicina en la posicién 61. La
glicina y la cisteina tienen caracteristicas bioquimicas muy distintas y este
cambio genera una alteracion de la oligomerizacion del dominio RING de

BRCA1 imprescindible para su funcion en la reparacion del ADN por
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recombinacién homologa (190). Esta variante ha sido clasificada como VP por
VarSome y ClinVar con 3 estrellas. Ademas, segun la ACMG es una VP que
cumple los criterios PVS1, PP5 y PM2. Aunque esta variante se ha descrito
Unicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL, se considera una variante con una
prevalencia relevante en familias con SCMOH de la Regiéon de Murcia y se
considera una mutacion fundadora de Europa Central con escasos registros en

poblacion espafiola (168,191).

2.24.4. c.211A>G del gen BRCA1l

La variante ¢.211A>G es una mutacion puntual de una adenina por una
guanina en el exén 4 del gen BRCAL. Esta VP se encuentra a -2 pb del sitio
dador de splicing y genera dos transcritos aberrantes. El primer transcrito
genera la pérdida de 22 pb en el exdn 4 ademas de un codon de parada en la
posicion 64 de la proteina BRCAL. El segundo transcrito resulta en la delecion
del exén 4 que afecta al dominio RING (192). Esta variante es una mutacion
con efecto fundador de origen espariol, siendo clasificada como VP por ClinVar
con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG PVS1, PP5y
PM2 (193). Aunque esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la
poblacion PANEL, se considera la variante genética mas prevalente en
poblacién espafiola y se encuentra ampliamente distribuida por territorio

nacional (184).

2.24.5. ¢.212+1G>A del gen BRCA1

La variante ¢.212+1G>A es un cambio de guanina por adenina en un
sitio dador de splicing del gen BRCA1 que genera los mismos transcritos
aberrantes de la variante c.211A>G. El primer transcrito genera la pérdida de
22 pb en el exon 4 ademas de un codon de parada en la posicion 64 de la
proteina BRCAL. El segundo transcrito resulta en la delecion del exén 4 que
afecta al dominio RING. Esta variante ha sido clasificada como VP por ClinVar
con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG PVS1, PP5y

PM2. Esta variante se ha descrito unicamente en 1 Cl de la poblacién PANEL.
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2.2.4.6. c.1651_1652insC del gen BRCA1

La variante ¢.1651 1652insC es la insercion de una citosina entre la
posicion 1651 y 1652 del exdn 10 del gen BRCAL. Esta alteracidon da lugar a un
cambio en el marco de lectura generando un codén de parada prematuro que
conlleva a la formacion de la proteina BRCAL truncada sin los dominios
funcionales COILED COIL y BRCT, o la degradacion del ARN mensajero
mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada como VP por
Clinvar con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG
PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito unicamente en 1 Cl de la
poblacién PANEL.

2.2.4.7. ¢.2808_2811delACAA del gen BRCA2

La variante ¢.2808 2811delACAA es la delecidén de la secuencia ACAA
del exdn 11 del gen BRCAZ2. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco
de lectura generando un codon de parada prematuro en el residuo 936 de la
proteina BRCA que conlleva la pérdida del 70% de aminoé&cidos. Esta variante
ha sido clasificada como VP por ClinVar con 3 estrellas y por VarSome al
cumplir los criterios de la ACMG PVS1, PP5y PM2. Aungue esta variante se ha
descrito unicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL, es la segunda variante

genética mas recurrente en familias espafiolas con SCMOH (184).

2.2.4.8. ¢.3680_3681delTG del gen BRCA2

La variante ¢.3680_3681delTG es la delecién de la secuencia TG del
exon 11 del gen BRCA2. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de
lectura generando un codon de parada prematuro en el residuo 1227 de la
proteina BRCA. Esta variante ha sido clasificada como VP por ClinVar con 3
estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG PVS1, PP5y PM2.
Esta variante se ha descrito unicamente en 1 CI de la poblacion PANEL.

2.2.4.9. ¢.4963delT del gen BRCA2

La variante ¢.4963delT es la delecién de un timina del exén 11 del gen
BRCA2. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de lectura generando
un codon de parada prematuro en el residuo 1655 de la proteina BRCA
generando una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero
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mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada como VP por
Clinvar con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG
PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito unicamente en 1 Cl de la
poblacion PANEL.

2.2.4.10. c.6486_6489delACAA del gen BRCA2

La variante c.6486_6489delACAA es la delecion de la secuencia ACAA
del ex6n 11 del gen BRCA2. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco
de lectura generando un codén de parada prematuro en el residuo 2162 de la
proteina BRCA generando una proteina truncada o la degradacion del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada
como VP por ClinVar con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la
ACMG PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de
la poblacion PANEL.

2.2.4.11. c.9117G>A del gen BRCA2

La variante ¢.9117G>A es el cambio de una guanina por una adenina en
el exon 23 del gen BRCAZ2. Esta variante es un cambio sinénimo, ya que, el
coddn generado sigue traduciendo una prolina. Sin embargo, esta VP afecta a
una zona de splicing que se encuentra al final del exdn 23. Esta alteracion
conlleva la eliminaciéon del exén 23 y una alteracién del marco de lectura que
genera una proteina BRCA2 truncada no funcional o la degradacion del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada
como VP por ClinVar con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la
ACMG PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito en 2 Cl de la poblacion
PANEL y se considera una variante recurrente en familias con SCMOH en la
Region de Murcia (168).

2.2.4.12. ¢.290_293delACAA del gen BRIP1

La variante ¢.290 293delACAA es la delecién de la secuencia ACAA del
exén 4 del gen BRIP1. Esta alteracion da lugar a un cambio en el marco de
lectura generando un codon de parada prematuro en el residuo 97-98 de la
proteina BRIP1 generando una proteina con pérdida de casi la totalidad de la

proteina o la degradacion del ARN mensajero por mecanismo NMD. Esta
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variante ha sido clasificada como VP por ClinVar con 2 estrellas y por VarSome
al cumplir los criterios de la ACMG PVS1, PP5 y PM2. Unicamente se ha
descrito en 1 CI de la poblacion PANEL. Ademas, esta variante también ha
sido descrita como VP en estudios de cancer hereditario de tipo genitourinario
(194).

2.2.4.13. ¢.903delG del gen BRIP1

La variante ¢.903delG es la delecion de una guanina del exén 7 del gen
BRIP1. Esta alteracién da lugar a un cambio en el marco de lectura que
ocasiona un codén de parada prematuro en el residuo 302, generando una
proteina truncada con pérdida de varios dominios con actividad helicasa, la
region de interaccion con BRCAL, los dominios de unién a BLM y MRE11 y tres
de los cuatro dominios de union a azufre, esenciales para la actividad helicasa.
Ademas, este coddén de parada prematuro activa la degradacién del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada
como VP por ClinVar con 2 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la
ACMG PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de
la poblacion PANEL.

2.2.4.14. c.491+1G>A del gen EPCAM

La variante c.491+1G>A es el cambio de una guanina por una adenina
en una zona de splicing del gen EPCAM. Esta alteracion conlleva la eliminacién
del exén 4 en el transcrito y una alteracion del marco de lectura que genera
una proteina EPCAM truncada no funcional o la degradacién del ARN
mensajero mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada
como VP por ClinVar y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG PVS1,
PP5 y PM2. Ademas, la variante c.491+1G>A del EPCAM esta descrita en la
bibliografia como variante patogénica asociada al sindrome de Lynch (195).

Esta variante se ha descrito unicamente en 1 CI de la poblacion PANEL.

2.2.4.15. c.4643_4644dupCT del gen NF1

La variante c.4643 4644dup es una insercién de una citosina y una
timina entre la posicion 4643 y 4644 en el exon 34 del gen NF1. Esta alteracion

genera un cambio del marco de lectura dando lugar a un codén de parada
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prematuro en la posicion 5 de la proteina NF1 generando una proteina
truncada no funcional o la degradacion del ARN mensajero mediada por
mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada por VarSome como VPP al
cumplir los criterios de la ACMG PVS1 y PM2. Esta variante se ha descrito

Unicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL.

2.2.4.16. Del ex7-11 del gen PALB2

Este gran reordenamiento genético consiste en la pérdida de los exones
7, 8, 9, 10 y 11 del gen PALB2. Se estima que la frecuencia de
reordenamientos gendémicos en PALB2 en familias con SCMOH puede ser del
0,1% (196). Ademas, este reordenamiento genético se ha descrito en un
estudio a nivel nacional y se ha asociado a cancer de mama en un varén (50).

Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 CI de la poblacién PANEL.

2.2.4.17. ¢.400C>T del gen PMS2

La variante ¢.400C>T es un cambio de una citosina por una timina en el
exon 5 del gen PMS2. Esta alteracion provoca un cambio de un residuo de
arginina por un codon de parada en la posiciéon 134 de la proteina PMS2,
dando lugar a una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero
mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada como VP por
Clinvar con 3 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG
PVS1, PP5 y PM2. Esta variante se ha descrito unicamente en 1 Cl de la
poblacién PANEL.

2.2.4.18. c.694C>T del gen RAD51D

La variante c.694C>T es un cambio de una citosina por una timina en el
exoén 8 del gen RAD51D. Esta alteracion provoca un cambio de un residuo de
arginina por un codén de parada en la posicién 232 de la proteina RAD51D,
dando lugar a una proteina truncada o la degradacion del ARN mensajero
mediada por mecanismo NMD. Esta variante ha sido clasificada como VP por
Clinvar con 2 estrellas y por VarSome al cumplir los criterios de la ACMG PVS1

y PP5. Esta variante se ha descrito Unicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL.
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2.2.4.19. Del ex1 del gen STK11

Este gran reordenamiento genético consiste en la pérdida de la zona
5'UTR junto al exén 1 del gen STK11. Este reordenamiento genético se ha
descrito en un estudio de grandes deleciones del gen STK11 relacionadas con
el sindrome de Peutz-Jeghers en familias chilenas. El estudio de co-
segregacion determind que los familiares afectados con el sindrome de Peutz-
Jeghers estaba presente esta delecion (197). Esta variante se ha descrito
Unicamente en 1 Cl de la poblacion PANEL.

2.2.5. Correlacion genotipo-fenotipo
2.2.5.1. Variantes patogénicas en BRCA1

La media de edad al diagndstico de los 7 Cl con variantes patogénicas
halladas en BRCAL1 fue de 61,6+7,6 afios con un maximo de 70 y un minimo de

47 afios.

El subtipo histologico de CO diagnosticado a los CI fue en casi todos
COSAG, 6 (86%) a excepcion de 1 (14%) CO de células claras. Ninguno de los

Cl present6 otro tipo de cancer ginecoldgico.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagndstico, todas las
variantes patogénicas de BRCAL se hallaron en CO avanzado, considerando

avanzado los estadios Il y IV.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
guimioterapia basada en platino en estos CI, obtuvieron respuestas sensibles
en 6 (86%) y resistente en 1 (14%).

2.2.5.2. Variantes patogénicas en BRCA2

La media de edad al diagnéstico de los 11 CI con variantes patogénicas
halladas en BRCA2 fue de 58,2+10,4 afios con un maximo de 75 y un minimo

de 43 afnos.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los CI fue en casi todos

COSAG, 10 (92%) a excepcion de 1 (8%) carcinoma endometrioide de ovario.
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De los cuales, todos fueron de grado 3 o alto grado. Ninguno de los CI

presento otro tipo de cancer ginecologico.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagndstico, todas las
variantes patogénicas de BRCA2 se hallaron en CO avanzado, considerando
avanzado los estadios Il y IV.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos CI, todos obtuvieron respuestas

sensibles y no se hallaron resistencias a la quimioterapia basada en platino.

2.2.5.3. Variantes patogénicas en genes no BRCA1/2

La media de edad al diagndstico de los 9 CI con variantes patogénicas
halladas el resto de los genes del panel fue 59,4+15 afios con un maximo de 84

y un minimo de 33 afios.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los CI fue en casi todos
COSAG, 7 (78%) a excepcion de 1 (11%) CO endometrioide y 1 (11%) CO
seroso de grado 2 o moderadamente diferenciado. Uno de los CI estudiados

(11%) presento otro tipo de cancer ginecolégico (cancer de trompa de Falopio).

Respecto al estadio FIGO al momento del diagnéstico, casi todas las
variantes patogénicas 8 (89%) se hallaron en CO avanzado salvo 1 (11%)

estadio FIGO 1B, se consideraron avanzados los estadios Il y IV.

Por ultimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos ClI, obtuvieron respuestas sensibles
en 6 (67%) y resistente en 3 (33%).

2.2.6. Variantes de significado clinico desconocido

Del total de las 59 variantes halladas en la poblacion PANEL, 34
variantes encontradas en los genes estudiados se clasificaron como variantes
de significado clinico desconocido o VUS. De las cuales, 2 (6%) se hallaron en
el gen ATM, 1 (3%) en el gen BARD1, 3 (9%) en el gen BRCA2, 2 (6%) en el
gen BRIP1, 3 (9%) en el gen CHEK2, 1 (3%) en el gen EPCAM, 3 (9%) en el
gen MLH1, 1 (3%) en el gen MSH2, 5 (15%) en el gen MSH6, 2 (6%) en el gen
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NBN, 3 (9%) en el gen NF1, 1 (3%) en el gen PALB2, 3 (9%) en el gen PMS2,
1 (3%) en el gen RAD51C, 1 (3%) en el gen RAD51D y 2 (6%) en el gen
STK11. La aportacion de cada gen a las VUS halladas se muestra en la figura

gue aparece a continuacion (Figura 1V.20).

ATM
6% BARD1
3%

BRIP1
6%

NF1
9%

CHEK2
9%

EPCAM
3%

MSH6 MSH2
15% 3%

Figura IV.20. Proporcion de VUS aportadas por cada gen estudiado en la poblacion PANEL.

Respecto a la aportacion de las distintas patologias relacionadas con
CO hereditario su aportacion a las VUS encontradas se pueden agrupar segun
los genes histoéricamente relacionados con el SCMOH BRCA1/2 han supuesto
3 (12%), el gen relacionado con la ataxia-telangiectasia un 2 (8%), los genes
relacionados con la anemia de Fanconi 5 (19%), los genes relacionados con el
Sindrome de Lynch 14 (54%), el gen relacionado con el Sindrome de Peutz-
Jeghers 1 (4%) y otros (BARD1, CHEK2, NBN y NF1) 9 (35%). Tampoco se
detectd ninguna VUS en el gen TP53 relacionado con el Sindrome de Li-
Fraumeni (Figura 1V.21).
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Sindrome de Lynch
41%

Ataxia-
telangiectasia
6%

Anemia Fanconi
15%

Figura IV.21. Proporcién de variantes patogénicas aportadas por cada patologia relacionada

con CO hereditario en la poblacion PANEL.

Desde el punto de molecular, de las 34 variantes estudiadas, 1 (3%) se
correspondié con mutacién tipo frameshift, 31 (91%) con mutaciones de un
anico nucleétido SNV, de las cuales 30 (88%) fueron mutaciones missense y 1
(3%) mutacion sindnima. Ademas, también se hallaron 2 (6%) mutaciones SSM
(Figura 1V.22).
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SSM

88%

Figura IV.22. Distribucién de las VUS halladas segun su clasificacién molecular en la poblacién
PANEL. MISS: missense, LGR: large genomic rearrangement, SYN: synonymous, SSM: splice

site mutation, FS: frameshift.

Las VUS obtenidas en la poblacion PANEL (Tabla IV.22) se priorizaron
siguiendo el algoritmo propio del LDG del Servicio de Analisis Clinicos del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. Publicado por Rosado
Jiménez L. en “Estudio de variantes genéticas recurrentes y priorizacion de
variantes de significado clinico desconocido asociadas al sindrome de cancer
de mama y ovario hereditario en familias de la Region de Murcia”. Una vez
aplicado el algoritmo de priorizacion de VUS se obtuvieron 3 (9%) VUS
priorizadas y 31 (91%) VUS no priorizadas.

Respecto a la correlaciébn genotipo-fenotipo, la media de edad al
diagndstico de los 40 Cl con VUS halladas en los genes estudiados en la
poblacion PANEL fue de 63,245 afios con un maximo de 74 y un minimo de 52

anos.
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El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los Cl fue en todos
COSAG.

El estadio FIGO al momento del diagndstico, casi todas las VUS 38
(95%) se hallaron en CO avanzado, excepto 2 (5%) con estadio precoz, se
consideraron precoces los estadios FIGO |y Il y avanzados los estadios FIGO
'y IV.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos ClI, obtuvieron una respuesta sensible
en 34 (85%) y resistente en 6 (15%).
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Exén/ HGVS Tipo de REVEL Criterios
HGVS (proteina) Clinvar VarSome Reclasificacion
Intrén (ADNCc) variante score ACMG

ATM

BARD1

BRCA2

BRIP1

CHEK2

56

11

15

IN 2-3

€.4396C>G

c.8207A>G

c.152C>T

¢.5200G>A

¢.57237>C

€.6613G>A

c.868G>A

€.2220G>T

c.246_260de

€.320-5T>A

c.870C>A

p.Argld66Gly

p.Asn2736Ser

p.Ser51Leu

p.Glul734Lys

p.Leul908Pro

p.Val2205Met

p.Gly290Ser

p.GIn740His

p.Asp82_Glu86del

p.Asn290Lys

rs730881369

rs1190456608

rs766788652

rs786202543

rs80358797

rs80358889

rs145601931

rs45589637

rs587780181

rs121908700

rs2052980129

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

FS

SSM

MISS

VUS (4),
VPB (1)

VUS (3)

VUS (4)

VUS (7),
VPB (2)
VUS (3),
VPB (7),
VB (2)

VUS (9),
VPB (4)

VUS (4)

VUS(17),
VPB (9)
VUS (16)
VPB (2)
VB (1)

VUS (2),
VPB (1)

VUS

CM2135370
VUS
CM195473

ND

ND

ND

VUS
CM180658

VUS
CM2221356
VUS
CM160119

VUS
CD030580

VUS
CS086685

ND

VUS

VuUs

VPB

VPB

VPB

VPB

VB

VUS

VUS

ND

0.552

0.567

ND

0.201

0.116

0.444

0.11

0.429

ND

PM2, PP3,
BP1

PM2, BP1

PM2, PP3,
BP1
BP1, BP4,
PM2

BP4, BP1,
PM2

BP4, BP1,
PM2

BP4, BP1,
PM2

PM2, BS3

PM4, PS3,
PM2

PM2

PM2

VUS

VUS P

VUS

VUsS

VUS

VUsS

VUsS

VUS

VUS

VUsS

OL-189

OL-40

OL-119

OL-171

OL-118

OL-122

OL-134

OL-130

OL-71

OL-178

OL-33
OL-143
OL-185

OL-194
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Exon/ HGVS Tipo de REVEL Criterios
ﬂ vy | s prorena] mm m

EPCAM

MLH1

MSH2

MSH6

NBN

NF1

2

11

16

5

17

18

c.267G>C
c.157G>A

€.954C>A

c.1852A>G

€.656G>C

C.227T>A

€.663A>C

c.884A>G

c.1871G>T

€.2291C>T

c.505C>T

€.680T>C

¢.1960C>T

c.2188A>T

p.GIn89His
p.Glu53Lys

p.His318GIn
p.Lys618Glu
p.Arg219Thr
p.Leu76GIn
p.Glu221Asp
p.Lys295Arg
p.Gly624Val
p.Thr764lle
p.Argl69Cys
p.Phe227Ser

p.Pro654Ser

p.Asn730Tyr

rs146480420
rs63751199

rs146777069

rs35001569

rs878853821

rs587780672

rs41557217

rs267608051

rs763606858

rs561198849

rs182756889

rs749025721

rs765281937

rs758893131

MISS
MISS
MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

VPB (2)
VUS (4)
VUS (4)

VUS (3), vPB
(9), VB (5)

\A'S

VUS (3)

VUS (6), VPB
(11), VB (5)

VPB

VUS (1), vPB
(1)

VUS

VUS (11),
VPB (2)

VUS (3)

VUS (3)

VUS (3)

ND
ND

VUS
CM973729

ND

ND

ND

VUS
CM53328

ND

ND

ND

ND

ND

ND

VUusS

VUsS

VPB

VUS

VPB

VB

VUS

VUS

VUS (7),

VB (1)
VPB

VuUs

VPB

VPB

0.683
0.453

0.874

0.788

0.37

0.316

0.591

0.141

0.347

0.173

0.873

0.1

0.066

BP6, BP4, BP7,
PM2

PM2, PP3

PM1, PM2,
BP4

BS1, BS2, BP4,

PM5, PM1
PM2, PP3,
BP1
BP1, BP4,
PM2

BS3, BP4, BP1,

PM2

BP4, BP1, BP6,

PM2
PM2, BP4,
BP1
PM1, PM2,
PP3
BP4, BP1,
PM2
PP3, PM2,
BP1
BP4, BP1,
PM2

BP4, BP1,
PM2

VUusS

VUsS

VUsS

VUS P

VUS

VUS

VUsS

VUsS

VUsS

VUS

VUS P

VUS

VUS

OL-179
OL-104

OL-126

OL-194

OL-207

OL-171

OL-110

OL-150

OL-140

OL-121

OL-145

OL-182

OL-187

OL-128
OL-138
OL-194
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Exon/ HGVS Tipo de REVEL Criterios
ﬂ iy | s prorena] mm m

C.6780A>C
PALB2 18 .2188A>T
IN6-7 c.706-4dupA
PMS2

9 c.1437C>G

10 c.2174C>T

RAD51C 3 c.492T>G
RAD51D 8 c.715C>T
1 c.151A>C
STK11
9 ¢.1062C>G

p.Gly2260Gly

p.Asn730Tyr

p.His479GIn
p.Ala725Val
p.Phel64Leu
p.Arg239Trp

p.Met51Leu

p.Phe354Leu

rs1567618228

rs758893131

rs60794673

rs63750685

rs150630090

rs573992101

rs770250516

rs730881986

rs59912467

SYN

MISS

SSM

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

MISS

VUS (3)

VUS (2),
VPB (4),

VB (9)
VPB (5)

VUS (7)

vus
(11)

VUS (9),

VPB (2)
VUS (6)

VUS (3),
VPB (5),

VB (23)

ND

VUS
CM128414

ND

ND

VPB

VB

VB

VPB

VUS

VPB

VUS

VB

0.066

ND

ND

0.133

0.575

0.287

0.334

0.156

BP4, BP7,
PM2
BP4, BP1,
PM2

BA1, BP4

BP6, BP4,
BP7, PM2
BP4, BP1,
PM2
PP3, PM2,
BP1

BP1

PM1, PM2,
BP4

BP6, BS1,
BS2, BP4, BP1

VUsS

VUS

VUS

VUS

VUsS

VUsS

VUsS

VUS

OL-132

OL-128

OL-138

OL-194

OL-159

OL-182

OL-188

OL-165

OL-129

OL-140

Tabla IV.22. VUS obtenidas en la poblacion PANEL y su reclasificacién. VUS: variante de significado clinico desconocido, VUS P: variante de significado

clinico desconocido priorizada, VUS NP: variante de significado clinico desconocido no priorizada, VP: variante patogénica, FS: frameshift, SNV: variante de

un solo nucledtido, SSM: variante de splicing, COSAG: cancer de ovario seroso de alto grado, SENS: sensible, RESIST: resistente.
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2.2.6.1. VUS priorizadas

Se hallaron un total de 3 VUS priorizadas en 3 Cl en la poblacion

PANEL, 1 (33,3%) en el gen BARD1, 1 (33,3%) en el gen MSH2 y 1 (33,3%) en

el gen NBN. Las variantes priorizadas fueron:

c.152C>T del gen BARD1, esta variante de tipo missense es un cambio
de una citosina por una timina en el exén 1 de 10 del transcrito del gen
BARD1. Esta mutacion puntual provoca el cambio de un residuo de
serina por uno de leucina en la posicion 51 de la proteina BARD1I.
Ademas, esta variante se encuentra a -7pb de una zona de splicing. La
frecuencia poblacional de esta variante es muy baja (f=1,3-10° y
cobertura de 34,2) cumpliendo el criterio PM2 de la ACMG. Sin
embargo, la mayoria de las variantes missense del gen BARD1 (95,9%)
son de tipo benigno, criterio BP1 de la ACMG. Por otro lado, la
herramienta para predecir patogenicidad de SNVs MetaRNN le otorga
una puntuacion de 0,783 criterio PP3 de la ACMG. En ClinVar esta
clasificada como VUS con 2 estrellas. Siguiendo el algoritmo de
priorizaciéon de VUS de nuestro laboratorio esta VUS se priorizd para
realizar su seguimiento.

€.656G>C del gen MSH2, esta variante de tipo missense es un cambio
de una guanina por una citosina en el exén 4 de 16 del transcrito del gen
MSH2. Esta mutacion puntual provoca el cambio de un residuo de
arginina por uno de treonina en la posicién 219 de la proteina MSH2. La
frecuencia poblacional de esta variante carece de registros con una
cobertura de 31,0 cumpliendo el criterio PM2 de la ACMG. La zona de
esta variante presenta una puntuacion de conservacion filogenética de
7,75 segun PhyloP100way, MetaRNN le otorga una puntuacion de 0,83
(criterio PP3 de la ACMG) y tiene un REVEL score de 0,788. Sin
embargo, la mayoria de las variantes missense del gen MSH2 (52,2%)
son de tipo benigno, criterio BP1 de la ACMG. Por lo que siguiendo el
algoritmo de priorizacion de VUS de nuestro laboratorio esta VUS se

priorizé para realizar su seguimiento.
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e C.680T>C del gen NBN, esta variante de tipo missense es un cambio de
una timina por una citosina en el exén 6 de 16 del transcrito del gen
NBN. Esta mutacion puntual provoca el cambio de un residuo de
fenilalanina por uno de serina en la posicion 227 de la proteina NBN. La
frecuencia poblacional de esta variante es muy baja (f=3,9-10° vy
cobertura de 31,4) cumpliendo el criterio PM2 de la ACMG. La zona de
esta variante presenta una puntuacion de conservacion filogenética de
7,08 segun PhyloP100way, MetaRNN le otorga una puntuacién de 0,849
(criterio PP3 de la ACMG) y tiene un REVEL score de 0,873. Sin
embargo, la mayoria de las variantes missense del gen NBN (94,3%)
son de tipo benigno, criterio BP1 de la ACMG. Por otro lado, en ClinVar
estd clasificada como VUS con 2 estrellas. Por lo que siguiendo el
algoritmo de priorizacion de VUS de nuestro laboratorio esta VUS se

prioriz6 para realizar su seguimiento.

2.2.6.2. VUS no priorizadas

Se hallaron un total de 31 VUS no priorizadas en 37 Cl en la poblacién
PANEL, 2 (6%) se hallaron en el gen ATM, 3 (10%) en el gen BRCAZ2, 2 (6%)
en el gen BRIP1, 3 (10%) en el gen CHEK2, 1 (3%) en el gen EPCAM, 3 (10%)
en el gen MLH1, 5 (17%) en el gen MSH®6, 1 (3%) en el gen NBN, 3 (10%) en el
gen NF1, 1 (3%) en el gen PALB2, 3 (10%) en el gen PMS2, 1 (3%) en el gen
RAD51C, 1 (3%) en el gen RAD51D y 2 (6%) en el gen STK11. El resumen de
la clasificacién de las VUS obtenidas en la poblacion PANEL se muestra en la
siguiente figura (Figura 1V.23).
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Figura IV.23. Proporcidon de VUS priorizadas y no priorizadas aportadas por cada gen en la
poblacién PANEL. VUS P: variante de significado clinico desconocido priorizada, VUS NO P:

variante de significado clinico desconocido no priorizada.

En cuanto a la correlacion genotipo-fenotipo, la media de edad al
diagndstico de los 37 CI con VUS no priorizadas halladas en estos genes fue
de 63,6£5,1 afios con un maximo de 74 y un minimo de 52 afios.

El subtipo histolégico de CO diagnosticado a los Cl fue en todos
COSAG.

Respecto al estadio FIGO al momento del diagndstico, casi todas las VUS no
priorizadas 35 (95%) se hallaron en CO avanzado, excepto 2 (5%) con estadio
FIGO IC.

Por dltimo, la respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con
quimioterapia basada en platino en estos Cl, obtuvieron respuestas sensibles
en 33 (89%) y resistente en 4 (11%).
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

La muestra de este estudio estuvo formada por dos cohortes separadas
por el estudio genético realizado. La primera cohorte de 86 Cl diagnosticados
de CO y con estudio genético en linea germinal de los genes BRCAl1 y BRCA2
se denomind “poblacion BRCA”. La segunda cohorte de 114 CI diagnosticados
de CO y con estudio genético en linea germinal de los genes ATM, BARD1,
BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN,
NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 y TP53 realizado a

través de un panel de genes, se denomind “poblacion PANEL”.

Estas dos cohortes suman un total de 200 CI diagnosticados de CO con
el estudio genético en linea germinal de los genes BRCAl y BRCA2,

principales genes histéricamente vinculados al SCMOH.

La distribucion de las edades de ambas poblaciones se muestra en la

siguiente tabla y figura (Tabla y figura V.1).

120

Edad Total
100
<35 anos 1 2 3
80
35-50 afios 20 6 26 60
40
51-65 anos 44 60 104
20
>65 afios 21 46 67 0
< 35 afios 35-50anos 51-65afios >65afios
Total 86 114 200 BRCA PANEL TOTAL

Tabla y figura V.1. Distribucién de los Cl de este estudio segin el grupo de edad y la
poblacién.

La media de edad al diagnéstico de la poblacion BRCA fue de 58+10,4
afios con un maximo de 78 y un minimo de 34 afios. En la poblacién PANEL
fue de 62,948,5 afios con un maximo de 84 y un minimo de 33 afios. La
normalidad de la distribucion de edad de los CI de las dos poblaciones se
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comprobd con la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov para n>50 (Tabla
V.2).

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
poblacion Estadistico al Sig. Estadistico gl Sig.
edad BRCA ,063 86 ,200" ,984 86 ,360
PANEL ,123 114 ,093 ,930 114 ,143

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla V.2. Prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov para la edad de los Cl de este estudio

segun la poblacion.

Para conocer si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
media de edad de las dos poblaciones se realiz6 la prueba T de Student (Tabla
V.3). La prueba muestra que se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la media de edad de la poblacion BRCA y la poblacion
PANEL (p=0,008). Segun la SEOM, el CO es mas frecuente en mujeres
postmenopdausicas con una incidencia maxima entre los 50 y 75 afios con una
media de edad al diagnéstico alrededor de los 63 afios (6). Aunque las medias
de edad de ambas poblaciones presentan diferencias estadisticamente
significativas, ambas se encuentran dentro de la horquilla de edad de maxima
incidencia de CO. La media de edad de la poblacibn PANEL se ajusta mas a
los datos de la SEOM y presenta menos dispersion que la media de edad de la
poblacién BRCA.
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de prueba t para la
igualdad de varianzas igualdad de medias
F Sig. t gl
Edad Se asumen varianzas 8,480 ,008  -3,650 198
iguales
No se asumen -3,551 162,010

varianzas iguales

Tabla V.3. Prueba estadistica T de Student para la variable edad de las poblaciones BRCA y
PANEL.

Estas diferencias de edad pueden estar justificadas con la evolucién del
objetivo clinico del estudio genético del CO. Durante los primeros afios, los
estudios posteriores al afio 2018 tenian como objetivo encontrar variantes
patogénicas en los genes BRCAL1/2 dentro de un contexto de céancer
hereditario (124,198). Los estudios de cancer hereditario asociados a BRCA1/2
se han vinculado con fenotipos mas tempranos y esto se ha traducido con una
poblacion BRCA estadisticamente méas joven que la poblacion PANEL. Por otro
lado, el objetivo clinico del estudio genético del CO a través de panel de genes
ha sido mayoritariamente motivado por criterios terapéuticos para el tratamiento
con PARPI. Ya que, las indicaciones para el tratamiento de CO con PARPI
durante los primeros afios de su aprobaciébn y comercializacion estaba
vinculado a genotipos BRCA1/2+ o RHD+.

La distribucion del subtipo histologico del CO diagnosticado a los CI de
ambas poblaciones se muestra en la siguiente tabla y figura (Tabla V.4 y figura
V.2).
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Subtipo histoldgico Total
Seroso 74 93 167
TIPO Il
Endometrioide 5 11 16
Células claras 5 8 13
TIPO |
Mucinoso 2 2 4
Total 86 114 200
180
160
140
120
100
80
60
40
20
0 | — | —
Seroso Endometrioide Células claras Mucinoso
TIPO Il TIPO |
[ BRCA PANEL TOTAL

Tabla V.4 y figura V.2. Distribucion de los Cl de este estudio segun el subtipo histolégico del

CO diagnosticado y la poblacién.

Para comprobar si hay diferencias estadisticamente significativas entre
la histologia de las dos poblaciones se realizé la prueba chi-cuadrado (Tabla
V.5). La prueba muestra que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la histologia del CO de la poblacion BRCA y la poblacion
PANEL.
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Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de 1,2082 3 , 751
Pearson
Razén de verosimilitud 1,238 3 744
Asociacion lineal por 224 1 ,636
lineal
N de casos validos 200

a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5.
El recuento minimo esperado es 1,72.

Tabla V.5. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable histologia en las poblaciones
BRCA y PANEL.

La distribucion del estadiaje FIGO al momento del diagnéstico de los ClI
de ambas poblaciones se muestra en la siguiente tabla y figura (Tabla V.6 y
figura V.3).

Estadio FIGO Total
IA 2 4 6
Estadio | IB 1 1 2
IC 1 3 4
1A 1 1 2
Estadio Il 1B 2 0 2
1c 1 3 4
1A 2 10 12
Estadio Il 1B 7 17 24
nc 45 42 87
Estadio IV v 24 33 57
Total 86 114 200

Tabla V.6. Distribucién de los Cl de este estudio segun el estadiaje FIGO del CO al momento

del diagnéstico y la poblacion.
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50
45
40
35
30
25
20
15
10

5
0
IA B IC A I8 lic A e lic W,
Estadio | Estadio Il Estadio Ill EStI?/d'o
BRCA 2 1 1 1 2 1 2 7 45 24
PANEL 4 1 3 1 0 3 10 17 42 33
BRCA PANEL

Figura V.3. Distribucién de los CI de este estudio segun el estadiaje FIGO del CO al momento

del diagnéstico y la poblacién.

Para comprobar si hay diferencias estadisticamente significativas entre
el estadiaje FIGO al momento del diagnostico de las dos poblaciones se realizd
la prueba chi-cuadrado (Tabla V.7). La prueba muestra que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el estadiaje FIGO al momento
del diagnéstico de la poblacion BRCA y la poblacion PANEL.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6772 3 ,879
Razdn de verosimilitud ,687 3 ,876
Asociacion lineal por ,058 1 ,810
lineal
N de casos validos 200

a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El
recuento minimo esperado es 3,44.

Tabla V.7. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable estadiaje FIGO en las poblaciones

BRCAy PANEL.
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Por ultimo, la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en
platino de los Cl de ambas poblaciones se muestra en la siguiente tabla y
figura (Tabla V.8 y figura V.4).

Respuesta Total
Resistente

Resistente 12 18 30

Parcialmente sensible
Parcialmente

sensible > 2 14
Sensible
Sensible 69 87 156
0 20 40 60 80 100
Total 86 114 200 PANEL = BRCA

Tabla V.8 y figura V.4. Distribucién de los CI de este estudio segun la respuesta al tratamiento
con quimioterapia basada en platino y la poblacién.

Para comprobar si hay diferencias estadisticamente significativas entre
la respuesta al tratamiento con quimioterapia basada en platino de las dos
poblaciones se realiz6 la prueba chi-cuadrado (Tabla V.9). La prueba muestra
gue no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la

respuesta al tratamiento de la poblacion BRCA y la poblacion PANEL.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de ,5102 2 775
Pearson
Razon de verosimilitud ,516 2 773
Asociacion lineal por ,303 1 ,582
lineal
N de casos validos 200

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El
recuento minimo esperado es 6,02.

Tabla V.9. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable respuesta al tratamiento en las
poblaciones BRCA y PANEL.
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2. RENDIMIENTO DIAGNOSTICO

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido determinar el
rendimiento diagndstico para el cancer de ovario de alto grado en dos
poblaciones a las cuales se les aplicé un estudio genético diferente. Por un
lado, se calcul6 el rendimiento diagnostico de los genes BRCAL1 y BRCA2 y por
otro lado, se calculé el rendimiento diagnostico de los 20 genes recomendados
por la NCCN para cancer de ovario (161).

2.1.Rendimiento diagnostico de los genes BRCA1ly BRCA2

El rendimiento diagnéstico de los genes BRCA1 y BRCA2 para el cancer
de ovario de alto grado se calculé teniendo en cuenta los 86 Cl estudiados en
la poblacién BRCA junto a los 114 Cl analizados en la poblacion PANEL. En la
poblacién BRCA se hallaron 5 VP en 8 Cl en el gen BRCA1y 9 VP en 11 Cl en
el gen BRCA2. Por otro lado, en la poblacion PANEL se hallaron 7 VP en 7 ClI
en el gen BRCA1y 9 VP en 11 Cl en el gen BRCA2 (Tabla V.10).

Rendimiento

Poblacién BRCAL1l BRCA2 Total : P
diagndstico
BRCA 8 (9%) 11 (13%) 19 22%
PANEL 7 (6%) 11 (10%) 18 16%
Total 15 22 37 18,5%

Tabla V.10. Resumen de los Cl con variantes clinicamente relevantes por poblacion en los
genes BRCA1 y BRCA2. Entre paréntesis se muestran los porcentajes de los genes en cada

poblacion.

La comparativa del rendimiento diagnostico obtenido en este estudio
respecto a otros estudios publicados se muestran en la siguiente tabla (Tabla
V.11).
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Localizacion geografica/ Casos indice Fenotipo Linea

o . : . Rendimiento
Referencia bibliografica estudiados asociado estudiada

Estudio actual

(poblacién BRCA) 86 CcO Germinal 22%
(poEbSI;li:(ijci)on T:,C/:‘:\lallzl_) 114 co Germinal 16%
Estados Unidos / Bell et al. (32) 489 COSAG GsirnT;rtliilay 22%
Estados Unidos / Pal et al. (199) 209 (6{0) Germinal 15,3%
Canada / Risch et al. (200) 977 CcoO Germinal 13,2%
Chipre / O’'Mahony et al. (201) 1242 CcoO Germinal 16,1%
China / Shao et al. (202) 429 (6{0) Germinal 23%

Tabla V.11. Comparativa de resultados de rendimiento diagnostico de otros estudios
publicados para los genes BRCA1 y BRCA2 en cancer de ovario. CO: cancer de ovario,

COSAG: céancer de ovario seroso de alto grado.

Cabe destacar que el rendimiento diagndstico de los genes BRCA1/2 en
las poblaciones estudiadas no se pueden tener en cuenta de manera conjunta
debido a las diferencias estadisticas encontradas entre ellas. A pesar de ello,
los rendimientos globales de los estudios de ambas poblaciones fueron en

todos los casos superiores al 10% recomendado por la SEOM (6).

El rendimiento diagndstico de los genes BRCA1/2 de nuestro estudio en
la poblacion PANEL fue muy similar a los rendimientos obtenidos en estudios
genotipo—fenotipo similares al nuestro, estudios en linea germinal de CI
diagnosticados de CO. Sin embargo, el rendimiento diagndstico de la poblacion
BRCA fue superior a todos, pero similar al estudio estadounidense de Bell et al.
(32). Este estudio en linea germinal y somatica en CIl diagnosticados de
COSAG obtuvo también un rendimiento diagndstico para los genes BRCA1/2
del 22%. Esta similitud entre resultados podria estar justificada por la mayor
presencia de COSAG en proporcion a otros CO en esta poblacién (86% de

COSAG en la poblacion BRCA frente al 80% de la poblacion PANEL) y el
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escaso rendimiento diagndéstico de estos genes en linea somatica que en este

mismo estudio se estima en menos del 3%.

Por ultimo, en la poblacion BRCA se ha obtenido una mayor frecuencia
de variantes patogénicas en el gen BRCA1 (un rendimiento del 9% en la
poblacion BRCA frente al 6% de la poblacion PANEL). Este rendimiento mas
elevado en la primera poblacion estudiada puede justificarse con las
diferencias halladas entre las dos muestras. La poblacion BRCA es una
poblacion significativamente mas joven que la poblacion PANEL y las variantes
patogénicas en el gen BRCAL estan asociadas a un fenotipo de CO con una

aparicion mas temprana (64).

2.2.Rendimiento diagndstico del panel de 20 genes

El rendimiento diagndstico de los genes ATM, BARD1, BRCAL, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2,
PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 y TP53, para cancer de ovario de
alto grado se calcul6 teniendo en cuenta los 114 CI incluidos en la poblacion
PANEL. En esta poblacién se hallaron un total de 25 variantes patogénicas, 7
se hallaron en el gen BRCAL, 9 en el gen BRCA2, 1 en el gen ATM, 2 en el
gen BRIP1, 1 en el gen EPCAM, 1 en el gen NF1, 1 en el gen PALB2, 1 en el
gen PMS2, 1 en el gen STK11 y 1 en el gen RAD51D. Estas 25 variantes
patogénicas se hallaron en 27 CI, por lo que el rendimiento diagnéstico del
estudio mediante panel de genes fue del 24%. La ampliacion del estudio de los
genes BRCA1/2 a panel de genes en el estudio molecular de CO supone un
incremento del 16% al 24% en el diagnéstico genético (Tabla V.12).
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Localizacion
geografical/
Referencia

bibliografica

Genes estudiados Rendimiento

ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM,
MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, 24%
RADS51D, STK11y TP53
APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1,
Estados Unidos / CDK4, CHEK2, MLH2, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, P14ARF,
Kurian et al. (72) P16, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11 y
TPS53
APC, ATM, BARD1, BMPR1A, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1,
Canada/ Lerner-Elis | CHEK2, FANCC, MLH1, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2,

Estudio actual
(poblacién PANEL)

14%

etal. (203) PMS2, POLD1, POLE, PTEN, RAD51C, RAD51D, SMAD4, STK11 15.2%
y TP53
APC, ATM, BARD1, BLM, BRCAl, BRCA2, BRIP1, CDHI,
Estados Unidosy ~ CDKN2A, CHEK2, EPCAM, ERCC2, ERCC3, FANCC, FANCM,
Canada/ Kotsopoulos = KRAS, MEN1, MLH1, MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, 11,2%

et al. (204) NF1, PALB2, PMS2, PPM1D, PRSS1, PTEN, RAD50, RAD51C,

RAD51D, RECQL, RINT1, SLX4, TP53 y XRCC2.

ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1,

MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS1, PMS2, 27%
PTEN, RAD50, RAD51C, STK11 y TP53.

China / Shao et al.
(202)

Tabla V.12. Desglose de resultados de rendimiento diagndstico por genes en la poblacién
PANEL y comparativa de resultados de rendimiento diagnéstico de otros estudios publicados

para el estudio genético de cancer de ovario a través de panel de genes.

El rendimiento diagndstico de todos los estudios referenciados en la
tabla anterior fue en todos los casos superiores al 10% recomendado por la
SEOM (6). Teniendo en cuenta los datos obtenidos en las dos poblaciones
estudiadas, el rendimiento diagnostico calculado en la poblacion PANEL para
los genes ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM,
MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D,
STK11y TP53 es un valor estadisticamente mas fiable debido al mayor numero
de Cl estudiados (114 ClI frente a 86 CI de la poblacion BRCA).

En el estudio de SCMOH separado por cohortes publicado por Shao et
al. (202), se estudiaron 429 CI con diagnostico de CO. Aunque en dicho
estudio no especifica el fenotipo de los CO estudiados, para incluir a los Cl en
este estudio se siguid la guia de la NCCN para SCMOH. Para un contexto de
CO ligado al SCMOH se obtuvo un rendimiento del 23% para los genes
BRCAL1/2, un 4% para los genes (ATM, BARD1, BRIP1, CDH1, CHEK2, MLH1,
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MRE11A, MSH2, MSH6, MUTYH, NBN, PALB2, PMS1, PMS2, PTEN, RAD50,
RAD51C, STK11 y TP53) estudiados a través del panel de genes y rendimiento
diagnostico global del 27%. Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de
variantes patogénicas en BRCA1/2 en la poblacion china estudiada, la
ampliacion del estudio genético a panel de genes supuso en este estudio un
incremento del rendimiento diagndstico similar al obtenido en la presente tesis
doctoral. El resto de los genes en poblacién china tienen menos peso en el
rendimiento diagndstico del andlisis genético que en nuestra poblacion.

Por otra parte, recientemente se ha publicado un estudio de 776 CI
diagnosticados de CO y cancer peritoneal por Kotsopoulos et al. (204) en el
cual realizan el andlisis genético mediante un panel de genes mas amplio. Este
panel de genes incluye los relacionados con cancer hereditario APC, ATM,
BARD1, BLM, BRCA1, BRCA2, BRIP1, CDH1, CDKN2A, CHEK2, EPCAM,
ERCC2, ERCC3, FANCC, FANCM, KRAS, MEN1, MLH1, MRE11A, MSH2,
MSH6, MUTYH, NBN, NF1, PALB2, PMS2, PPM1D, PRSS1, PTEN, RAD50,
RAD51C, RAD51D, RECQL, RINT1, SLX4, TP53 y XRCC2 fuera del contexto
del SCMOH. En este estudio se obtuvo un rendimiento diagndstico del 11,2%
lo que nos indica que, a pesar de estudiar mas cantidad de genes, el

rendimiento diagnostico no fue mayor.

El rendimiento diagnostico es un valor calculado que varia mucho
dependiendo de la poblacion estudiada y los criterios de seleccion para realizar
el estudio. En los estudios de poblacién estadounidense y canadiense los
rendimientos obtenidos rondan el 15%, con unos criterios de seleccidbn mas
laxos y sin hacer uso de guias como la publicada por la NCCN (199,200). En
este sentido, se obtiene un mayor rendimiento diagnéstico cuando se siguen
las guias de préctica clinica como las guias de la SEOM y la NCCN. De este
modo, se ha obtenido un rendimiento diagnostico del 24% y puede ser incluso
mayor si hay mayor prevalencia de VP en algunos genes como en el estudio de
Shao et al. (202) que alcanza un 27%.
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3. ESPECTRO MUTACIONAL DEL CANCER DE OVARIO HEREDITARIO

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han revelado que
el espectro mutacional de predisposicion hereditaria asociada Unicamente al
CO esta asociado a los genes BRCA1/2 ademas de otros genes estudiados
mediante un panel genético. Lo que justifica el empleo de esta técnica para
estudiar los genes clinicamente relevantes relacionados con el cancer de
ovario hereditario. Los resultados de este estudio demuestran que la tasa
mutacional mas significativa de variantes clinicamente relevantes se
corresponde con los genes BRCA1/2, seguida de otros genes (ATM, BRIP1,
EPCAM, NF1, PALB2, PMS2, RAD51D y STK11).

3.1. Anélisis conjunto de los genes BRCAl1y BRCA2

En la poblacién BRCA se estudiaron 86 Cl en los cuales se hallaron 5
VP en 8 Cl en el gen BRCA1 y 9 VP en 11 Cl en el gen BRCAZ2. Por otro lado,
en la poblacion PANEL se estudiaron 114 Cl en los cuales se hallaron 7 VP en
7 Cl en el gen BRCA1 y 9 VP en 11 CI en el gen BRCA2. Las variantes
patogénicas halladas en los genes BRCAl1 y BRCA2 de las dos poblaciones

incluidas en este estudio se pueden consultar en el Anexo C.1.

El paisaje gendmico de las variantes patogénicas y su localizacién en
diferentes dominios y regiones OCCR/BCCR se muestran en la figura que
aparece a continuacion para el gen BRCA1 (Figura V.5) y en la segunda figura
el gen BRCA2 (Figura V.6).
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Figura V.5. Distribucion de las variantes patogénicas halladas en BRCAL en las poblaciones BRCA y PANEL, sus principales dominios y regiones asociadas
al cancer de mama (BCCR) y al cancer de ovario (OCCR). Figura modificada de Stella et al (182). En negrita las VP que aparecen en las poblaciones BRCA
y PANEL, en azul las VP de la poblacion BRCA y en naranja las VP de la poblacién PANEL. Entre paréntesis, el nimero total de Cl con la variante. Las
localizaciones proteicas de los dominios funcionales se obtuvieron de la herramienta informética Mutation Mapper-cBioPortal for Cancer Genomics.

https://www.cbioportal.org/mutation _mapper?standaloneMutationMapperGeneTab
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Figura V.6. Distribucion de las variantes patogénicas halladas en BRCA2 en las poblaciones BRCA y PANEL, sus principales dominios y regiones asociadas
al cancer de mama (BCCR) y al cancer de ovario (OCCR). Figura modificada de Stella et al (182). En negrita las VP que aparecen en las poblaciones BRCA

y PANEL, en azul las VP de la poblacion BRCA y en naranja las VP de la poblacion PANEL. Entre paréntesis, el nimero total de Cl con la variante. Las

localizaciones proteicas de los dominios funcionales se obtuvieron de la herramienta informatica Mutation Mapper-cBioPortal for Cancer Genomics.

https://www.cbioportal.org/mutation _mapper?standaloneMutationMapperGeneTab
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En el gen BRCA1 se hallaron 11 VP en un total de 16 Cl y en el gen
BRCAZ2 se hallaron 14 VP en un total de 22 CI, sumando 25 VP en 38 CI. El
hallazgo de VP vinculadas a regiones BCCR/OCCR se muestra en la siguiente
tabla (Tabla V.13).

BRCA1 6 (9) 5 (7) 11 (16)
BRCA2 4 (8) 10 (14) 14 (22)
Total 10 (17) 15 (21) 25 (38)

Tabla V.13. Resumen de las variantes patogénicas halladas en los genes BRCAL/2 y las
regiones asociadas a cancer de ovario y cancer de mama. BCCR: regién asociada al cancer de
mama, OCCR: regién asociada al cancer de ovario. VP: variantes patogénicas. Entre

paréntesis, el nUmero total de CI.

En este estudio, la localizacion de las variantes patogénicas de
BRCA1/2 en regiones OCCR/BCCR han sido: en el gen BRCAL, 9 CI (56%)
con VP en zona BCCR y 7 (44%) VP en zona OCCR; y en el gen BRCA2, 8 CI
(36%) con VP en zona BCCR y 14 (64%) en zona OCCR. De manera global
supone una proporcion del 45% de VP en zona BCCR y del 55% en zona
OCCR. Sin embargo, en el gen BRCA2 la proporcion de VP en zona OCCR
llega al 64% de los Cl estudiados. Estos resultados son similares a los
publicados en poblaciéon estadounidense por Risch et al (205). En el cual, de
los 649 CI estudiados se hallaron hasta un 62% de VP en region OCCR en el
gen BRCAZ2.

3.2.Genes no BRCA1/2 estudiados mediante NGS

La caracterizacion molecular de los genes ATM, BARD1, BRCAL,
BRCA2, BRIP1, CDH1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1,
PALB2, PMS2, PTEN, RAD51C, RAD51D, STK11 y TP53, permiti6 hallar 25
variantes patogénicas en un total de 27 CI. En la poblacion PANEL se hallaron
9 variantes patogénicas en genes no BRCA1/2, 1 en el gen ATM, 2 en el gen
BRIP1, 1 en el gen EPCAM, 1 en el gen NF1, 1 en el gen PALB2, 1 en el gen
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PMS2, 1 en el gen STK11y 1 en el gen RAD51D. El resumen de los resultados

segun la penetrancia, su asociacion con otras patologias y su manejo clinico

recomendado por la NCCN se muestra en la siguiente tabla (Tabla V.14). Estas

variantes se pueden consultar en el Anexo C.2.

Gen HGVS (ADNc) Penetrancia

ATM €.8251 8254delACTA | Moderada-baja

€.290_293delACAA

BRIP1 Moderada-baja
€.903delG

EPCAM Cc.491+1G>A Moderada-baja

NF1 c.4643_4644dup Moderada-baja

PALB2 DEL Ex7-11 Moderada-baja

PMS2 c.400C>T Moderada-baja

RAD51D €.694C>T Moderada-baja
STK11 DEL Ex1 Elevada

Otras patologias

VP en homocigosis:
ataxia telangiectasia

Anemia de Fanconi

Sindrome de Lynch

Neurofibromatosis
de tipo 1

Anemia de Fanconi

Sindrome de Lynch

Anemia de Fanconi

Sindrome de Peutz-
Jeghers

Recomendaciones NCCN
version 1.2023

CM: incremento de riesgo.
CO: riesgo potencial, pero
sin evidencia para RRSO.
CM: sin evidencia suficiente.
CO: incremento de riesgo,
RRSO recomendada.

CM: sin evidencia suficiente.
CO: incremento de riesgo,
seguir las guias de cancer
colorrectal.

CM: incremento de riesgo.
CO: sin riesgo conocido.

CM: incremento de riesgo.
CO: incremento de riesgo,
RRSO recomendada.

CM: sin evidencia suficiente.
CO: incremento de riesgo,
seguir las guias de cancer
colorrectal.

CM: sin evidencia suficiente.
CO: incremento de riesgo,
RRSO recomendada.

CM: incremento de riesgo.
CO: sin evidencia suficiente.

Tabla V.14. Resumen VP halladas fuera de los genes BRCAL1/2, su relacion con otras

patologias y las recomendaciones de la NCCN. NCCN: National Comprehensive Cancer

Network, CM: cancer de mama, CO: cancer de ovario, RRSO: salpingo-ooferectomia reductora

de riesgo.

Por otro lado, la comparativa de los hallazgos clinicamente relevantes en

los genes asociados a CO estudiados a través de panel de genes disponible en

la bibliografia respecto a este estudio se muestra en las siguientes tablas

(Tabla V.15y V.16).
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. . - Genes
Localizacion geografica / Genes | ppcal | BRCA2 no ATM | BRIP1 | EPCAM NF1 PALB2 | PMS2 | RAD51D | STKi11
Referencia bibliogréfica BRCA1/2
BRCA
Estudio actual 66.7% | 259% | 40.8% | 333% | 37% | 7.4% 3.7% 3.7% 3.7% 3.7% 3.7% 3.7%
(poblacion PANEL)
Estados Unidos / Kurian et al. (72) 63,5% 27,8% 35,7% 36,5% 6% 5% NI NI 3,8% 3% 1,3% 0,3%
Estados Unidos / Norquist et al. (43) 79,5% 51,7% 27,8% 20,5% NI 7,4% NI NI 3,4% 1,1% 3,1% NI
Estados Unidos / Walsh etal. (80) | 74,2% | 47,1% 27,1% 25,9% ND 4,7% NI NI 2.4% ND NI ND
Estados Unidos y Canada / 659% | 341% | 31.8% | 341% | 7.3% 4,9% ND ND 6.1% ND 2.4% NI
Kotsopoulos et al. (204)
China / Shao et al. (202) 86,1% | 57,4% 28,7% 13,9% ND 4,3% NI NI ND ND NI 0,9%

Tabla V.15. Desglose del rendimiento diagnéstico obtenido para cada gen con VP en la poblacién PANEL y comparativa disponible en la bibliografia respecto

a este estudio. ND: variantes no descritas en el gen, NI: gen no incluido en el estudio genético.
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. . - Genes
Localizacion geogratica / Genes | ppca1l | BRCA2 no ATM | BRIP1L | EPCAM NF1 PALB2 | PMS2 | RAD51D | STK11
Referencia bibliogréfica BRCA1/2
BRCA
Localizaciéon geografica / Genes Genes
. g ) g e BRCA1l BRCA2 no ATM BRIP1 EPCAM NF1 PALB2 PMS2 RAD51D STK11
Referencia bibliogréfica BRCA1/2
BRCA
Estudio actual 15,8% 6,1% 9,7% 7.9% | 09% | 1,6% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9% 0,9%
(poblacion PANEL)
Estados Unidos / Kurian et al. (72) 9% 3,96% 5,08% 5,8% 0,9% 0,72% NI NI 0,42% 0,42% 0,18% 0,04%
Estados Unidos / Norquist et al. (43) 14,6% 9,5% 51% 3,7% NI 1,3% NI NI 0,06% NI 0,06% NI
Estados Unidos / Walsh et al. (80) 17,5% 11,1% 6,4% 6,1% ND 1,1% NI NI 0,06% ND NI ND
Estados Unidos y Canada / 8% 4,3% 3.7% 5% 0,9% 0,6% ND ND 0,7% ND 0,3% NI
Kotsopoulos et al. (204)
China / Shao et al. (202) 23,1% 15,4% 7, 7% 3, 7% ND 0,77% NI NI ND ND NI 0,23%

Tabla V.16. Frecuencia mutacional obtenida para cada gen con VP en la poblacion PANEL y comparativa disponible en la bibliografia respecto a este
estudio. ND: variantes no descritas en el gen, NI: gen no incluido en el estudio genético.

189



V. DISCUSION

En este estudio se han hallado variantes clinicamente relevantes en
genes que, aunque no estén vinculados a un incremento de riesgo conocido a
CO, es necesario entenderlos dentro del contexto de SCMOH. Cabe destacar
que la propia patologia de CO de alto grado es un criterio de inclusion para
SCMOH, por este motivo el hallazgo de VP en genes como NF1 con evidencia
contradictoria para el CO se pueden manejar clinicamente dentro del SCMOH.
Asimismo, el reciente estudio de Kotsopoulos et al. (204) publicado en el afio
2023, ha relacionado el CO con VP en el gen ATM.

El gen STK11l se considera un gen de elevada penetrancia para
SCMOH asociado al sindrome de Peutz-Jeghers. Aunque no existe suficiente
evidencia para asociar al gen STK11 con un incremento de riesgo para CO,
esta patologia puede presentarse como forma del fenotipo del sindrome de
Peutz-Jeghers (98,102,197). Ademas, algunas variantes patogénicas halladas
en STK11 descritas en los estudios de Kurian et al. (72) y Shao et al. (202) se
han vinculado al CO. Por otro lado, este gen presenta evidencia que lo
relaciona con el incremento de riesgo para CM segun la guia de la NCCN
version 1.2023 por lo que también seria necesario entenderlo dentro del
contexto de SCMOH (206,207).

Los genes EPCAM y PMS2 involucrados en el mecanismo de reparacion
del ADN MMR son genes asociados con incremento de riesgo de CO descrito
en algunos estudios (71,123) y segun la guia de la NCCN version 1.2023.
Ademas, EPCAM y PMS2 se consideran genes de moderada penetrancia
asociados al sindrome de Lynch. Variantes patogénicas en ambos genes estan
relacionadas con un incremento de riesgo para el CO cuyo manejo clinico esta

descrito en las guias de practica clinica del cancer colorrectal (195,208,209).

Los genes pertenecientes a la via de la anemia de Fanconi BRIP1,
PALB2 y RAD51D, poseen evidencia suficiente para considerarse genes de
moderada-baja penetrancia del SCMOH. Los hallazgos de VP en ambos genes
tienen un manejo clinico similar al de los genes BRCA1/2 segun la guia de

practica clinica de la NCCN version 1.2023.
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Respecto a posibles hallazgos incidentales, al utilizar un panel de genes
dirigido a genes de accionabilidad clinica para el SCMOH, no se han
encontrado. En cambio, se han encontrado VP en genes no relacionados con
el fenotipo CO, estos hallazgos que podrian considerarse incidentales para
este fenotipo, se han tenido en cuenta desde el punto de vista clinico del
SCMOH. Por otro lado, en estudios genéticos de CO mediante panel de genes
de céancer hereditario no dirigido al SCMOH, el manejo de hallazgos
incidentales puede suponer hasta un 4,5% de las VP obtenidas (204).

4. VARIANTES DE SIGNIFICADO CLINICO DESCONOCIDO

De las 19 variantes genéticas que se hallaron en la poblacion BRCA
formada por 86 Cl, unicamente 4 se clasificaron como variantes de significado
clinico desconocido. De las cuales, 1 se hallé en el gen BRCAl y 3 en el gen
BRCA2.

Por otro lado, en la poblacion PANEL formada por 114 Cl, se hallaron
VUS de manera uniforme en casi todos los genes estudiados (ATM, BARD1,
BRCA2, BRIP1, CHEK2, EPCAM, MLH1, MSH2, MSH6, NBN, NF1, PALB2,
PMS2, RAD51C, RAD51D, STK11). Sin embargo, no se hallaron VUS en los
genes BRCA1, CDH1, PTEN y TP53 estudiados a través del panel. La
comparacion entre VP y VUS obtenidas en los genes BRCA1/2 frente al resto
de genes estudiados en la poblacion PANEL se muestra en la siguiente tabla
(Tabla V.17).

Variantes patogénicas 16 9 25
Varl,ar.1tes de S|gn|f|.cado 3 31 34

clinico desconocido
Total 19 40 59

Tabla V.17. Comparativa de las variantes halladas en la poblacion PANEL y su clasificacion

desde el punto de vista clinico.
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La discordancia entre las 16 VP de los genes BRCA1/2 frente a las 9 VP
del resto de genes es esperable y son concordantes con la bibliografia. La
evidencia cientifica destaca una mayor prevalencia de las variantes
patogénicas asociadas a BRCAl1 y BRCA2, puesto que son considerados los
principales genes responsables de la predisposicion hereditaria asociada al

cancer de ovario (32).

Ademas, la evolucién cronoldgica del diagndstico molecular basado en
el analisis de los genes BRCA1/2 ha permitido su estudio mas detallado y por
este motivo las 3 VUS halladas en los genes BRCA1/2 suponen un escaso 9%
frente al 81% del resto de las 31 VUS halladas en los otros genes estudiados
mediante el panel. En el trabajo de Castillo Guardiola V. “Aportacion de la
Secuenciacion Masiva de Nueva Generacion en el Diagnoéstico del Sindrome
de Cancer de Mama y Ovario Hereditario Mediante el Uso de un Panel de
Genes” (189) se obtuvieron resultados parecidos respecto a la cantidad de
VUS halladas a través del andlisis genético con un panel de genes similar. En
el estudio anteriormente citado, se hallaron 79 VUS en 138 ClI relacionados con
el SCMOH. De manera semejante al presente estudio, se hallaron anicamente
3 VUS en los genes BRCAL1/2 y el resto de VUS se localizaron en otros genes

analizados a través del panel.

4.1.Reclasificacion y priorizacion de VUS

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral han reflejado el
incremento del numero de VUS halladas que supone la realizacion del estudio
genético mediante paneles de genes de predisposicién al cancer hereditario.
Este aumento del nimero de VUS detectadas supone un dilema importante
asociado al diagndéstico molecular del cancer hereditario. Estas variantes se
descubren con evidencia cientifica insuficiente para ser clasificadas como
benignas o patogénicas y esto implica varias complicaciones a la hora del

manejo clinico de los pacientes y sus familiares (179).

Segun la declaracion europea de consenso y las recomendaciones de
expertos, es recomendable informar de las VUS halladas en BRCA1/2 y otros

genes de riesgo relativo alto. No obstante, esta informacion no debe ser
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considerada para la toma de decisiones clinicas ni para estudios familiares
(210).

Por estos motivos, el Comité de Asesoramiento Genético de la Region
de Murcia ha decidido de forma consensuada informar uUnicamente las VUS
priorizadas. Sin embargo, todas las VUS detectadas se almacenan en una
base de datos la cual permite la reevaluacion continua de estas variantes para
realizar el seguimiento de los CI a la espera de nuevos hallazgos que aporten

evidencia cientifica para su clasificacion clinica definitiva.

Con el objetivo de facilitar este proceso, durante estos ultimos afios
nuestro grupo de trabajo ha disefiado diferentes algoritmos destinados a la
clasificacion de variantes genéticas y priorizacion de VUS que se han ido
modificando segun las evidencias cientificas publicadas. Los criterios de
priorizacion de variantes del algoritmo actual, se fundamenta en la
accionabilidad clinica de los genes y en las predicciones estimadas por las
herramientas bioinforméticas disponibles. Este algoritmo permite seleccionar
aquellas variantes susceptibles de patogenicidad, denominadas VUS
priorizadas (211). De esta manera, se priorizan variantes intronicas (10 pb) y
exobnicas con posibilidad de afectar al splicing segun predicciones in silico y
variantes missense con una puntuacion mayor o igual a 0,7 en REVEL,
ademas de variantes genéticas con elevada probabilidad de ser deletérea

segun bibliografia disponible.

En la presente tesis doctoral se hallaron un total de 39 VUS (34 VUS
pertenecieron a la poblacion PANEL y 5 a la poblacion BRCA). Tras realizar
una revision bibliografica exhaustiva y aplicar el algoritmo de priorizacion
disefiado en el trabajo de Rosado Jiménez L. en “Estudio de variantes
genéticas recurrentes y priorizacion de variantes de significado clinico
desconocido asociadas al sindrome de cancer de mama y ovario hereditario en
familias de la Region de Murcia”, se priorizaron 3 VUS. Cabe destacar que el
disefio de este algoritmo parte del algoritmo de Bonache y colaboradores (107).
Este algoritmo se modificd para su uso en genes clinicamente accionables, se

afiadié el cribado de splicing aberrante para considerar variantes + 10 pb del
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sitio de splicing y se afadio la puntuacion obtenida en REVEL para variantes

missense.

El resumen de las variantes encontradas en este estudio se muestra en

la siguiente figura (Figura V.7).
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Variantes patogénicas VUS priorizadas VUS no priorizadas

Figura V.7. Resumen de las variantes patogénicas, VUS priorizadas y VUS no priorizadas

detectadas en genes clinicamente relevantes.

Gracias a la implementacién de este algoritmo, se ha notificado las 3
VUS priorizadas a los CI portadores y sus familias. Esto permitira realizar un
seguimiento periddico de estas pacientes, quedando a la espera de evidencia
cientifica que permita una reclasificacion definitiva de estas variantes y un
asesoramiento genético basado en esta evidencia. Sin embargo, por el
momento es necesario continuar aplicando este algoritmo para obtener un
mayor numero de resultados y conclusiones que permitan seguir mejorando el

proceso de reclasificacion y priorizacion de VUS.

Desde un punto de vista clinico, se emitieron 200 informes para los CI
incluidos en este estudio, 86 pertenecieron a la poblacion BRCA y 114 a la
poblacion PANEL. De estos 200 informes, 20 (10%) se emitieron por VP

halladas en la poblacion BRCA y 30 (15%) por variantes clinicamente
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relevantes en la poblacion PANEL. De las cuales, 27 (13%) informes se
elaboraron por VP y otros 3 (2%) por VUS priorizadas. El restos de los 150
(75%) informes fueron no informativos para variantes clinicamente relevantes
en el resto de los Cl. La ausencia de informes emitidos por VUS priorizadas en
la poblacion BRCA se debe a que la priorizacion de VUS no estaba
implementada durante el estudio de la poblacion BRCA. En cualquier caso, las
VUS de esta poblacién no cumplen criterios para ser priorizadas. Los aportes
de las VP y VUS priorizadas a los informes generados en el LDG se muestran

en la siguiente figura (Figura V.8).

® Informes no informativos  ® Informes VP pob. BRCA

B Informes VP pob. PANEL = Informes VUS-P pob. PANEL

2%

10%

Figura V.8. Distribucion de los tipos de informes clinicos generados en los estudios genéticos
del CO realizados en el Laboratorio de Gendmica durante el periodo de este estudio.
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5. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO
5.1.Genotipo-fenotipo poblacién BRCA

La media de edad del grupo BRCAL1+ es significativamente mas joven
gue la media de edad del grupo BRCA2+, estos datos coinciden con lo descrito
en la bibliografia que relacionan las VP en BRCA1 con una aparicion mas
temprana del CO (124,198).

Respecto al estadio FIGO al momento del diagnéstico, todas las VP
halladas en los genes BRCA1/2 fueron en CO avanzado, considerando
avanzado los estadios Ill y IV. La epidemiologia del CO sostiene que la
mayoria de los diagndsticos de esta patologia reciben un estadiaje avanzado,
por este motivo, existe una escasa representacion de los estadiajes precoces
(Unicamente el 13% de la poblacibn BRCA) y todas las VP se han hallado en
estadiajes avanzados (5). El resumen de la correlacion genotipo-fenotipo de la
poblacion BRCA se muestra en la siguiente tabla (Tabla V.18).

Poblacion BRCA BRCA1+ BRCA2+ BRCA1/2wt
Media 51,5+12 59,3+10,7 55,9+10,4
Edad (afios) Maximo 75 76 79
Minimo 36 43 35
COSAG 8 (89%) 10 (91%) 51 (80%)
COSAG+CTF 0 1 (9%) 1 (2%)
. . COG2 1 (11%) 0 2 (3%)
Histologia
CEAG 0 0 5 (8%)
CCC 0 0 5 (8%)
CM 0 0 2 (3%)
) Precoz (I-) 0 0 8 (13%)
Estadio FIGO
Avanzado (l1I-1V) 9 (100%) 11 (100%) 58 (91%)
Respuesta a Sensible 7 (78%) 10 (91%) 57 (89%)
platino Resistente 2 (22%) 1 (9%) 9 (14%)

Tabla V.18. Resumen de la correlacion genotipo-fenotipo de la poblacion BRCA. Entre
paréntesis se muestra el porcentaje de las variables cualitativas. COSAG: cancer seroso de
ovario de alto grado, COSAG+CTF: cancer seroso de ovario de alto grado junto a cancer de
trompa de Falopio, COG2: céancer seroso de ovario de grado 2, CEAG: cancer endometrioide

de alto grado, CCC: cancer de células claras, CM: cancer de ovario mucinoso.

La respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con quimioterapia
basada en platino en la poblacion BRCA no presentd diferencias

estadisticamente significativas entre el genotipo BRCA1/2+ y el genotipo
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BRCAwt (Tabla V.19). Estos datos ponen en manifiesto que la resistencia al
tratamiento en primera linea con quimioterapia basada en platino no es
exclusiva del genotipo BRCAwt ya que, en ambas cohortes se han registrado

resistencias al tratamiento.

Pruebas de chi-cuadrado
Significacion Significacion  Significacion

asintotica exacta exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de ,0242 1 ,877
Pearson
Correccion de ,000 1 1,000
continuidad®
Razoén de verosimilitud ,023 1 ,878
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,565
Asociacion lineal por ,023 1 ,878
lineal
N de casos validos 86

a. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo
esperado es 2,79.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Tabla V.19. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable respuesta al tratamiento en la

poblacién BRCA en funcién del genotipo.

Segun la evidencia cientifica, el fenotipo sensible al tratamiento en
primera linea con derivados de platino no esta vinculado exclusivamente a un
genotipo asociado a variantes patogénicas, en linea germinal o somatica, de
genes relacionados con la RH. Este fenotipo también esta asociado a ciertos
perfiles epigenéticos no analizables mediante panel de genes. El mas
destacado es el silenciamiento del gen BRCAL por hipermetilacion del promotor

gue disminuye la expresion de este gen (32,135).

5.2.Genotipo-fenotipo de la poblacion PANEL

La media de edad de los grupos BRCAl+, BRCA2+, RHD+ vy
BRCAwWt/RHDwt son similares. Estos datos, no coinciden con lo descrito en la
bibliografia que relacionan las VP en BRCAL con una aparicion mas temprana
del CO como ocurria en la poblacion BRCA. Sin embargo, en la poblacion
PANEL se han recabado mas datos (114 CI frente a 86 Cl) y por su mayor
tamafio se puede considerar estadisticamente mas fiable. Ademas, el objetivo

clinico del estudio genético en la poblacion BRCA ha generado una cohorte
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mas joven. El resumen de la correlacion genotipo-fenotipo de la poblacion

PANEL se muestra en la siguiente tabla (Tabla V.20).

Poblacion PANEL BRCA1+ BRCA2+ RHD+ BRCAwt/RHDwt
Media 61,6+7,6 58,2+10,4 59,4+15 64,7t11,2
Edad (afios) = Méaximo 70 75 84 81
Minimo 47 43 33 34
COSAG 6 (86%) 11 (92%) 5 (56%) 64 (74%)
COSAG+CTF 0 0 1 (11%) 2 (2%)
, ) COG2 0 0 1 (11%) 2 (2%)
Histologia
CEAG 0 1 (8%) 2 (22%) 9 (10%)
ccc 1 (14%) 0 0 7 (8%)
CM 0 0 0 2 (2%)
_ Precoz (I-1) 0 0 1 (11%) 11 (13%)
Estadio FIGO
Avanzado (IlI-1V) 7 (100%) 12 (100%) 8 (89%) 75 (87%)
Respuesta a Sensible 6 (86%) 12 (100%) 6 (67%) 72 (84%)
platino Resistente 1 (14%) 0 3 (33%) 14 (16%)

Tabla V.20. Resumen de la correlacion genotipo-fenotipo de la poblacién PANEL. Entre
paréntesis se muestra el porcentaje de las variables cualitativas. COSAG: cancer seroso de
ovario de alto grado, COSAG+CTF: cancer seroso de ovario de alto grado junto a cancer de
trompa de Falopio, COG2: cancer seroso de ovario de grado 2, CEAG: cancer endometrioide

de alto grado, CCC: cancer de células claras, CM: cancer de ovario mucinoso.

Se han hallado VP en todos los grupos histoldgicos estudiados excepto
en el subtipo histolégico mucinoso en la poblacion PANEL. Sin embargo, en la
poblacion BRCA solo se hallaron VP en los subtipos histol6gicos CO seroso de
alto grado y moderadamente diferenciado a pesar de estar todos los subtipos
histolégicos representados en las cohortes de manera similar. El fenotipo de los

genes no BRCA1/2 con VP se muestra a continuacion (Tabla V.21).

Estadio | Respuesta

Gen HGVS (ADNCc) Histologia FIGO aplatino

ATM €.8251_8254delACTA CEAG 11B RESIST
BRIP1 €.290_293delACAA COG2 \Y, SENS

€.903delG COSAG \% RESIST
EPCAM c.491+1G>A CEAG 1c SENS
NF1 €.4643_4644dup COSAG \Y, SENS

PALB2 DEL Ex7-11 COSAG 1nc RESIST
PMS2 c.400C>T COSAG 1c SENS
RAD51D | ¢.694C>T COSAG+CTF 1B SENS
STK11 DEL Ex1 COSAG 1c SENS

Tabla V.21. Resumen de la correlacién genotipo-fenotipo de los genes no BRCA1/2 estudiados
en la poblacion PANEL. COSAG: cancer seroso de ovario de alto grado, COSAG+CTF: cancer

198



V. DISCUSION

seroso de ovario de alto grado junto a cancer de trompa de Falopio, COG2: cancer seroso de

ovario de grado 2, CEAG: cancer endometrioide de alto grado.

El sindrome de Lynch esta asociado a CO de tipo histologico CEAG y
COSAG (209). En este estudio se ha hallado la VP ¢.491+1G>A en EPCAM en
un fenotipo CEAG y otra VP ¢.400C>T en PMS2 en un fenotipo COSAG. Estos
hallazgos demuestran la relevancia de estudiar genes como MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 y EPCAM asociados al sindrome de Lynch para entender mejor
el genotipo-fenotipo del CO.

De manera excepcional, se incluyeron en ambas poblaciones 2 CI en
cada una de CO mucinoso (en total 4 CI, 2% del total) a las que se realizo el
analisis genético correspondiente. Estos Cl no cumplian criterios de la SEOM
para realizar dicho estudio, pero no se han excluido de estos resultados por
englobar toda la patologia del CO como han hecho otros estudios
(32,200,202,204).

La respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con quimioterapia
basada en platino en la poblacion PANEL no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre el genotipo PANEL+ (BRCA1+, BRCA2+y
RHD+) y el genotipo BRCA-/RHD- (Tabla V.22). Estos datos ponen en
manifiesto que la resistencia al tratamiento en primera linea con quimioterapia
basada en platino tampoco es exclusiva del genotipo BRCA-/RHD- ya que, se

han encontrado resistencias en todas las cohortes.
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Pruebas de chi-cuadrado
Significacion  Significacion Significacion

asintotica exacta exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de ,0632 1 ,802
Pearson
Correccion de ,000 1 1,000
continuidad®
Razo6n de verosimilitud ,064 1 ,800
Prueba exacta de Fisher 1,000 ,533
Asociacion lineal por ,063 1 ,802
lineal
N de casos validos 114

a. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo
esperado es 4,42.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

Tabla V.22. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable respuesta al tratamiento en la

poblacion PANEL en funcion del genotipo.

5.3. Andlisis conjunto de la respuesta al tratamiento

La respuesta obtenida al tratamiento en primera linea con quimioterapia
basada en platino en la poblacion BRCA y PANEL no presentd diferencias
estadisticamente significativas entre sus cohortes. Aunque las poblaciones no
pueden considerarse similares debido a las diferencias estadisticamente
significativas que se encontraron en la edad de ambas, la respuesta de la
enfermedad al tratamiento con quimioterapia basada en platino se registré de
manera similar en ambas poblaciones. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la respuesta de la enfermedad al tratamiento
con quimioterapia basada en platino dentro de ambas poblaciones y su
genotipo (Tabla V.23 y 24).
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Tabla cruzada respuesta*genotipo*poblacion

genotipo

poblacion BRCA+ PAMEL+  BRCAwWt  PANELwE Total
BRCA  respuesta sensible Recuento 17 a7 74
% dentro de respuesta 230% T7,0% 100,0%
resistente  Recuento 3 ] 12
% dentro de respuesta 25 0% 75,0% 100,0%
Total Recuento 20 66 86
% dentro de respuesta 233% TE 7% 100,0%
PAMEL respuesta sensible Recuento 24 72 a6
% dentro de respuesta 25,0% T50% 100,0%
resistente  Recuento 4 14 18
% dentro de respuesta 22,2% T7.8% 100,0%
Total Recuento 28 86 114
% dentro de respuesta 24 6% 75 4% 100,0%
Total respuesta  sensible Recuento 17 24 a7 72 170
% dentro de respuesta 10,0% 14,1% 33,5% 42 4% 100,0%
resistente  Recuento 3 4 9 14 30
% dentro de respuesta 10,0% 13,3% 30,0% 46 7% 100,0%
Total Recuento 20 28 66 86 200
% dentro de respuesta 10,0% 14,0% 33,0% 43 0% 100,0%

Tabla V.23. Tabla cruzada para la prueba estadistica chi-cuadrado para

al tratamiento en las poblaciones BRCA y PANEL en funcién del genotipo.

Pruebas de chi-cuadrado

la variable respuesta

Significacidn Significacidn Significacidn
asintdtica exacta exacta

poblacion Walor al (hilateral) (bilateral) (unilateral)
BERCA  Chi-cuadrado de Fearsaon ,024" 1 a7

Correccidn de continuidad® Looo0 1 1,000

Razan de verosimilitud 023 1 ara

Frueba exacta de Fisher 1,000 JBES

Asociacidn lineal por lineal 023 1 ara

M de casos validos 86
FPAMEL Chi-cuadrado de Fearsan ,063d 1 802

Correccion de continuidad® .a0o 1 1,000

Razan de verosimilitud 064 1 800

Prueha exacta de Fisher 1,000 k]

Asociacidn lineal por lineal 063 1 802

M de casos validos 114
Total Chi-cuadrado de Pearson 21g® 3 ars

Razan de verosimilitud 218 3 arsa

Asociacidn lineal por lineal 068 1 783

M de casos validos 200

a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 3,00,
b. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 2,79,

. Sdlo se ha calculado para una tabla 2x2

d. 1 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor gue 5. El recuento minimo esperado es 4,42,

Tabla V.24. Prueba estadistica chi-cuadrado para la variable respuesta al tratamiento en las

poblaciones BRCA y PANEL en funcion del genotipo.
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A partir del afio 2020 el PARPI rucaparib comercializado como Rubraca®
esté indicado para la terapia de mantenimiento del CO de alto grado avanzado,
en recidiva y platino sensible en respuesta completa o parcial. De manera que,
a partir de este afio y con la autorizacion para la financiacion de este
tratamiento por el SNS, los CI diagnosticados de CO con recidiva sensible al
tratamiento con derivados de platino, tuvieron opcion de tratamiento de
mantenimiento con PARPi sin importar su genotipo germinal o somatico.
Ademas, desde el afio 2021 el PARPI niraparib comercializado como Zejula®
también esta indicado para terapia de mantenimiento del CO de alto grado
avanzado, platino sensible en respuesta completa o parcial tras completar la 1°

linea de tratamiento, sin necesidad de recidiva de la enfermedad.

Antes del afio 2020 la indicacion para el tratamiento de mantenimiento
con PARPI estaba vinculada al hallazgo de una VP en los genes BRCA1/2 en
linea germinal o soméatica. En la poblacion BRCA, 57 CI presentaron un
fenotipo sensible al tratamiento en primera linea con derivados de platino, pero
no se hallaron variantes clinicamente relevantes en los genes BRCA1/2 en
linea germinal. Suponiendo que las variantes patogénicas en los genes
BRCA1/2 en linea somatica tienen una prevalencia cercana al 3% (32),
alrededor del 89% de CI con CO sensible al tratamiento en primera linea con
derivados de platino de la poblacion BRCA no tuvieron opcion de tratamiento

de mantenimiento con PARPI.

Respecto a la resistencia al tratamiento con derivados de platino, existen
dos tipos de resistencias, la resistencia primaria y la adquirida. En este estudio
solo se han recogido datos de la resistencia primaria que se evidencia tras la
finalizacion del primer esquema de quimioterapia con derivados del platino. En
este sentido, se han encontrado resistencias en todos los grupos de este

estudio.

Las variantes de BRCA1/2 que han presentado un fenotipo resistente
han sido las variantes c.68_69delAG y ¢.3583delC del gen BRCA1 y la variante
€.6024dupG del gen BRCAZ2. La variante ¢.68 69delAG de BRCAL ha sido la

mas prevalente de este estudio y junto a ¢.3583delC también de BRCAI,

202



V. DISCUSION

ambas se han descrito en fenotipos sensibles por lo que se descartaria vincular
la resistencia al tratamiento con ciertas variantes genéticas. Las variantes
patogénicas halladas en los genes BRCA1/2 y su genotipo en funcion de la

respuesta al tratamiento en ambas poblaciones se muestra en el Anexo D.

De los mecanismos que contribuyen a la resistencia a platino destacan
los relacionados con la concentracion del farmaco dentro de la célula. Esta
concentracion puede verse alterada por un transporte excesivo al exterior
celular mediante la sobreexpresién de la glicoproteina P o transportador
transmembrana MDR-1, aunque también puede producirse por el secuestro del
farmaco por las proteinas exportadoras ATP7A y ATP7B que disminuyen la
captacion del farmaco dentro de la célula. Sin embargo, estos mecanismos no
explican la resistencia hallada en el genotipo BRCA1/2+ y RHD+ que puede
estar justificado con la reversibon de variantes patogénicas mediante
mecanismos epigenéticos o la aparicibn de mutaciones somaticas en BRCA1/2
que restablecen su papel en la reparacion de ADN. En la poblacién BRCA
ademas, pueden coexistir mutaciones en otros genes relacionados con la
reparacion del ADN no estudiados que pueden tener el mismo efecto (212—-
214).

Cabe destacar que el microambiente tumoral también juega un papel
muy importante a la hora de entender la respuesta al tratamiento con platino,
este concepto engloba la relacion de las células tumorales con componentes
extracelulares al igual que, otras células como fibroblastos, células inmunes y
células endoteliales que puedan estar relacionadas al cancer. Ademas, la
vascularizacion o perfusion tumoral juega un papel esencial a la hora de que un

tratamiento sea efectivo o no (215).

6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

En la poblacion BRCA se realizd0 de manera retrospectiva un estudio de
supervivencia para comparar la SG de esta poblacion en funciéon de las
variables estadiaje, respuesta a tratamiento y genotipo. Sin embargo, este

estudio no se concibié para analizar posibles diferencias en el prondstico del
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cancer de ovario en funcion de las variantes estudiadas, en parte por el escaso

tamafo muestral.

6.1.Prondstico segun el estadiaje

Se analizo el prondstico de la enfermedad en relacion con el estadiaje
en el momento del diagnostico, para ello se llevd a cabo un analisis de
supervivencia comparativo entre los estadiajes FIGO de los CI. Debido a la
escasa representacion de los estadiajes FIGO | y Il, se agruparon en dos
categorias: los estadios FIGO | y Il se agruparon en el grupo “precoz” y los
estadios FIGO Ill y IV se agruparon en el grupo “avanzado”. Se aplico el
andlisis estadistico test Log-Rank y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la SG de la poblacién y el estadiaje de la

enfermedad al diagnaéstico.

El estadio en el momento del diagndstico se considera el principal factor
prondstico para la supervivencia en el cancer de ovario (34). Aungque en este
estudio no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en relacion
con este factor, esta discordancia se debe principalmente a la poca

representacion obtenida de los estadios precoces FIGO |y Il.

6.2.Prondstico segun larespuesta al tratamiento

Se analiz6 el prondstico de la enfermedad en relacién con la respuesta
de la enfermedad al tratamiento con quimioterapia basada en platino, para ello
se llevé a cabo un andlisis de supervivencia comparativo segun la sensibilidad
a este agente. Se aplicé el andlisis estadistico test Log-Rank y se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre la SG de la poblacién y el
grado de sensibilidad de la enfermedad a la quimioterapia con platino con una
significacion estadistica p<0,001. El grupo parcialmente sensible mostré una
funcidén de supervivencia similar al grupo resistente y el grupo sensible obtuvo

mejores datos estadisticos de supervivencia.

La sensibilidad a la quimioterapia basada en platino esta relacionada
con la incapacidad de reparar las roturas de cadena en el ADN a nivel celular,

esta sensibilidad es la responsable del mejor prondstico asociado al CO en
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comparacion a aquellos que son resistentes a este tratamiento. En este
sentido, se estima que entorno al 50% de COSAG presentan alteraciones en la
via de la RH por variantes patogénicas germinales o alteraciones genéticas a
nivel somatico, este defecto confiere una mayor sensibilidad al tratamiento con
guimioterapia basada en platino (32). Por este motivo, la sensibilidad al platino
se utiliza como marcador de alteraciones en la via de la RH y estos tumores
pueden beneficiarse de tratamientos con PARPi segun lo indican en su ficha
técnica (132,141,143,145).

6.3.Prondstico segun el genotipo

Se analiz6 el pronéstico de la enfermedad en relaciéon con el resultado
del estudio genético obtenido, para ello se llevd a cabo un analisis de
supervivencia comparativo segun el hallazgo o no de variantes clinicamente
relevantes para la enfermedad. Se aplicé el analisis estadistico test Log-Rank y
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la SG de la
poblacion y el resultado del estudio genético.

Las variantes clinicamente relevantes en los genes BRCA1 y BRCA2
estan ligadas a un mejor prondstico segun la evidencia cientifica (130). Sin
embargo, la poblacion BRCA ha creado un marco de escaso tamafio muestral
para realizar un andlisis de estas caracteristicas. Ademas, en esta poblacion se
desconoce si hay variantes genéticas patogéenicas en otros genes relacionados
con el cancer de ovario hereditario (198,216,217). En el trabajo de Sanchez
Henarejos P. “Impacto prondstico de las mutaciones de BRCA1 y BRCA2 en el
cancer de ovario hereditario” (185) se realiz6 un seguimiento de SG en
pacientes diagnosticadas de CO en funcion del genotipo en poblacion
perteneciente a la Region de Murcia y se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo BRCA1/2 no mutado y el grupo
BRCA1/2+. Siendo el grupo BRCA1/2+ la cohorte con una mejor SG
comparado con el grupo BRCA1/2 no mutado.

7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En la presente tesis doctoral se han presentado ciertas limitaciones que

deben estar presentes a la hora de interpretar los resultados obtenidos.
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7.1.Analisis de supervivencia

A la hora de realizar el analisis de supervivencia, la mayor limitacion ha
sido el escaso tamafio muestral y el nimero reducido de CI portadoras de

variantes clinicamente relevantes en los genes BRCA1/2.

Ademas, este estudio retrospectivo se ha realizado recogiendo la
informacion clinica disponible en la historia clinica informatizada de los CI.
Estos registros se han realizado por diferentes profesionales y pueden existir

diferentes criterios a la hora de documentar la informacioén clinica consultada.

7.2.Estudio en linea somatica

En relacion con el estudio genético, no se ha podido obtener el analisis
de variantes clinicamente relevantes en linea somética de los genes BRCA1/2
en los Cl incluidos en este estudio. Se han recogido datos de 20 CI no incluidos
en las poblaciones estudiadas con diferentes andlisis genéticos en linea
somatica, en los cuales no se han hallado variantes clinicamente de manera
significativa, pero si se han encontrado evidencias de inestabilidad genética en

algunas muestras analizadas con Myriad HRD Status.

206



VI. CONCLUSIONES



VI. CONCLUSIONES

Conclusion 1

El rendimiento diagndstico obtenido en el estudio genético de CO ha
sido del 22% en la poblacion BRCA. Este dato justifica la importancia de incluir
este fenotipo en los criterios de seleccion de la SEOM para el estudio del

sindrome de cancer de mama y ovario hereditario.

Conclusioén 2

El estudio genético del CO, a través de un panel de genes de
accionabilidad clinica relacionados con diversos sindromes hereditarios, logra
aumentar el rendimiento diagndstico con respecto solo el estudio de los genes
BRCAl1 y BRCA2. Por tanto, se hace necesario su inclusién en la practica

clinica.

Conclusion 3

Desde un punto de vista clinico, un 52% de las variantes obtenidas han
sido clasificadas como VP y un 48% como VUS. Al ampliar el estudio genético
a un panel de genes, el nimero de VUS obtenidas se ve incrementado y
pueden superar, incluso, en namero a las VP. Es por ello, que el laboratorio
debe de disponer de un registro actualizado de las VUS obtenidas y proceder a
su reevaluacion de forma periddica con el fin de lograr su clasificacion clinica

de forma inequivoca.

Desde el punto de vista molecular, y en concordancia con la bibliografia,
un 65% de las VP obtenidas han sido variantes tipo frameshift o de cambio del
marco de lectura. Con respecto a las VUS obtenidas, un 87% han sido de tipo
missense o0 con cambio de sentido, lo que dificulta su clasificacion clinica en

aguellos casos en donde no se disponga de informacion suficiente.
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Conclusion 4

El andlisis de supervivencia del CO, en funcién de la respuesta al
tratamiento en primera linea con derivados de platino, presenta un mejor
prondstico en el fenotipo sensible con respecto a los fenotipos parcialmente
sensibles o resistentes. Este fenotipo sensible se comporta igual en presencia
o ausencia de VP en los genes BRCAL1/2, por lo que debe compartir

caracteristicas biologicas similares independientemente del genotipo BRCA.

Conclusion 5

El uso de técnicas NGS para secuenciar un amplio panel de genes,
genera una gran cantidad de VUS. Para facilitar y optimizar el manejo de estas
variantes es indispensable el uso de algoritmos de priorizacion de VUS.
Gracias a este algoritmo se ha podido reclasificar un 8% de las VUS obtenidas
como priorizadas segun las evidencias de patogenicidad, siendo una

herramienta imprescindible en la practica asistencial.
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Anexo A. Conformidad del proyecto de investigacion por el Comité Etico de

Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario Virgen de la

Arrixaca.

s Urrinaco
Murciano
de Saled

Hospital Universitario
“Virgen de la Arrixaca”

Cira. Madng - Caragena - Tedl, 968 38 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunidon del dia 30/03/2015, acta 03/15 ha evaluado la
propuesta de la investigadora Dra. M? Desamparados Sarabia Meseguer referida al estudio:

Titulo: Nuevos genes en el Sindrome de Cancer de mama y ovario hereditario

12, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomedica y su
realizacion es pertinente,

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto. .

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados eticos.

- La capacidad de los Investigadares y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que dicho estudio sea realizado por la Dra.
M2 Desamparados Sarabia Meseguer en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Lo que firmo en Murcia, a 30 de marzo de 2015

tSer\'iciﬁ Murciano de Salad
pseital “Virgen de la Arrixaca”
Fico dle investigacion Clinica
MURCIA

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

212




VII. ANEXOS

Anexo B. Consentimiento informado para realizacion de pruebas genéticas con
fines asistenciales y de investigacion traslacional relacionados con el cancer

hereditario.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA REALIZACION
DE PRUEBAS GENETICAS EN CANCER HEREDITARIO.

UNIDAD DE ASESORAMIENTO GENETICO EN CANCER HEREDITARIO.
SERVICIO DE ONCOLOGIA MEDICA.

Introduccion

Este formulario describe los beneficios, riesgos y limitaciones de las pruebas genéticas de susceptibilidad
heredada al cancer. Esta es una prueba voluntaria y usted debe obtener asesoramiento genético antes
de firmar este formulario.

éPara qué se hace?

Esta prueba analiza un gen o genes especificos para detectar cambios genéticos denominados
mutaciones. El gen o los genes analizados se asocian a un sindrome especifico de cancer hereditario.
Esta prueba ayudard a determinar si una persona tiene un riesgo significativamente mayor de
desarrollar ciertos tumores debidos a una mutacion (o mutaciones) del gen de predisposicion al cancer.
Las pruebas genéticas permiten calcular el riesgo de cancer hereditario de manera mds precisa que el
que se logra considerando sélo los antecedentes personales y familiares de la persona.

éQué le vamos a hacer?

Para este estudio se le extraerd sangre para llenar un tubo de ensayo que se analizara en un laboratorio
de este centro. En algunas ocasiones es posible que sea necesario que esta muestra sea enviada a otro
laboratorio de referencia para completar el estudio.

éQué beneficios se esperan obtener de este procedimiento?

Los resultados de esta prueba podrian ayudarle a usted y a su médico a tomar decisiones informadas
sobre su atencién médica, tales como pruebas de deteccion precoz, cirugias para reducir el riesgo y
estrategias de tratamiento con farmacos con finalidad preventiva.

La identificacion de una mutacion (o mutaciones) en un gen en una familia permite que otros familiares
consanguineos determinen si comparten o no el mismo riesgo de cdncer hereditario. Si obtiene un
resultado positivo, se le proporcionara la informaciéon de como se hereda este tumor y de la
probabilidad de que sus hijos y parientes consanguineos puedan haber heredado la misma mutacién (o
mutaciones) en el gen o genes analizados.

Si obtiene un resultado negativo para una mutacién que se sabe que existe en su familia, no puede
transmitir esta mutacién a sus hijos y por lo general, se considera que usted tiene el mismo riesgo de
cancer que la poblacién general.

éQué riesgos tiene?

Las pruebas genéticas por lo general requieren que el ADN se extraiga de una muestra de sangre. Los
efectos secundarios de una extraccion de sangre son poco comunes pero podrian incluir: mareos,
desmayos, dolor, hemorragia, formacién de hematomas, y en raras ocasiones, infeccion. Los resultados
de esta prueba serdn comunicados exclusivamente a usted y serdn custodiados por el Hospital.

éQué genes se estudian?
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En la mayoria de los casos, el estudio se limita inicialmente al andlisis de un grupo o panel de genes
relacionados con la enfermedad o el trastorno genético mediante metodologia de secuenciacion masiva.

En el caso de que en el estudio genético se detecte una variante patogénica o probablemente
patogénica (ambas relacionadas con una mayor predisposicion a padecer la enfermedad), este
resultado se comprobard nuevamente mediante el método de confirmacidn de Sanger, utilizando la
misma muestra de sangre periférica obtenida previamente. Asi mismo, los hallazgos de grandes
reordenamientos génicos también serdn comprobados mediante la metodologia disponible en el
laboratorio.

En cualquier caso, y a pesar de la exhaustividad de estos estudios, es posible que no se logre encontrar
la causa de la enfermedad o del trastorno genético, ya que la sensibilidad de estas pruebas no es del
100%.

éQué limitaciones tiene esta técnica?

Los estudios de secuenciacion masiva generan una gran cantidad de datos y es preciso distinguir los que
puedan ser relevantes de los que puedan no serlo. Existen ademas ciertas limitaciones técnicas que
conviene conocer para interpretar los resultados con precision:

* Existen ciertas regiones en los genes que pueden resultar dificiles de analizar. Si esto sucediera en el
analisis, se indicaria en el informe.

* Si el estudio se limita al andlisis de un grupo o panel de genes, Unicamente se podran detectar
mutaciones en estos genes. Por tanto, mutaciones de interés en otros genes no incluidos en el panel no
van a ser detectadas. El informe incluird la lista exacta de genes analizados, asi como el disefio de panel
especifico empleado para el estudio.

éCuales son los posibles resultados de un estudio de secuenciacién masiva?
Nos podemos encontrar ante cuatro situaciones posibles:

1) Que se detecte una o mds alteraciones considerada/s como causante/s de la enfermedad o del
trastorno genético que indico el estudio, lo que confirmaria o aclararia el diagndstico. En esta situacién,
se comentard con el paciente el alcance y las implicaciones del resultado.

2) Que se detecte una o mds alteraciones de significado incierto. En este caso puede ser necesario
solicitar exploraciones complementarias o estudiar a otros miembros de la familia con el fin de intentar
confirmar si los hallazgos se relacionan o no con la enfermedad o el trastorno genético que motivo el

estudio.
3) Que no se detecten alteraciones que puedan explicar la enfermedad o el trastorno genético.

4) Que, en el caso de que se analicen todos los genes (secuenciacion del exoma), se detecten hallazgos
incidentales o fortuitos. Estos se definen como alteraciones detectadas de forma casual, no
relacionadas con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio, pero que pueden tener
implicaciones relevantes para la salud del paciente y/o de sus familiares.

éQué hallazgos se informan al paciente y cudles no?
Se informan:

+ Hallazgos causantes o relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que indico el estudio.
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* Si el paciente o el tutor legal lo solicita y lo autoriza, hallazgos incidentales o fortuitos no
relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que indicé el estudio pero que pudieran tener
consecuencias importantes para la salud del paciente o de sus familiares.

No se informan:
* Hallazgos de significado incierto sin relacién causal aparente con el motivo del estudio.

El conocimiento sobre la funcion de los genes y su papel en determinadas enfermedades y trastornos
genéticos avanza de forma rdpida y progresiva. Una alteracion genética identificada y considerada de
significado incierto en la actualidad, deberd ser revisada mas adelante. Por ello, en estos casos, se
recomienda que, pasado un tiempo (uno o dos afios), se acuda de nuevo a consulta para revisar la
situacion y comprobar si se dispone de nueva informacion que pudiera modificar la interpretacion inicial
del hallazgo.

éQué alternativas hay?

La no realizacion de este procedimiento supone tener que basarnos en los antecedentes personales o
familiares para intentar hacer una aproximacion al riesgo personal de padecer un cancer aparentemente
hereditario. Estas aproximaciones son menos precisas que las basadas en estudios genéticos y dificultan
la toma de decisiones posterior para el seguimiento u otras medidas preventivas.

¢NOS AUTORIZA?

Por este documento solicitamos de forma general la autorizacién para realizar el procedimiento y/o
prueba mencionados, y para usar imagenes e informacion de la Historia Clinica con fines docentes o
cientificos, ya que esta siendo atendido en un Hospital Universitario. El anonimato serd respetado.

Toda la informacién relacionada con el estudio es estrictamente confidencial y serd tratada en
conformidad con la Ley Organica de Proteccion de Datos Personales 3/2018 y los derechos que
conlleva de acceso, cancelacidn, rectificacion y oposicidn.

En caso de obtener su autorizacidn, los resultados de los estudios genéticos seran conservados y
custodiados en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca y podrdn ser compartidos, de forma
andnima sin identificadores personales, con otros grupos de investigacion con el fin de aumentar el
conocimiento sobre las enfermedades genéticas.

DECLARACIONES Y FIRMAS
Declaro mi conformidad con los puntos siguientes:

Con respecto al alcance de la pruebay alainformacion de los hallazgos:

Deseo que el ADN extraido de mi / la persona bajo mi tutela legal sea analizado mediante técnicas de
biologia molecular para valorar susceptibilidad heredada al cdncer.

Entiendo que es posible encontrar hallazgos de significado incierto y que existe ademas la posibilidad de
encontrar hallazgos incidentales no relacionados con la enfermedad o el trastorno genético que ha
indicado el estudio.

Deseo / No deseo ser informado de los hallazgos incidentales que se puedan detectar y que pudieran
tener consecuencias importantes para mi salud o la de mis familiares.
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Con relacion a la posible utilizacién de |la muestra de ADN

Deseo / No deseo que la muestra de ADN se destruya una vez realizado el estudio.

Autorizo / No autorizo a que la muestra de ADN conservada en el HUVA pueda ser compartida de forma
anénima con otros grupos que investiguen sobre la misma enfermedad o trastorno genético

Entiendo que el conocimiento médico avanza con el paso del tiempo y que seria conveniente acudir de
nuevo a consulta mas adelante para revisar la situacion y comprobar si se dispone de nueva informacién
que pudiera modificar la interpretacion inicial de los resultados.

1.Firma del/la paciente:
[0 40 2 R TURRPRRRURTRY ofe 1o 1 D N |\ PR

He sido informado/a suficientemente de la intervencién que se me va a realizar, y me han explicado los
riesgos, complicaciones y alternativas posibles; lo he comprendido y he tenido el tiempo suficiente para
valorar mi decisiéon. Por tanto, estoy satisfecho/a con la informacién recibida. Por ello, doy mi
consentimiento para que se realice dicha prueba por el médico responsable y a ser informado/a de los
resultados segun lo arriba dispuesto. Mi aceptacién es voluntaria y puedo retirar este consentimiento
cuando lo crea oportuno, solicitandolo por escrito, sin que esta decision repercuta en mis cuidados
posteriores.

Firma del paciente | =76 g 7= LINRURRERIY N | SIS

2. Firma de familiar o tutores

El paciente D./DRa. ......cccoeeeeeeeeeeereeeceesieeeeeesieseeesese e e oo NO ti€Ne capacidad para decidir en este
momento.

Ui/D8 sossmnsssmresnnss arnnssrsnnseyns oo DN wessmmsss sy €
(=1 o =T [ (= A e he  sido

informado/a suficientemente de la intervencion que se le va a realizar. Por ello, doy expresamente mi
consentimiento. Mi aceptacion es voluntaria y puedo retirar este consentimiento cuando lo crea
oportuno.

Firma del tutor o familiar Fechai s fannsalvnnss
3. Relativo al médico que solicita:

Dr./Dra. SRR . he informado al paciente y/o al tutor o
familiar del objeto y naturaleza del proced|m|ento que se le va a realizar explicandole los riesgos,
complicaciones y alternativas posibles.

Firma del médico Fecha: woooeeeef oo e

4. Relativo a la no aceptacion (REVOCACION) del Consentimiento Informado:

He sido informado de que puedo revocar este documento previamente a la realizacion de la
intervencion, por lo que manifiesto que NO doy mi Consentimiento para someterme a la realizacion de
la misma, dejando sin efecto mi Consentimiento anterior.

Firma del paciente FEChat s il
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Anexo C.1. Variantes patogénicas halladas en el gen BRCA1l en las

poblaciones BRCA y PANEL.

Familias en azul: poblacion BRCA, familias en naranja: poblacion PANEL,

OCCR: region asociada al cancer de ovario, BCCR: regién asociada al cancer

de mama.
. . . OCCR/ -
Gen Ex6n/Intrén HGVS (ADNCc) HGVS (proteina) refSNP BCCR Familia
OL-10
OL-52
c.68_69delAG p.Glu23ValfsTerl7 rs80357914 | BCCR
1 OL-80
OL-173
¢.70_73dup p.Pro25LeufsTerl7 | rs397509310 | BCCR | OL-225
c.181T>G p.Cys61Gly rs28897672 | BCCR | OL-147
4
c.211A>G p.Arg71Gly rs80357382 | BCCR | OL-150
p.Phed6_Arg71del
BRCA1 IN 4-5 c.212+1G>A 0.Cys64X rs80358042 | BCCR | OL-172
c.1224 1225insA p.Val409Serfs ND OCCR OL-11
¢.1651_1652insC p.Ser551ThrfsTer4 | rs886039961 | OCCR | OL-145
c.2921T>A p.Leu974Ter rs80356872 | OCCR | OL-33
10 OL-19
¢.3331_3334delCAAG | p.GIn1111AsnfsTer5 | rs80357701 | OCCR
OL-67
OoL-21
c.3583delC p.His1195llefsTerl5 | rs273900710 @ OCCR
OoL-91
- Del ex21-24 - - BCCR OoL-81
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Anexo C.2. Variantes patogénicas halladas en el gen BRCA2 en las
poblaciones BRCA y PANEL.
Familias en azul: poblacion BRCA, familias en naranja: poblacion PANEL,

OCCR: region asociada al cancer de ovario, BCCR: regién asociada al cancer

de mama.
Gen | BXON/ HGVS (ADNc) HGVS (proteina) refSNP OCCR/
Intrén P BCCR Familia
€.1310_1313delAAGA p.Lys437llefsTer22 rs80359277 BCCR OL-84
OL-88
10
€.1608dupT p.Glu537Ter rs276174811 BCCR OL-128
OL-148
€.2808_2811delACAA p.Ala938ProTer21 rs80359351 OCCR OL-201
OL-05
¢.3264dupT p.GIn1089SerfsTerl0 | rs80359380 OCCR e
€.3680_3681delTG p.Leu1227GInfsTer5 rs80359395 OCCR OL-181
€.3455T>G p.Leull52Ter rs80358593 OCCR OL-73
OL-69
c.4936_4939del P-Glul6dbGinfsTer2 | oh359473 | OCCR
BRCA2 3 oL-74
c.4963delT p.Tyr1655ThrfsTerl5 | rs886040557 OCCR OL-208
OL-25
c.4965C>A p.Tyrl655Ter rs80358721 OCCR
OL-105
OL-82
¢.5073dupA p.Trp1692MetfsTer3 rs80359479 OCCR
OL-169
€.6024dupG p.GIn2009AlafsTer9 rs80359554 OCCR OL-53
€.6486_6489delACAA p.Lys2162AsnfsTer5 rs80359598 OCCR OL-117
OL-85
€.9026_9030del p.Tyr3009SerfsTer7 rs80359741 BCCR
OL-218
23
OL-113
c.9117G>A p.Pro3039= rs28897756 BCCR
OL-153
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Anexo D. Variantes patogénicas halladas en genes BRCA1l/2 en ambas

poblaciones y su fenotipo en funcién de la respuesta a tratamiento con

derivados de platino.

R
Gen Ex6n/Intrén HGVS (ADNCc) HGVS (proteina) refSNP Familia esput'esta
a platino
OL-10 SENS
OL-52 SENS
c.68_69delAG p.Glu23ValfsTerl?7 rs80357914
1 OL-80 RESIST
OL-173 RESIST
¢.70_73dup p.Pro25LeufsTerl7 | rs397509310 | OL-225 SENS
c.181T>G p.Cys61Gly rs28897672 | OL-147 SENS
4
c.211A>G p.Arg71Gly rs80357382 | OL-150 SENS
IN 4-5 C.212+1G>A p-Phedb Arg7ldel | oh35e042  OL172  SENS
BRCA1 p.Cys64X
c.1224 1225insA p.Val409Serfs ND OL-11 SENS
¢.1651_1652insC p.Ser551ThrfsTer4 | rs886039961 | OL-145 SENS
C.2921T>A p.Leu974Ter rs80356872 OL-33 SENS
10 OL-19 SENS
¢.3331_3334delCAAG | p.GIn1111AsnfsTer5 | rs80357701
OL-67 SENS
OL-21 RESIST
c.3583delC p.His1195llefsTerl5 | rs273900710
OL-91 SENS
- Del ex21-24 - - OL-81 SENS
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Gen Exor’1/ HGVS (ADNCc) HGVS (proteina) refSNP Familia Resput.esta
Intrén a platino
€.1310_1313delAAGA p.Lys437llefsTer22 rs80359277 OoL-84 SENS
OL-88 SENS
10
¢.1608dupT p.Glu537Ter rs276174811 | OL-128 SENS
OL-148 SENS
€.2808_2811delACAA p.Ala938ProTer21 rs80359351 | OL-201 SENS
OL-05 SENS
c.3264dupT p.GIn1089SerfsTerl0 rs80359380
OL-36 SENS
€.3680_3681delTG p.Leul227GInfsTer5 rs80359395 | OL-181 SENS
¢.3455T>G p.Leul152Ter rs80358593 OL-73 SENS
OL-69 SENS
¢.4936_4939del p.Glul646GInfsTer23 rs80359473
OL-74 SENS
BRCA2 11
c.4963delT p.Tyr1655ThrfsTerl5 | rs886040557 | OL-208 SENS
OL-25 SENS
c.4965C>A p.Tyrl655Ter rs80358721
OL-105 SENS
OL-82 SENS
¢.5073dupA p.Trpl692MetfsTer3 rs80359479
OL-169 SENS
€.6024dupG p.GIn2009AlafsTer9 rs80359554 OL-53 RESIST
€.6486_6489delACAA p.Lys2162AsnfsTer5 rs80359598 | OL-117 SENS
OL-85 SENS
¢.9026_9030del p.Tyr3009SerfsTer7 rs80359741
OL-218 SENS
23
OL-113 SENS
c.9117G>A p.Pro3039= rs28897756
OL-153 SENS
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